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RESUME

Notre laboratoire a mis au point un modéle d'étude du rejet de greffe basé sur

l'utilisation de souris transgéniques pour un récepteur de cellule T dérivé d'un clone CD4t
(2.102). Le clone de cellule T 2.102 est spécifique pour 1’épitope de la chaine P de
I’hémoglobine de souris, Hb(64-76), présenté par la molécule du CMH de classe 11 I-EX,
et est également alloréactif contre la molécule du CMH 11 I-EP. Une étude antérieure a
démontré que des peptides antagonistes pour le clone de cellules T 2.102 pouvaient
inhiber l'alloréactivité de celui-ci. Plus important encore, ces peptides antagonistes
pouvaient inhiber l'alloréactivité de lignées Thl et Th2, de méme que celle de cellules T
2.102 naives dérivées de souris transgéniques. Nous désirons maintenant étudier le
potentiel de ces peptides antagonistes & moduler in vivo le rejet de greffe dans le modéle
de souris transgéniques 2.102. Cependant, avant d’effectuer les tests in vivo, différents
tests antagonismes devaient étre effectués in vitro. Plus spécifiquement, I'approche qui a
été choisie est d'utiliser comme agent thérapeutique des cellules dendritiques immatures
exprimant de fagon constitutives les complexes CMH/peptides antagonistes. Les objectifs
étaient de générer et cloner les séquences nucléotidiques des différents peptides
antagonistes et témoins dans un vecteur d'expression adénovirus, de mettre en culture les
cellules dendritiques, d'effectuer des essais d'antagonismes avec les peptides antagonistes
synthétiques et de procéder aux transfections des cellules dendritiques avec les

adénovirus recombinants afin de réaliser des essais d'antagonismes in vitro.

Ainsi, les cellules dendritiques ont été générées en présence de GM-CSF et d'IL-4
a partir de précurseurs de la moelle osseuse de souris et des tests d'antagonismes ont été
effectués avec ces cellules dendritiques. La diminution de 1'activation de 'hybridome T
2.102 et également des cellules T 2.102Tg naives dans les tests d'antagonismes ont
démontré la capacité des cellules dendritiques présentant des peptides antagonistes a

moduler I’activation de cellules T.

L’efficacité de notre systéme d’expression des peptides antagonistes en fusion

avec la chaine invariante a été démontré par des transfections transitoires dans les cellules



COS-7. Des adénovirus recombinants exprimant ces peptides en fusion avec la chaine
invariante ont donc été générés. Nous avons démontré en infectant des cellules CHO-EX,
que ces adénovirus recombinants étaient fonctionnels et permettaient 1’expression des
peptides. Des essais préliminaires d’infections de cellules dendritiques avec les
adénovirus recombinants ont également été effectués. Malgré la faible proportion de
cellules dendritiques infectées, nous avons démontré la stimulation de cellules T 2.102
par I’agoniste Hb(64-76). L’antagonisme de cellules T 2.102 par les cellules dendritiques
infectées avec les adénovirus recombinants n’a pu étre démontré et des tests

supplémentaires devraient étre effectués avant de réaliser les tests in vivo.
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INTRODUCTION

Un objectif important en immunologie de la transplantation est d’arriver a inhiber
spécifiquement les cellules T autoréactives sans inhiber complétement tout le systéme
immunitaire, et ceci afin d’éviter tous les effets néfastes des agents immunosuppresseurs.
Nous avons développé un modéle murin d’étude du rejet de greffe. Ce modéle est basé
sur une cellule T CD4", nommé 2.102, spécifique pour les acides aminés 64 a 76 de
I’hémoglobine présenté par la molécule du CMH II I-E¥. De plus, cette cellule T est
alloreactive contre la molécule du CMH II I-EP. Nous avons voulu vérifié la capacité des
peptides antagonistes 4 moduler le rejet de greffes in vivo dans le modéle murin de greffe
de peau 2.102. Nous avons décidé d’utiliser des cellules dendritiques exprimant

constitutivement des peptides antagonistes pour inhiber la réponse des cellules T.

Le but du projet était de vérifier la capacité des cellules dendritiques & présenter
des peptides antagonistes in vitro et a inhiber la stimulation des cellules T. Les cellules
dendritiques utilisées ont été différenciées a partir de précurseurs de la moelle osseuse de
souris. Comme ces cellules dendritiques devaient exprimées constitutivement les peptides
antagonistes, elles ont été infectées avec des adénovirus recombinants exprimant les
peptides antagonistes. Les peptides antagonistes ont été exprimés en fusion avec la chaine

invariante dans le but de maximiser I’expression 4 la surface des peptides.
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1. TRANSPLANTATION

Pour plusieurs personnes, le recours 4 une greffe constitue le seul traitement
efficace pour traiter diverses pathologies rénales, cardiaques, pulmonaires et hépatiques.
En 2003, au Québec, 488 patients ont été greffés et 860 patients étaient inscrits sur les
listes d’attentes. Les premiéres greffes d’organes vascularisés ont eu lieu dans les années
1950 et, & ce moment, le taux de survie des greffes était trés court. Cependant, depuis
l'arrivée de la cyclosporine A, dans les années 1980, le taux de survie du greffon a court
terme a considérablement augmenté, mais a long terme, la survie de la greffe n'a pas
beaucoup augmenté, méme avec la prise d’immunosuppresseurs (Opelz, 1992; Pascual et
al, 1998). Pour prolonger 1la survie de la greffe, plusieurs catégories
d’immunosuppresseurs ont  été  développées (Denton et al, 1999). Ces
immunosuppresseurs vont inhiber différentes voies du systéme immunitaire et certains
plus spécifiquement que d’autres. Ainsi, il existe des anticorps polyclonaux ou
monoclonaux anti-lymphocytes qui empéchent les cellules T d’exercer leurs fonctions.
Selon les anticorps utilisés, certains inhibent tous les lymphocytes, par exemple un anti-
CD3, ou seulement les lymphocytes T activés, tel un anti-récepteur de I’IL-2 (CD25). Les
corticostéroides sont des anti-inflammatoires non spécifiques qui sont également utilisés.
Les inhibiteurs de la calcineurine, dont la cyclosporine, empéchent la transcription du
gene de I'IL-2, donc la production de cette cytokine qui est trés importante dans
I’induction d’une réponse immunitaire. D’autres immunosuppresseurs, beaucoup moins
spécifiques, sont des agents qui vont empécher la prolifération des cellules, mais de toutes
les cellules et non seulement des cellules T. Il existe également plusieurs nouveaux
immunosuppresseurs, dont plusieurs sont rendus aux essais cliniques, qui tentent
d’inhiber de nouvelles voies dans la réponse immunitaire. Parmi ces
immunosuppresseurs, certains empéchent la liaison TCR-CMH (CD4), la costimulation
par les cellules T (CTLA4-Ig, CD154), I’adhésion des cellules T (LFA1, ICAM-1) ou
Pinteraction des molécules accessoires (CD2, CD45, LFA3). Tous ces médicaments
tentent d’inhiber la réponse immunitaire dirigée contre le greffon. Cependant, le probléme
majeur avec tous ces immunosuppresseurs demeure la diminution générale non spécifique

du systtme immunitaire. Les patients prenant des immunosuppresseurs sur une longue



période sont plus vulnérables aux infections virales opportunistes et au développement de
tumeurs (Hojo ez al., 1999). De plus, beaucoup d’immunosuppresseurs entrainent une
toxicité pour certains tissus dont les reins, le foie, le pancréas et le systéme nerveux
(Dantal et al., 1998; Sayegh et al., 1998). Ainsi, I’étude des mécanismes entrainant le
rejet de greffe et le développement de médicaments qui ciblent spécifiquement les

cellules T alloréactives sont trés importants.

2. EFFECTEURS IMPLIQUES DANS LE REJET DE GREFFE :CPA ET
CELLULES T

Les cellules présentatrices d’antigénes (CPA), surtout les cellules dendritiques,
jouent un rdle crucial dans le rejet de greffe. Les CPA sont des cellules spécialisées dans
la capture d’antigenes, la dégradation et la présentation de ces peptides en association
avec une molécule du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH). Les CPA, grace a
leur grande expression de molécules de costimulation et de molécules du CMH activent
les cellules T pour induire une réponse immunitaire. Les CPA du receveur et surtout du
donneur contribuent a initier le rejet de greffe. Suite a la greffe, les CPA du donneur
migrent vers les organes lymphoides secondaires ou elles activent les cellules T
alloréactives et initient le rejet de greffe. Les CPA du receveur captent des alloantigénes
du greffon, les dégradent et les présentent aux cellules T en association avec les
molécules du CMH. L’état d’activation de la CPA, soit la présence ou non de molécules
de costimulation, semble étre un facteur important pour certains types de greffes. Ainsi, le
bloquage des molécules de costimulation CD80 et CD86 induit une survie prolongée
d’une greffe de cceur, mais pas d’une greffe de peau (Pearson et al., 1994; Lin et al.,
1998; Szot et al., 2000). Les CPA sont donc des cellules spécialisées dans 'activation des
cellules T par la présentation de peptides en association avec des molécules du CMH a

leur surface et ’expression de molécules de costimulation.

2.1 Les molécules du CMH de classe |

Les molécules du CMH sont hautement polymorphiques et sont divisés en 2

grandes classes, les molécules du CMH de classe I et de classe 1. Les molécules du CMH



sont responsables de la présentation des peptides endogénes et exogenes de la cellule. Ils
Jouent un réle primordial dans la réponse immunitaire puisqu’ils permettent 1’activation
spécifique des cellules T. Les molécules du CMH de classe I sont codées par les génes
HLA-A, HLA-B et HLA-C chez ’humain et H-2K, H-2D et H-2L chez la souris. Les
molécules de CMH de classe I sont des hétérodiméres composés de deux chaines, soit une
chaine lourde, a, et une chaine légére, la B,-microglobuline. Les molécules du CMH 1
sont exprimés a la surface de toutes les cellules nucléées de I’organisme et présentent des
peptides endogénes dégradés par la cellule aux cellules T CD8". Ces peptides proviennent
de protéines du soi dégradées par la cellule ou de protéines bactériennes ou virales si la
cellule est infectée. Ainsi, la reconnaissance des complexes CMH Upeptides par les
cellules T CD8" est importante pour la surveillance immunitaire contre les infections

virales, bactériennes et contre le développement de tumeurs.

2.2 Les molécules du CMH de classe 11

Les molécules du CMH de classe II sont codées par les génes HLA-DR, HLA-DP
et HLA-DQ chez I’humain et I-E et I-A chez la souris. Ils sont également des
hétérodimeres composés de deux chaines, une chaine o et une chaine p. Contrairement
aux molécules du CMH de classe I, les molécules du CMH de classe 11 sont exprimées
seulement sur les CPA professionnelles, c’est-a-dire les cellules dendritiques, les
lymphocytes B et les monocytes-macrophages. Cependant, les cellules épithéliales et
endothéliales peuvent également exprimer des molécules du CMH Il en présence de
cytokines inflammatoires (Nickoloff et al., 1994; Lohse et al., 1996). Les molécules du
CMH 1I présentent des peptides exogenes captés et dégradés par la cellule. Les peptides
présentés peuvent provenir de pathogénes ou de produits de pathogénes qui lorsque
reconnu par les cellules T CD4" déclenchent une réponse immunitaire spécifique contre
cet antigene. Lors de situation inflammatoire ou il y a sécrétions de cytokines, notamment
Iinterféron vy, il y a augmentation de I’expression des molécules du CMH 1I a la surface

des cellules permettant ainsi une plus grande présentation de peptides.



2.3 Les cellules T

Méme si beaucoup de cellules sont impliquées dans le rejet de greffes, les cellules
T sont les seules cellules absolument requises et cela méme si on retrouve des cellules
NK, des macrophages, des cellules B, des neutrophiles et des éosinophiles infiltrés dans le
greffon (Ascher et al., 1984; Krensky ef al., 1990). Les lymphocytes T sont des cellules
spécialisées dans la réponse immunitaire acquise qui possédent un récepteur (TCR)
specifique pour quelques peptides. Le TCR doit absolument reconnaitre un peptide
présenté par une CPA en association avec une molécule du CMH. Ii existe deux types de
lymphocytes T selon les chaines qui composent le TCR, soit op et y5. Les lymphocytes T
o représentent la majorité des cellules T et sont divisés en 2 classes selon le corécepteur
présent, les CD4" et les CD8". Les cellules T CD4" auxiliaires interagissent avec les
molécules du CMH 1I et produisent des cytokines pour activer les cellules T CD8*
cytotoxiques et les autres cellules du systéme immunitaire. Les cellules T CD8" exercent
leurs effets cytotoxiques en sécrétant des perforines et des granzymes qui entrainent la
lyse de la cellule. Les cellules T CD8" peuvent également entrainer I’apoptose de la
cellule, car elles expriment CD95L (Fas Ligand) a leur surface (Zavazava et al., 2000). Le
role des cellules T CD4" et CD8" dans le rejet de greffe semblent varier selon les tissus.
Ainsi, les cellules T CD4" seules sont capables d’entrainer le rejet de greffes de peau et de
ceeur, mais les celluless T CD8" sont nécessaires pour entrainer le rejet d’ilots
pancréatiques (Rosenberg et al., 1987; Wolf et al., 1995). Donc, les cellules T CD4" sont
requises pour initier le rejet de greffes, quoique certaines études suggérent que les cellules

T CD8* peuvent également déclencher le rejet (Auchincloss et al., 1993; Newell et al.,
1997).

3. ALLOREACTIVITE

L’alloréactivité est défini par la reconnaissance par les cellules T de régions

polymorphiques codées génétiquement entre individu membre de la méme espece



(Rogers ez al., 2001). Les principales cibles sont les molécules du CMH présents a la
surface des cellules du donneur. Cependant, d’autres cibles nommées antigénes mineurs
d’histocompatibilité peuvent entrainer un rejet de greffe. Ces antigénes sont dérivés de
protéines du soi venant de régions polymorphiques autres que les molécules du CMH. 11
existe deux voies d’alloréactivité, la voie directe et la voie indirecte (Lechler et al., 1982).
La voie directe implique une reconnaissance par les cellules T alloréactives du receveur
des molécules du CMH intactes 4 la surface des CPA du donneur. Cette voie serait
responsable de P’initiation du rejet de greffe et plus particuliérement, du rejet de greffe
aigu (Wecker et al., 1992; Bradley, 1996). La voie indirecte implique la reconnaissance
par les cellules T du receveur des antigénes du non soi pris en charge par les CPA du
receveur et présentés a la surface par les molécules du CMH. La voie indirecte serait
plut6t responsable du rejet de greffe chronique (Vella et al., 1997; Waaga et al., 1998;
Ardehali et al., 2002). Le rejet de greffe aigu est une réaction inflammatoire contre
’organe et survient dans les semaines suivant la greffe. Ce type de rejet est caractérisé par
une infiltration de cellules, notamment les macrophages, les cellules dendritiques et les
lymphocytes T. Quant au rejet de greffe chronique, il survient des mois et des années
aprés la greffe et résulte en une détérioration progressive du greffon, surtout caractérisé
par une artériosclérose et une fibrose, sans infiltration importante de cellules. Ainsi, le

rejet de greffe chronique implique peu la réponse inflammatoire.

3.1 Alloréactivité directe

La voie directe d’alloréactivité implique la reconnaissance par une cellule T d’un
complexe peptide CMH du non soi. Cette voie est unique 2 la transplantation et il a été
démontré que la voie directe était responsable de Iinitiation du rejet de greffe. La
fréquence de cellules T alloréactives dans la voie directe se situe entre 1 4 10% des
cellules T totales. Cette fréquence est élevée en comparaison des fréquences de
precurseurs impliqués dans des réponses spécifiques contre des pathogénes. Lors de leur
maturation, les cellules T sont soumises a la sélection positive et négative afin d’obtenir
un répertoire de cellules T interagissant spécifiquement avec les molécules du CMH du

soi. Ainsi, deux hypothéses ont été émises pour expliquer la fréquence élevée de cellules



T alloréactives, c’est-a-dire des cellules T interagissant avec les molécules du CMH du
non soi (Rogers et al., 2001). La premiére, le modéle de la haute densité des déterminants,
propose que les cellules T reconnaissent les régions polymorphiques des molécules du
CMH peu importe le peptide li¢ & la molécule (Bevan, 1984). Ainsi, toutes les molécules
du CMH sur une méme CPA seraient des ligands potentiels. Cette trés forte densité de
ligands permettrait d’activer une variété¢ de clones de cellules T ayant une affinité
moindre. L’autre hypothése, le modele de complexes binaires, propose que le peptide
joue un réle important (Matzinger et al., 1977). Comme les molécules du CMH peuvent
présenter plusieurs peptides différents, une grande variété de cellules T pourraient étre
activées. Cependant, il ne semble pas y avoir d’exclusion mutuelle entre les deux modéles
et les deux contribueraient a expliquer la grande proportion de cellules T alloréactives
(Bradley, 1996).

Les cellules dendritiques interstitielles du greffon seraient le principal stimulus du
rejet par la voie directe, étant donné la forte expression de molécules de costimulation et
de molécules du CMH II (Setum et al., 1990; Krasinskas et al., 2000). Ainsi, il a été
démontré que les cellules de Langerhans migrent rapidement du greffon vers les organes
lymphoides secondaires lors de greffe de peau (Larsen et al., 1990; Richters et al., 1999).
De plus, il a été démontré que la destruction des CPA de I’organe avant la greffe
permettait d’augmenter la durée de survie du greffon. La voie d’alloréactivité directe a de
I’importance dans les jours suivants la greffe étant donné la présence de CPA du donneur
pouvant migrer dans les organes lymphoides secondaires. Ensuite, lorsque toutes les CPA
du donneur ont été éliminées et remplacées par des CPA du reveceur, cette voie aurait

moins d’implication dans le rejet de greffe.

3.2 Alloréactivité indirecte

La voie d’alloréactivité directe a longtemps été considérée comme la seule voie
responsable du rejet de greffe. Cependant, la voie indirecte joue également un réle
primordial puisqu’elle serait responsable du rejet de greffe chronique. Théoriquement,

c’est la seule voie qui persisterait avec le temps, puisque les CPA du donneur sont



remplacées par les CPA du receveur dans le greffon, empéchant la reconnaissance par la
voie directe. Cette voie représente la voie classique de présentation des antigeénes, ol une
cellule T reconnait un peptide li¢ & une molécule du CMH du soi qui a été capté et
dégradé par la CPA. Les cellules T intervenant dans la voie indirecte vont réagir
spécifiquement contre quelques déterminants immunodominants (Benichou et al., 1994).
Le nombre de cellules T intervenant dans cette voie serait 100 fois moindre que dans la

voie directe (Liu et al., 1993).
4. CELLULES DENDRITIQUES

Les cellules dendritiques sont les cellules présentatrices par excellence de
I’organisme. Elles sont distribuées dans tous les tissus de I’organisme et jouent un réle
primordial dans D’initiation de la réponse immunitaire innée et adaptative. 11 a été
démontré que les cellules dendritiques s’accumulent rapidement aux sites inflammatoires
en réponse aux cytokines sécrétées (Banchereau et al., 2000). De plus, outre leur réle
dans le déclenchement d’une réponse immunitaire, les cellules dendritiques sont
responsables de maintenir la tolérance périphérique aux antigénes du soi (Coates et al.,
2002; Morelli et al., 2003). Chez la souris, comme chez I’humain, on retrouve plusieurs
types de cellules dendritiques qui auraient tous un role différent a jouer dans I’induction
de la réponse immunitaire ou le maintien de la tolérance périphérique (Banchereau et al.,
2000; Coates et al., 2002; Shortman et al., 2002; Ardavin, 2003; Morelli et al., 2003).
Cependant, les types de cellules dendritiques et leurs roles exacts dans le systéme
immunitaire demeure ambigu. Tout d'abord, on pourrait distinguer 2 grandes classes de
cellules dendritiques selon leur origine myéloide ou lymphoide. En général, les cellules
dendritiques myéloides expriment les marqueurs CD11b et CD11c et n’expriment pas le
CDS8. Quant aux cellules dendritiques lymphoides, elles expriment le CD11c et le CDS,
mais n’expriment pas CD11b. Cependant, il a ét¢é démontré que des progéniteurs
communs myéloides et lymphoides peuvent se différencier en cellules dendritiques CD8
et CD8" (Traver et al., 2000). Ainsi, la classification des cellules dendritiques myéloides
et lymphoides par le marqueur CD8 ne semble pas étre adéquate et les cellules CD8" et

CD8 pourraient provenir de deux voies de différenciation distinctes. Les cellules



dendritiques CD8" peuvent également étre séparées en 2 autres groupes, soit les CD§’
CD4 et les CD8'CD4", quoique la classification selon I’expression du CD4 par les
cellules dendritiques demeure controversée. Les cellules dendritiques CD8'CD4" et CD§"
CD4" pourraient étre des types de cellules différentes ou bien représenter les mémes
cellules dendritiques ayant un niveau de différenciation ou d’activation différent (Martin
et al., 2000; Kamath et al., 2002). Il semblerait que chaque type de cellules dendritiques
auraient des fonctions différentes, certaines seraient responsables de la tolérance et
d’autres seraient de puissantes CPA immunostimulatrices. Ainsi, les cellules dendritiques
CD8" seraient de moins bonnes cellules stimulatrices des cellules T CD4* et CD8"
comparativement aux cellules CD8 ce qui suggérent un rdle dans la tolérance
périphérique (Coates ef al., 2002). Les cellules CD8" CD11b™ entraineraient la sécrétion
de cytokines Th1 tandis que les cellules CD8'CD11b" stimuleraient une réponse Th2
(Maldonado-Lopez et al., 1999). 1l a été démontré que les cellules dendritiques CD8"
étaient plus efficaces pour effectuer de la présentation croisée avec les molécules du
CMH 1 tandis que les cellules dendritiques CD8 étaient plus efficaces pour la

présentation restreint aux molécules du CMH II (Den Haan et al., 2000).

De plus, il existe des cellules dendritiques retrouvées spécifiquement dans la peau,
les cellules de Langerhans (Romani et al., 2003). Ces cellules expriment le CD11b et un
haut niveau de Langerin. Puisqu’elles sont CD11b"CD8", les cellules de Langerhans
seraient d’origine myéloide. Cependant, comme les cellules de Langerhans peuvent
exprimer le CD8 suite a leur maturation, une origine lymphoide a été proposée (Anjuere
et al., 2000). Cependant, il a ét¢ démontré que des souris n’exprimant pas le géne Ikaros,
ne possedent pas de cellules dendritiques lymphoides, mais possédent des cellules de
Langerhans (Wu et al., 1997). Les données convergent donc vers une origine myéloide
des cellules de Langerhans. Les cellules de Langerhans seraient impliquées dans
Pinitiation de la réponse immunitaire par la capture d’antigénes, puis la migration vers les
organes lymphoides secondaires. Elles joueraient également un réle tolérogénique en

présentant des antigénes en absence d’inflammation.
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Finalement, un type de cellules dendritiques exprimant le marqueur B220 a été
caractérisé, les cellules dendritiques plasmacytoides (Asselin-Paturel et al, 2001;
Nakano, H. et al., 2001; Hochrein et al., 2002). Ces cellules sont surtout caractérisées par
leur potentiel & produire une grande quantité d’IFN-a suite 4 1’infection d’un virus. Ces
cellules seraient également impliquées dans le maintien de la tolérance en induisant la
différenciation de cellules T régulatrices (Martin et al., 2002). Plusieurs autres types de
cellules dendritiques sont également retrouvées chez la souris. Par exemple, certaines
cellules dendritiques exprimant des niveaux intermédiaires de CD8 sont retrouvées dans
les ganglions lymphatiques (Ardavin, 2003). Cependant, ces cellules dendritiques ne
représentent peut-étre pas un type de cellules dendritiques spécifiques, mais des cellules
dendritiques situées en périphérie ayant migrées dans les ganglions lymphatiques et ayant
modulées 1’expression de certains marqueurs. Donc, le role de chaque type de cellules
n’est pas encore trés bien défini et 1’état, immature ou mature des cellules dendritiques,
pourrait €tre responsable de la tolérance ou de la stimulation du systéme immunitaire
plut6t que le type de cellules dendritiques. Beaucoup de recherches reste & faire pour bien
distinguer les types de cellules dendritiques et leurs roles exacts dans 1’induction de la

réponse immunitaire et le maintien de la tolérance périphérique.

4.1 Cellules dendritiques immatures

Les cellules dendritiques sont retrouvées sous deux états, immatures et matures.
Les cellules dendritiques immatures sont localisées principalement dans les tissus
périphériques et possédent une grande capacité de phagocytose afin de capter tous les
antigénes du milieu. Elles captent des antigénes par 3 voies différentes, soit par
phagocytose, par macropinocytose ou par endocytose avec des récepteurs spécifiques
(Banchereau ez al., 1998). Les cellules dendritiques immatures sont caractérisées par une
faible expression de molécules du CMH 11 4 leur surface, mais a un niveau plus élevé que
les cellules B ou les macrophages, ainsi qu’une faible expression des molécules de
costimulation CD40, CD80 et CD86. Elles possédent une grande proportion de vésicule
MIIC contenant des molécules du CMH II prét a étre exprimées & la surface de la cellule.

Méme si elles sont localisées principalement dans les tissus périphériques, il a été
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démontré qu’il y avait continuellement un flux basal de migration des cellules
dendritiques immatures vers les organes lymphoides secondaires (Hirao et al., 2000). Les
cellules dendritiques immatures ont un réle important & jouer dans le maintien de la
tolérance périphérique. Cette fonction s’exercerait par la phagocytose de corps
apoptotiques dans les tissus sains. Ainsi, les cellules dendritiques immatures présentant
des antigénes du soi provenant des corps apoptotiques aux cellules T dans les ganglions
lymphatiques pourraient induire une tolérance au soi (Huang, F. P. et al., 2000; Coates et
al., 2002).

4.2 Cellules dendritiques matures

Les cellules dendritiques immatures deviennent des cellules dendritiques matures
suite au relargage de médiateur local dans leur environnement et la capture d’antigénes.
Elles sont localisées surtout au niveau des zones riches en cellules T dans les organes
lymphoides secondaires ou elles présentent des antigénes captés en périphérie. La
fonction premicre des cellules dendritiques matures seraient de présenter les rares
antigenes présents en périphérie aux cellules T naives dans les organes lymphoides (Dieu-
Nosjean et al., 1999). Les cellules dendritiques immatures deviennent matures suite a la
liaison de certaines molécules a des récepteurs spécifiques présents a la surface des
cellules dendritiques. Parmi ces récepteurs qui entrainent la maturation des cellules
dendritiques, notons les Toll-like receptors qui reconnaissent des molécules reliées aux
pathogénes comme le LPS, les motifs CpG et I’ARN double brin; les récepteurs des
cytokines comme le TNF-a, IL-1f, IFN-a, GM-CSF et le PGE-2; les récepteurs de la
famille des TNF-receptor (TNF-R); les récepteurs FcR et les récepteurs de mort cellulaire
(Guermonprez et al., 2002). Les cellules dendritiques matures régulent a la baisse certains
récepteurs de chimiokines, dont CCR5 et CCR6 et régulent a la hausse d’autres récepteurs
dont CCR7 (Dieu et al., 1998; Yanagihara et al., 1998; Dieu-Nosjean et al., 1999). Cette
modulation entraine une insensibilité aux chimiokines présents aux sites inflammatoires,
surtout CCL20, et une réponse aux chimiokines présents dans les organes lymphoides
secondaires et les vaisseaux lymphatiques, tel CCL19 et CCL21, entrainant la migration

des cellules dendritiques matures vers les organes lymphoides secondaires. Il a été
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démontré que la migration des cellules dendritiques de la périphérie aux organes
lymphoides secondaires est régulée par I’interaction CD40-CD40L. Ainsi, les cellules de
Langerhans de souris déficientes pour CD40L ne peuvent pas migrer de la peau vers les
organes lymphoides (Moodycliffe et al, 2000). Les cellules dendritiques matures
perdrent leur grande capacité de phagocytose, réorganisent leurs cytosquelettes et
acquiérent une grande motilité (Winzler es al., 1997). Elles expriment fortement des
molécules de costimulation CD40, CD80, CD86 et des molécules du CMH de classe II
rendant les cellules dendritiques matures de trés bonnes cellules activatrices des cellules T
naives CD4" et CD8". Une seule cellule dendritique peut activer entre 100 et 3000
cellules T. Par conséquent, les cellules dendritiques matures sont les déclencheurs de la

réponse immunitaire (Banchereau et al., 1998).
4.3 Cellules dendritiques et transplantation

Les cellules dendritiques jouent un réle important lors du rejet de greffe. Les
cellules dendritiques du donneur sont responsables du rejet de greffe par la voie directe
tandis que les cellules dendritiques du receveur sont impliquées dans la voie indirecte. Par
conséquent, les cellules dendritiques sont des cibles de choix pour de nouvelles thérapies
en transplantation. L’injection de cellules dendritiques tolérogéniques avant la greffe
pourrait augmenter la survie du greffon en induisant I’apoptose ou I’anergie des cellules T
specifiques a ’antigéne ou en générant des cellules T régulatrices (Jonuleit ef al., 2000).
Pour obtenir des cellules dendritiques tolérogéniques, donc immatures, plusieurs
méthodes peuvent étre employées (figure 1). Tout d’abord, certaines méthodes de culture
permettent de générer des cellules dendritiques immatures résistantes a la maturation par
le TNF-a, le LPS ou un anti-CD40. L’injection de ces cellules dendritiques immatures du
donneur avant la greffe pourraient promouvoir la survie de la greffe et induire la tolérance
(Rastellini ef al., 1995; Fu et al., 1996). 11 a été démontré que des cellules dendritiques
cultivées avec de faible quantité de GM-CSF étaient résistantes a la maturation et que ces
cellules injectées & une souris 7 jours avant la greffe prolongent indéfiniment la greffe
(Lutz et al., 2000). De méme, plusieurs équipes ont démontré que différents types de

cellules dendritiques du donneur injectées avant la greffe étaient capables d’augmenter la
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survie de la greffe. Ceci a été démontré avec des cellules dendritiques provenant de la rate
et cuitivées toute la nuit (Peugh et al., 1987), avec des cellules dendritiques myéloides
genérées a partir de la moelle osseuse (Rastellini ef al., 1995; Fu et al., 1996), avec des
cellules dendritiques plasmacytoides B220" générées & partir du foie (Lu ef al., 2001) et
également avec des cellules dendritiques immatures et matures CD8" isolées de la rate
(O'connell et al., 2002).

Ensuite, tous les composés pharmacologiques qui empéchent la maturation des
cellules dendritiques peuvent étre utilisés afin d’obtenir des cellules dendritiques
immatures. Il a ét¢ démontré que la maturation des cellules dendritiques était dépendante
de la translocation nucléaire de NF-kB (Morelli et al., 2000). Par conséquent, tous les
composés agissant spécifiquement sur la translocation de NF-xB pourraient augmenter les
chances de survie du greffon. Il a été démontré que de courts oligodéoxynucléotides
possédant des séquences consensus se liant & NF-kB inhibait 1’expression de molécules
de costimulation a la surface des cellules dendritiques. L’injection 7 jours avant la greffe
de cellules dendritiques du donneur traitées avec ces courts oligodéoxynucléotides
prolonge la survie de greffe de ceeur chez la souris (Giannoukakis et al., 2000). Plusieurs
autres immunosuppresseurs exercent leurs effets en empéchant la translocation nucléaire
de membres de la famille des facteurs de transcription de NF-kB, inhibant la maturation

des cellules dendritiques (figurel).

Finalement, I’utilisation de cellules dendritiques génétiquement modifiées pour
exprimer différentes molécules inhibitrices a aussi permis de prolonger certaines greffes
(Takayama et al., 1998; Lu et al., 1999a; Lu et al., 1999b; Matsue et al., 2001). Parmi ces
molécules inhibitrices ayant été utilisées, notons I'IL-10 qui module a4 la baisse
’expression des molécules du CMH 1I et des molécules de costimulation CD40, CD80,
CD86 et inhibe la production de cytokine pro-inflammatoire comme IL-12; CTLA4Ig qui
est un homologue du récepteur CD28, donc inhibe 1’activation des cellules T en
empéchant la liaison B7-CD28; FasL qui entraine I’apoptose des cellules T spécifiques de

cet antigene; TGF-B qui est une puissante cytokine immunosuppressive qui désactive les
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Figure 1. Différentes approches pour générer des cellules dendritiques
tolérogéniques.
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macrophages, inhibe la prolifération des cellules B et T et inhibe la présentation
d’alloantigenes par les CPA, incluant les cellules dendritiques. Toutes ces stratégies pour
obtenir des cellules dendritiques tolérogéniques n’ont qu’un but, augmenter la survie de la

greffe.

4.4 Culture des cellules dendritiques

Les cellules dendritiques jouent un rdle clé dans la réponse immunitaire.
Cependant, comme elles sont peu nombreuses et dispersées dans tout ’organisme,
plusieurs techniques ont été mise au point pour cultiver et isoler in vitro des cellules
dendritiques afin de mieux comprendre le réle de ces cellules in vivo et de développer des
thérapies avec les cellules dendritiques. 11 est possible d’obtenir de grandes quantités de
cellules dendritiques a partir de la moelle osseuse de souris (Inaba et al., 1992a;
Yamaguchi ez al., 1997; Lutz et al., 1999). Ainsi, en ajoutant du GM-CSF et de I’'TL-4 aux
cellules de la moelle osseuse pendant une période de 6-10 jours, il est possible de
différencier les précurseurs en cellules dendritiques immatures. L’ajout de LPS, de TNF-
a ou d’anticorps anti-CD40 dans les derniéres heures permet d’obtenir une population de
cellules dendritiques matures. 11 est également possible d’isoler des cellules dendritiques
de presque tous les tissus, mais en quantité moindre que la différenciation & partir de
precurseur de la moelle osseuse (Inaba et al., 1992 b; Lu et al., 1994). De plus, I’injection
de certains composés permet d’augmenter le nombre de cellules dendritiques dans
Iorganisme. 1l a ét¢ démontré que FIt3 ligand (FIt3-L) et le GM-CSF augmentent la
quantité de cellules dendritiques chez la souris. Plus spécifiquement, I’injection de Flt3-L
augmente la quantité de cellules dendritiques lymphoides et myéloides tandis que le GM-
CSF augmente plut6t la population de cellules dendritiques myéloides (Maraskovsky et
al., 1996; Pulendran et al., 1997; Pulendran et al., 1999). Toutes ces méthodes de culture
et d’isolement permettent de mieux caractériser les populations de cellules dendritiques et

de mieux comprendre peu  peu la fonction de chaque type de cellules dendritiques.
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4.5 Transfection de cellules dendritiques

Etant donné leur grand potentiel stimulateur et leur propriété tolérogénique, les
cellules dendritiques semblent étre de bons outils thérapeutiques. Ainsi, différentes
méthodes ont €té mis au point pour modifier génétiquement des cellules dendritiques afin
d’exprimer une protéine d’intérét pour, entre autres, générer des cellules dendritiques
tolérogéniques utiles en transplantation. Les différents agents liposomaux ne sont pas trés
efficaces pour transfecter les cellules dendritiques puisque seulement 10-20 %, au plus
50% des cellules dendritiques vont acquérir le plasmide d’intérét (Yang, S. ef al., 1999;
Min et al, 2000; Rughetti et al, 2000). Ainsi, plusieurs équipes ont eu recours a
différents types de virus, plus spécifiquement les rétrovirus ou les adénovirus, pour
transfecter des cellules dendritiques. L’utilisation de rétrovirus, mais surtout d’adénovirus
a donné de meilleurs résultats (Aicher et al., 1997; Specht et al., 1997). En infectant avec
un adeénovirus recombinant a4 une MOI entre 50 et 100, il est possible d’obtenir plus de
80% de cellules transfectées. Cependant, le probléme majeur avec 1’adénovirus semble
étre la maturation des cellules dendritiques suite & ’infection. Plusieurs équipes ont
démontré que I’infection par ’adénovirus entrainait effectivement la maturation des
cellules dendritiques tandis que d’autre équipes ont démontré que 1’adénovirus était un
moyen efficace et non perturbant de transfecter des cellules dendritiques (Rea et al.,
1999; Tillman et al., 1999; Zhong et al., 1999; Morelli et al., 2000). Quoiqu’il en soit,
certaines équipes ont démontré qu’il était possible d’infecter les cellules dendritiques
avec un vecteur adénovirus exprimant le TGF-B afin d’empécher la maturation des
cellules dendritiques (Lee et al, 1998). L’utilisation de cellules infectées avec
I’adénovirus induit également une réponse cytotoxique chez I’hdte empéchant ainsi une 2°
réadministration de cellules infectées. Cette réponse est dirigée spécifiquement contre les
antigenes de 1’adénovirus qui sont exprimés par les cellules dendritiques infectées. Quant
aux rétrovirus, le probléme majeur consiste en 1’insertion de I’ADN du virus dans le
génome de la cellule pouvant ainsi altérer les fonctions de la cellule dendritique. De plus,
le rétrovirus, contrairement & 1’adénovirus, doit infecter des cellules en division, rendant

les cellules dendritiques matures de mauvaises candidates pour ces virus. Le rendement
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avec le rétrovirus est également plus faible que 1’adénovirus, soit un maximum d’environ
60% de cellules transfectées (Takayama et al., 2002).

5. LIGAND PEPTIDIQUE MODIFIE (APL)

Les cellules T reconnaissent via leurs TCR un peptide lié 4 une molécule du CMH
a la surface d’une CPA. Les cellules T CD8" reconnaissent les peptides liés aux
molécules du CMH de classe I tandis que les cellules T CD4" reconnaissent les peptides
liés aux molécules du CMH de classe II. Etant donné la liaison du peptide au CMH, la
reconnaissance spécifique du TCR va étre conférée par seulement quelques résidus du
peptide. Parmi ces résidus, certains sont nommés résidus primaires et d’autres résidus
secondaires (Kersh, G. J. et al., 1996a; Kersh, G. J. et al., 1996b). Les résidus primaires
sont les résidus que les cellules T reconnaissant le méme antigéne vont tous reconnaitre et
sont les résidus les plus importants. Une substitution de ces résidus empéche
généralement toute signalisation par le TCR. Les résidus secondaires sont les autres
résidus, unique pour chaque TCR, jouant un réle moins important dans I’interaction TCR-
peptide. Une substitution & ces résidus va affecter le signal de la cellule T. Lorsqu’une
cellule T interagit avec un complexe CMH/peptide via son TCR, il faut absolument un 2°
signal provenant des molécules de costimulation pour que la cellule T soit activée. Ainsi,
quand il y a présence des deux signaux, la cellule T va sécréter une cytokine trés
importante dans le déclenchement de la réponse immunitaire, 1’IL-2. Cette cytokine va
entrainer la prolifération des cellules T, I’expansion clonale des cellules et la production

d’autres cytokines et de médiateurs chimiques.

En général, les APLs (altered peptide ligand) sont définis comme un analogue du
peptide antigénique portant des substitutions aux résidus interagissant avec le TCR
(Kersh, G. J. et al., 1996a). Un APL va entrainer des réponses altérées de la cellule T au
lieu d’induire une réponse maximale comme lors de stimulation par un agoniste. Ainsi, un
APL peut étre un agoniste partiel, un antagoniste ou un peptide nul. Tout d’abord,
’agoniste partiel va entrainer seulement quelques réponses biologiques de la cellule T.
Ainsi, Evavold et collaborateurs ont démontré que la stimulation d’une cellule T par un

agoniste partiel entrainait la sécrétion d’IL-4 sans prolifération de la cellule T (Evavold et
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al., 1991). De plus, Pfeiffer et collaborateurs ont démontré qu’un agoniste partiel pouvait
changer le profil de cytokines sécrétés par la cellule T. Ainsi, selon le peptide lié a la
molécule du CMH 11, la cellule T acquiére un profil Thl ou Th2 (Pfeiffer et al., 1995).
Sloan-Lancaster et collaborateurs ont démontré que la stimulation d’une cellule T par
certains agonistes partiels rendait la cellule T anergique (Sloan-Lancaster et al., 1993). La
cellule T devient incapable de répondre & une stimulation subséquente par 1’agoniste. Les
APLs peuvent également étre des peptides antagonistes. L’antagonisme est défini comme
une inhibition spécifique de la réponse de la cellule T induite par I’agoniste lorsque les
deux peptides sont présentés simultanément. Cette inhibition est dépendante de la
concentration du peptide antagoniste. Ainsi, Windhagen et collaborateurs ont démontré
que la stimulation d’une cellule T par un antagoniste induisait la production de TGF-B au
lieu des cytokines IL-2, IL-4, IL-10 et IFNy (Windhagen et al., 1995). 11 a été démontré
que les peptides antagonistes pouvaient inhiber la production d’IL-2 et la prolifération de
cellule T CD4" (De Magistris et al., 1992; Evavold et al., 1994) ou inhiber la cytolyse de
cellules T CD8" (Jameson ef al., 1993). Finalement, les peptides nuls vont se lier a la

molécules du CMH, mais n’entraineront aucune réponse de la cellule T.

Ainsi, la cellule T est capable de discriminer une différence d’un acide aminé dans
le peptide lié a la molécule du CMH. Généralement, le TCR va reconnaitre des peptides
similaires, c’est-a-dire possédant plus ou moins les mémes résidus interagissant
spécifiquement avec le TCR. Néanmoins, ceci ne semble pas étre valide pour tous les
TCR, puisqu’il a ét¢ démontré que certains TCR peuvent reconnaitre deux peptides
totalement différents (Kersh, G. J. et al., 1996a). Ainsi, la reconnaissance par le TCR peut
étre extrémement spécifique, dans le cas ol le TCR reconnait quelques peptides bien
définis ou bien dégénérée, dans le cas ou le TCR reconnait une grande variété de
peptides. Cette particularit¢ du TCR permettrait au systéme immunitaire de générer une

réponse efficace contre tous les antigénes.

20



5.1 Peptides Antagonistes

Le mécanisme d’action des peptides antagonistes demeure encore aujourd’hui
obscur. Deux théories ont été émises pour expliquer le fonctionnement des peptides
antagonistes. La premiere, le modéle quantitatif ou passif, stipule que I’inhibition de
’activation de la cellule T se ferait par une compétition pour le TCR par le peptide
agoniste et antagoniste. La deuxiéme, le modele qualitatif ou actif, prétend que le peptide
antagoniste entraine un signal négatif & I’intérieur de la cellule T. Selon deux équipes,
(Daniels et al., 1999; Stotz et al., 1999) avec une cellule T CD8" possédant 2 TCR
distincts, il est impossible d’inhiber la réponse d’un TCR en présence d’un antagoniste

pour le 2° TCR et d’un agoniste pour le 1¢

TCR supportant la premiére théorie.
Cependant, deux autres équipes (Dittel ez al., 1999; Robertson et al., 1999) stipulent que
pour une cellule CD4" exprimant également 2 TCR distincts, la présence d’un antagoniste
pour un TCR peut inhiber I’activation induite par 1’agoniste présent pour 1’autre TCR.
Plus récemment, Yang et collaborateur ont démontré 1’antagonisme d’une cellule T CD4"
et également d’une cellule T CD8" possédant deux TCR distincts (Yang, W. et al., 2003).
Cependant, I’antagonisme de la cellule T CD8" est observé uniquement lorsque le
parametre mesuré est la prolifération des cellules T et non I’activité cytotoxique. Ces
résultats suggérent un mode d’action beaucoup plus complexe des peptides antagonistes
qui pourrait impliquer une combinaison de différents mécanismes. Pour appuyer la
théorie du modéle qualitatif, les peptides antagonistes entrainent un patron de
phosphorylation sur tyrosine des ITAMs de la chaine ¢ différents que lorsqu'un agoniste
stimule les cellules T (Kersh, E. N. et al, 1999). Ce patron de phosphorylation
empécherait le recrutement de Zap-70 et de la protéine LAT, donc la formation du
complexe de signalisation par le TCR et, par le fait méme, la cascade de signaux intra-
cellulaires (Sloan-Lancaster et al., 1996). Aussi, lorsque les TCR se lient 4 un peptide
antagoniste, il y a recrutement de la tyrosine phosphatase SHP-1 empéchant ainsi
Pactivation de la cellule T supportant la théorie du signal négatif (Stefanova et al., 2003).
De plus, lors de la stimulation avec un peptide antagoniste, il y a activation et recrutement

a la membrane de certaines protéines impliquées dans le réarrangement du cytosquelette,
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dont Rac-1, appuyant la théorie d’un signal différent a I’intérieur de la cellule (Huang, J.
et al., 2000). Quoiqu’il en soit, le débat demeure toujours et les 2 hypothéses pourraient

contribuer a expliquer le mode d’action des peptides antagonistes.

5.2 APLs naturels

Les APLs ne sont pas tous créés artificiellement et on retrouve, dans certaines
situations physiologiques, des peptides agissant comme peptides agonistes faibles ou
antagonistes pour la cellule T. Premiérement, certains pathogénes utilisent les APLs pour
inhiber spécifiquement la réponse des cellules T induites contre eux. Ainsi, il existe
différents variants mutants de la protéine Gag du VIH qui agissent comme peptides
antagonistes et empéchent la réponse des cellules T contre cet protéine, donc augmentent
la concentration du virus (Klenerman et al., 1994). De méme, durant I’infection par
différents virus, comme EBV (Khanna et al., 1996), VHB (Bertoletti et al., 1994), VHC
(Frasca et al., 1999), il y a présence d'analogues d'épitopes immunodominants sécrétés.
De plus, chez Plasmodium falciparum il est possible de détecter in vitro 2 variants de la
protéine circumsporozoite qui sont antagonistes 1’un pour 1’autre, et ce, méme s’ils sont
présentées sur des CPA différentes et & un ratio antagoniste/agoniste faible (Gilbert et al.,
1998). In vivo, le pourcentage d’enfants co-infectés par ces 2 variants est plus élevé que la
normale signifiant que ce pathogéne utiliserait ce moyen trés efficace pour inhiber

spécifiquement la réponse immunitaire de 1’hote.

Dans le thymus, lors du processus de maturation des cellules T, les peptides jouent
un role trés important puisqu’ils sont essentiels pour la sélection négative et positive.
Cependant, la nature des peptides requis et leurs réles exacts n’est pas encore bien définis.
Les APLs pourraient ainsi jouer un réle important puisqu’ils permettraient soit la
sélection positive ou négative. Certaines études prétendent que I’engagement du TCR
avec un peptide antagoniste serait un modéle de sélection positive puisque les peptides
antagonistes engagent le TCR avec une faible avidité (Hogquist ef al., 1994; Williams, O.
et al., 1997). Ainsi, Santori et collaborateur ont identifié¢ un peptide du soi qui induit la

sélection positive des cellules T et agit comme antagoniste sur la prolifération de cellules
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T matures (Santori et al., 2001). Cependant, si un agoniste ou un antagoniste soluble est
injecté intrapéritonéalement, seulement l'agoniste induit la sélection positive des cellules
T CD4" (Kraj et al., 2001). Selon certaines autres études, la présence in vivo d’un
antagoniste endogéne permettrait d’inhiber les cellules T en périphérie sans qu’il y ait
trop d’effets sur la sélection thymique. (Vidal et al., 1996; Basu et al., 1998; Williams, C.
B. et al., 1998). Yamashiro et collaborateur démontrent en utilisant des souris exprimant
des agonistes faibles que les cellules T réactives contre 1’agoniste deviennent anergiques
et sécretent du TGF-B lorsque stimulé par 1’agoniste (Yamashiro et al., 2002). Ainsi, la
sélection thymique serait affectée par des niveaux différents d’affinité des peptides
suggérant que les agonistes, les antagonistes et les agonistes faibles pourraient jouer un
role important et que ces peptides seraient également important en périphérie pour

moduler la réponse des cellules T.
5.3 Utilisation thérapeutique des APLs pour les maladies auto-immunes

La découverte d'APLs naturels a encouragé l'utilisation des peptides antagonistes
dans le but de traiter diverses pathologies. Ainsi, I'utilisation des peptides antagonistes
pour le traitement de l'encéphalite autoimmune expérimentale (EAE) a donné de bons
résultats chez les rongeurs. Karin et collaborateur ont réussi a prévenir la maladie en
injectant intrapéritonéalement un antagoniste de la MBP chez la souris (Karin et al.,
1994). Nicholson et collaborateur ont testé ’habileté du peptide L144/R147 qui est un
antagoniste de PLP(139-151) a prévenir I’EAE induite in vivo par d’autres antigénes de la
myéline, soit MOG(92-106) et la MBP (Nicholson et al., 1997). Ils ont démontré que la
maladie était retardée et moins grave dans les souris injectées avec le peptide antagoniste.
Donc, L144/R147 n’agirait pas seulement comme antagoniste du TCR mais également
par suppression «bystander», c’est-a-dire qu’il y aurait induction de cellules T effectrices
suppressives qui lorsque activées par 1’antigéne supprimerait la réponse des cellules T
induits par les autres antigénes. Alleva et collaborateur ont également démontré en
injectant chez des souris NOD, par voie sous-cutanée avant ou aprés le début de la
maladie, un APL (NBI-6024) qui induisait une réponse Th2 qui réagissait de fagon
croisée avec B(9-23) et diminuait I’incidence de la pathologie (Alleva ef al., 2002). B(9-
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23) est I’antigéne principal des cellules B des flots du pancréas responsable du diabéte.
Cependant, jusqu’a maintenant, les études cliniques réalisées chez les humains avec des
antagonistes de la MBP, qui pourrait étre responsable de 1a sclérose en plaque, ont donné
des résultats décevants. Les essais ont di étre arrétés avant la fin, car les patients ont
développé des réactions indésirables dont des réactions d’hypersensibilité (Bielekova et
al., 2000; Kappos et al., 2000).

5.4 Peptides antagonistes et transplantation

Mis a part les maladies auto-immunes, les peptides antagonistes pourraient étre
utilisés pour moduler la réponse immunitaire lors de transplantation. La réponse des
cellules T dans la voie indirecte est souvent dirigée contre des épitopes immunodominants
des HLA, ce qui facilite la conception de peptides antagonistes. Cette stratégie permettrait
d’inhiber spécifiquement les cellules T alloréactives au lieu d’inhiber tout le systéme
immunitaire. Ainsi, I’inhibition par des peptides antagonistes de clone de cellules T CD8*
alloréactives contre des molécules du HLA a été démontré (Burrows et al., 1999; Garcia-
Peydro et al., 2000). De méme, I’antagonisme de I’alloréactivité indirecte de clones de
cellules T CD4" a été démontré (Colovai et al., 1997; Suciu-Foca et al., 1998; Frasca et
al., 2000). Ceci confirme la faisabilité d’utiliser les peptides antagonistes pour moduler le
rejet de greffe, surtout par la voie indirecte sur laquelle les immunosuppresseurs semblent

avoir moins d’impact.
6. MODELE 2.102

I y a peu de modéles expérimentaux qui permettent 1’étude des voies
d’alloréactivité directe et indirecte dans le rejet de greffe. Le clone de cellule T CD4*
nomme 2.102 est un bon modéle étant donné la double spécificité de ce clone (figure 2).
Ainsi, la cellule T 2.102 reconnait le peptide immunodominant Hb(64-76) lorsque
présenté par la molécule du CMH Il I-E* (Evavold et al, 1992). Cet épitope
immunodominant correspond aux acides aminés 64 a 76 de I’alléle d mineur de la chaine

B ’hémoglobine de souris (HbB*™"™") (Lorenz ef al., 1988). Le clone 2.102 a été généré
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suite 4 I’immunisation de souris H-2* avec I’hémoglobine de souris. Ce clone de cellule T
est également alloréactif contre la molécule du CMH II I-EP (Daniel et al., 1998a). De
plus, une lignée de souris transgénique pour ce clone de cellule T 2.102 a été générée
(2.102Tg) (Grakoui et al., 1999).

Différents APLs ont déja été caractérisés pour le clone de celiule T 2.102 (figure
3) (Evavold et al.,, 1994). Ainsi, N73 et S69 sont définis comme étant des peptides
antagonistes, E72 et Q72 comme étant des peptides nuls. Daniel et al. ont démontré que
les peptides N73 et S69 pouvaient inhiber in vitro 1'alloréactivité des cellules T naives
2.102 et méme de lignées cellulaires Thl et Th2 (Daniel et al., 1998a). Pour réaliser les
essais d’antagonismes, des lymphomes B ont été utilisé comme CPA. Etant donné
I’implication importante des cellules dendritiques dans le rejet de greffe, des essais
d’antagonismes avec des cellules dendritiques générées a partir de la moelle osseuse de
souris comme CPA permettraient d’envisager 1’éventualité d’utiliser des peptides

antagonistes pour moduler le rejet de greffe in vivo.
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Figure 2 : Double spécificité du clone de cellule T 2.102.



Peptides Séquences
Hb(64-76) GKKVITAFNEGLK

N73 GKKVITAFNNGLK
S69 GKKVISAFNEGLK
E72 GKKVITAFEEGLK
Q72 GKKVITAFQEGLK

Figure 3 : Différents APLs du modele 2.102

Activité

Agoniste
Antagoniste
Antagoniste
Nulle

Nulle



APPROCHE EXPERIMENTALE



1. SOURIS

Les souris transgéniques pour le TCR 2.102 (2.102Tg) ont été décrites auparavant
(Grakoui et al., 1999). Les souris B6.AKR, B10.P et 2.102Tg ont généreusement été
fournies par le Dr. Paul Allen (Washington University, St-Louis), mais ont été croisées et
maintenues au Centre de biologie expérimentale de I’INRS-Institut Armand-Frappier. Les
lignées B6.AKR et B10.P ont été croisées pour obtenir la lignée de souris (B6.AKR x
B10.P)F,.

2. PEPTIDES

Les peptides ont été synthétisés et purifiés a4 I’Institut de Recherche en
Biotechnologie (IRB, Montréal, CA). Les peptides utilisés et leurs séquences sont Hb(64-
76), GKKVITAFNEGLK : E72, GKKVITAFEEGLK : Q72, GKKVITAFQEGLK : N73,
GKKVITAFNNGLK : S69, GKKVISAFNEGLK.

3. CELLULES
3.1 Lignées cellulaires

Différentes lignées cellulaires ont été utilisées lors de cette étude. Tout d’abord, le
lymphome B d’origine murine CH27 et la lignée épithéliale COS-7 ont été utilisées
comme CPA dans des tests de présentation d’antigénes. L’hybridome T 2.102 (don du Dr.
Paul Allen, Washington University, St-Louis) a été utilisé lors de tests d’agonistes et
d’antagonistes. La lignée cellulaire CHO-E* qui exprime des molécules du CMH 11 I-E* a
été utilisé pour des tests d’infections avec des adénovirus recombinants (Daniel et al.,
1998b). Le surnageant des P815-IL4 (don du Dr. Paul Allen), une lignée cellulaire
transfectée avec le géne de I'IL-4 et qui sécréte cette cytokine, a été utilisé pour la
génération des cellules dendritiques a partir de précurseur de la moelle osseuse de souris.

La lignée cellulaire dépendante d’IL-2, CTLL-2 a été utilisée pour évaluer la quantité
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d’IL-2 produite dans des tests de présentation d’antigénes et d’antagonismes. Finalement,
les lignées cellulaires 293A et 293ACYMR (don du Dr. Bernard Massie, IRB, Montréal)

ont été€ utilisées pour générer des adénovirus recombinants.
3.2 Maintien des lignées cellulaires

La lignée cellulaire P815-IL4 a été maintenue dans du RPMI-1640 (Invitrogen,
Burlington, ON) contenant 10% (v/v) de SVF (Hyclone, Logan, UT), 2 mM de glutamax
(Invitrogen), 0,5 pM de 2-mercaptoéthanol (2-Me) et 0,05 mg/ml de gentamycine
(Invitrogen). Les lignées cellulaires CH27 et I’hybridome T 2.102 ont été cultivées dans
le méme milieu, mais 10% (v/v) de SVB (Hyclone) a été utilisé au lieu de 10% (v/v) de
SVF. La lignée cellulaire CTLL-2 a été cultivée dans ce méme milieu, mais sans 2-Me.
La lignée cellulaire COS-7 a été cultivée dans du DMEM (Invitrogen) contenant 10%
(v/v) de SVF, 2 mM de glutamax, 0,5 uM de 2-Me et 0,05 mg/ml de gentamycine. Les
lignées cellulaires 293A et 293ACYMR ont été cultivées dans le méme milieu, mais
contenant seulement 5% (v/v) de SVF et additionnée de 0,2 mM d'HEPES (Invitrogen).
Finalement, les CHO-EX ont été cultivés dans du MEM-o. (Invitrogen) contenant 5% (v/v)
de SVF, 2 mM de glutamax, 0,5 pM de 2-mercaptoéthanol et 0,05 mg/ml de
gentamycine. Toutes les lignées cellulaires ont été cultivées a 37°C, 5% CO, dans un

incubateur humidifié.
4. CULTURE DES CELLULES DENDRITIQUES

Les tibias et fémurs de souris B6.AKR, B10.P et (B6.AKR x B10.P)F; ont été
prélevés et déposés dans du RPMI-1640. La moelle osseuse a été évacuée de I’os a 1’aide
d’une aiguille et d’une seringue contenant du RPMI-1640. Les globules rouges ont été
lysés grace a une solution de chlorure d’ammonium (0,15 M NH4Cl, 10 mM KHCO;, 0,1
mM Na;EDTA dans du PBS pH 7.4) et la moelle osseuse a été lavée deux fois avec du
RPMI-1640. Par la suite, les cellules ont été¢ déposées dans un plateau 24 puits & une
concentration de 2 x 10° cellules par puits dans 2 ml de RPMI-1640 contenant 10% (v/v)
de SVF, 2 mM de Glutamax, 0,5 uM de 2-Me, 0,05 mg/ml de gentamycine, 4 ng/ml de
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GM-CSF (R&D systems, Hornby, ON) et 5 ng/ml d’IL-4 (R&D systems) ou 1/10 du
surnageant des P815-1L4. Aux jours 2 et 4, les cellules ont été divisées et du nouveau
milieu contenant des cytokines a été ajouté. Au jour 5, 1 pg/ml de LPS (Sigma, Oakville,
ON) a été ajouté dans les puits pour une période de 24 heures afin d’obtenir des cellules
dendritiques matures. Au jour 6, les cellules dendritiques ont été incubées avec des billes
magnétiques Microbeads Macs CD11c (N418)(Miltenyi Biotec, Auburn, CA) pendant 15
minutes & 4°C, puis purifiées sur une colonne LS". La fraction positive a été utilisée pour

effectuer des essais d’agonistes et d’antagonistes.
4.1 Analyse par cytométrie en flux des cellules dendritiques

Les cellules dendritiques ont été caractérisées par cytométrie en flux avec les
anticorps suivants : CD11c-PE (clone 4L3, Pharmingen), CD11b biotinylé (clone M1/70,
eBioscience, San Diego, CA), CD80 biotinylé (clone 1610A1, eBioscience), CD86
biotinylé (clone GL1, eBiocience), CD40 biotinylé (clone 3.23, Pharmingen) et un anti-I-
E biotinylé (hybridome 14.4.4s). Tout d’abord, 0,1 4 1 x 10° cellules dendritiques ont été
centrifugées a 1500 rpm pendant 5 minutes. Le culot a été resuspendu et les cellules ont
été incubées a 4°C avec les différents anticorps pendant 30 minutes, puis lavées 2 fois
avec un tampon PBS pH 7.4 contenant 1% BSA (Ficher scientific, Nepean, ON) et 0,02%
de NaNj3; (Sigma). Puis, les cellules ont été incubées avec la SA-FITC (Pharmingen) pour
une autre période de 30 minutes a4 4°C. Ensuite, les cellules ont été lavées 2 fois et
resuspendues dans 400 pl de tampon PBS pH 7.4 contenant 1% BSA et 0,02% NaNj et

analysées par cytométrie en flux (Coulter Epics XL, Hialeah).
5. GENERATION DES APLS EN FUSION AVEC LA CHAINE INVARIANTE

5.1 Mutation par PCR de Hb(64-76)-1i pour obtenir les différentes

constructions APLs-1i

Les différents APLs en fusion avec la chaine invariante ont été générés a partir de

la construction Hb(64-76) en fusion avec la chaine invariante inséré dans le vecteur
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pBluescript®SK- (Stratagéne) par une technique de PCR avec des amorces possédant les
mutations &  insérer.  Ainsi, les oligonucléotides utilisés ont  été
S’AACAACGGTCTTAAGGGATC3’ et 5> GAATGCTGTTATTACTTTCT3’ pour N73;
5’CAGGAGGGTCTTAAGGGATC3’ et S>’GAATGCTGTTATTACTTTCT3’ pour Q72;
5’GAGGAGGGTCTTAAGGGATC3’ et S>GAATGCTGTTATTACTTTCT3’ pour E72;
S’ATATTACTTTCTTACCTGGA 3’ et 5>CAGCATTCAACGAGGGTCTT 3’ pour S69.
Les amorces ont été synthétisées au laboratoire du Dr. Francois Shareck a I’INRS-Institut
Armand-Frappier et ont été traitées avec la T4 polynucléotide kinase (New England
Biolabs, Mississauga, ON) pendant 30 min a 37°C pour ajouter un phosphate & chaque
extremité et la kinase a été inactivé 20 min & 65°C. Ainsi, 0,1 pug d’ADN du vecteur
Hb(64-76)-1i dans pSK- a été amplifié durant 30 cycles de dénaturation & 94°C pour 30 s,
d’hybridation a 55°C pour 30 s et d’élongation a 68°C pour 3 min dans une solution
comprenant la Pfx polymérase (Invitrogen), le tampon 1X du fabricant, 10 mM de
dNTPs, 50 pmol des amorces appropriées et 1 mM de MgSO, dans un volume final de 50
ul. Le produit du PCR a été précipité avec 0.1 V de Na Acétate 3 M et 2.5 V d’éthanol a -
20°C, suivis d’une congélation & -80°C de 15 minutes et d’une centrifugation de 15
minutes & 11000 rpm. Ensuite, le culot d’ADN a été resuspendu dans 8 pl d'eau. L’ADN a
éte digeré 3 fois avec ’enzyme de restriction Dpn I (Invitrogen) pendant 1 heure & 37°C
permettant ainsi de digérer I’ADN de départ qui était méthylé. Puis, I’ADN a été purifié
sur gel d’agarose 1% (p/v) avec I’ensemble commercial GFX™ PCR DNA and Gel Band
Purification (Amersham Pharmacia Biotech) et ligué avec la T, DNA ligase pendant la
nuit a 14°C. Le produit de ligation a ensuite été introduit par transformation dans 20 pl de
bactéries compétentes DH10p gréce a l'appareil Cell-Porator® E.coli Pulser (Invitrogen).
Les bacteries ont été incubées 30 minutes a 37°C sous agitation a 250 rpm dans 1 ml de
milieu LB (1% (p/v) NaCl, 1% (p/v) Tryptone, 0,5% (p/v) extrait de levure), puis étalées
sur une gélose LB contenant de I’ampicilline. Suite & une incubation de 16-20 heures, les
colonies bactériennes obtenues ont été ensemencées dans 3 ml de milieu LB contenant de
I"ampicilline pour une période de 16-20 heures. Par la suite, I’ADN plasmidique des
cultures bactériennes liquides a été extrait selon le protocole de mini-préparation de

Maniatis. L’ADN plasmidique a été digéré avec les enzymes de restriction Kpn I
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(Amersham Pharmacia Biotech) et Not I (Amersham Pharmacia Biotech) et les fragments
obtenus ont été analysés sur un gel d’agarose 1% (p/v). Les colonies bactériennes
possédant les APLs-Ii dans le plasmide pSK- ont été réensemencées de nouveau dans du
milieu LB et I’ADN plasmidique a été extrait avec I’ensemble commercial
QIAprep®Spin Miniprep (Qiagen). L’ADN a par la suite été séquencé dans le laboratoire
du Dr. Frangois Denis & I'INRS-Institut Armand-Frappier pour confirmer la présence des
mutations et amplifié selon I’ensemble QIAGEN®plasmid Maxi kit (Qiagen).

5.2 Sous-clonage dans le vecteur pcDNA 3.1

Les différentes constructions APLs-1i ont été sous-clonées dans le vecteur pcDNA
3.1 (Invitrogen) aux sites de restrictions Kpn 1 et Not 1. Les constructions APLs-Ii
insérées dans le vecteur pSK- et le vecteur pcDNA 3.1 ont été digérés avec les enzymes
Kpn 1 et Not 1, puis purifiées sur gel d’agarose 1% (p/v) avec I’ensemble GFX™ PCR
DNA and Gel Band Purification. Le vecteur pcDNA 3.1 digéré a ensuite été
déphosphorylé pour empécher que le vecteur ne se religue sans insert. Ainsi, le vecteur a
été incubé avec la phosphatase alcaline d'intestin de veau (Amersham Pharmacia Biotech)
a 37°C pendant 30 minutes, puis I'enzyme a été inactivé pendant 15 minutes a 85°C. Le
vecteur pcDNA 3.1 déphosphorylé et I’insert APLs-Ii ont été ligués par la T4ADNA ligase
pendant 1 heure a 22°C. Le produit de ligation a ensuite été transformé dans des bactéries

électrocompétentes et les colonies obtenues ont été criblées comme décrit précédemment.
5.3 Mutations des résidus d’ancrage P1, P4, P6 et P9 de Hb(64-76)
Les résidus d’ancrage P1, P4, P6 et P9 de Hb(64-76) ont été mutés par une
technique de PCR comme décrit auparavant a la section 5.1. Les amorces utilisés ont été

5S’CAACGCGGGTCTTGCGGGATCCTGAATG’3 et
5’GCTGCTGTTGCTACTTTCTT 3.
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6. TRANSFECTION TRANSITOIRE DANS LES CELLULES COS-7

Les cellules COS-7 ont été ensemencées a 3 x 10° cellules par puit dans un plateau
6 puits. Le lendemain, 1 pg de la construction APLs-Ii dans pCDNA 3.1 ainsi que 1 pg de
la chaine o de I-E* dans pcDNA 3.1 Zéo(+) et 1 pg de la chaine B de I-EX dans pBSRGEN
(Daniel et al., 1998 b) ont été transfectées dans les cellules avec la Lipofectamine 2000
(Invitrogen). Un volume de 9 pl de Lipofectamine 2000 a été mélangé a 241 pl de
DMEM et incubé 5 min a température ambiante. Ensuite, I’ADN a été mélangé dans 250
ul de DMEM, puis ajouté au mélange contenant la Lipofectamine 2000. Le mélange
ADN/Lipofectamine 2000 a été mélangé au vortex, incubé 20 min a température
ambiante et déposé délicatement dans les cellules COS-7. Le lendemain, les cellules ont
éte prélevees et marquées avec I’anticorps 14.4.4s et la SA-PE (Pharmingen, Mississauga,
ON) selon le protocole de marquage des cellules (section 4.1). Les cellules transfectées

ont été utilisées pour effectuer des tests agonistes et antagonistes.
7. PURIFICATION DES CELLULES T NAIVES 2.102Tg

Des rates de souris 2.102Tg ont été prélevées et broyées. Les globules rouges ont
été lysés a I’aide d’une solution de chlorure d’ammonium et la suspension cellulaire a été
lavée 2 fois avec du RPMI-1640. Par la suite, la suspensions cellulaire a été incubée avec
des billes magnétiques Microbeads Macs CD4 (L3T4) (Miltenyi Biotec) pendant 15 min a
4°C et purifiées sur colonne LS. La fraction positive a été récoltée et la pureté a été
évaluée par cytométrie en flux avec les anticorps CD4-PE (clone L3T4, eBioscience) et
CDB8-FITC (clone 53-6.7, eBioscience). La population de cellules T CD4" a ensuite été

utilisée pour effectuer des tests agonistes et antagonistes.

34



8. TESTS AGONISTES ET ANTAGONISTES
8.1 Cellules COS-7 transfectées comme CPA

Pour les essais agonistes, 3 x 10* cellules COS-7 transfectées avec les différentes
constructions APLs-li ont été incubées avec 6 x 10* hybridomes T 2.102 dans des
plateaux 96 puits dans un volume final de 200 pl pour 24 heures. Pour les essais
d’antagonistes, différentes concentrations du peptides Hb(64-76) ont été ajoutées dans les
puits. Par la suite, 100 pl du surnageant des plateaux 96 puits a été prélevé et congelé
pour au moins 1 heure & -80°C. La quantité d’IL-2 produite par les hybridome T 2.102 a
été évaluée a 1’aide de la lignée cellulaire CTLL-2. Ainsi, 5 x 10* CTLL-2 lavées 3 fois
avec du RPMI-1640 ont été incubées avec le 100 pl de surnageant prélevé pour une
période de 24 heures. Puis 0,4 uCi de [*H]Thymidine (ICN, Irvine) a été ajoutée dans les
puits pour une autre période de 18-24 heures. L’ADN des CTLL-2 a ensuite été déposé
sur un filtre & ’aide d’un « Micro cell harvester » et la quantité de [*H]Thymidine
incorporée dans I’ADN a été évaluée a 1’aide de I’appareil 1450 MicroBeta Trilux
(Wallac, Boston, MA)

8.2 Cellules dendritiques utilisées comme CPA

Pour évaluer I’activité agoniste des peptides, ’hybridome T 2.102 ou les cellules
T naives 2.102 isolées de souris transgéniques ont été stimulés avec des cellules
dendritiques immatures et matures d’haplotype H-2% (1 x 10* cellules/puits) chargées avec
les différents peptides ou avec des cellules dendritiques d’haplotype H-2P/H-2* seules.
Pour les tests antagonistes, les cellules dendritiques d’haplotype H-2* ont été chargées
pendant 2 heures a 37°C avec 1 pM (cellules dendritiques immatures) ou 0,3 uM (cellules
dendritiques matures) de peptide Hb(64-76). Ensuite, les cellules ont été lavées et
incubées avec I’hybridome T 2.102 ou les cellules T 2.102 naives ainsi que différentes
concentrations d’APLs. Pour les tests antagonistes avec les cellules dendritiques
d’haplotype H-2P/H-2* les cellules ont directement été incubées avec différentes

concentrations d’APLs. Pour évaluer I’activation des hybridomes T 2.102, la quantité
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d’IL-2 sécrétée a été mesurée a 1’aide de la lignée cellulaire CTLL-2 tel que décrit
précédemment. Pour les essais avec les cellules T naives, les cellules dendritiques ont
préalablement été irradiées a 2000 RAD. L’activation des cellules T naives a été mesurée
selon 1I’incorporation de [*H]Thymidine dans les cellules T en prolifération. Ainsi, aprés
une incubation de 72 heures, 0,4 pCi de [*H]Thymidine a été ajoutée dans les puits pour
une période de 18-24 heures, puis la quantit¢ d’ADN radioactif incorporée dans les
cellules T a été mesurée. Tous les tests agonistes et antagonistes ont été effectués en

triplicata.
9. ADENOVIRUS
9.1 Sous-clonage des constructions APLs-Ii dans le vecteur de transfert

Les différentes constructions APLs-li ont été sous-clonés dans le vecteur de
transfert pAdPS-CMV5-P2-DC-GFPq/K7PSmlip (figure 4) au site de restriction Bg/ II a
’aide d’une technique de PCR. Tout d’abord, les constructions APLs-Ii insérées dans le
plasmide pcDNA 3.1 ont été amplifiées avec les amorces S>’TGATCATGATCACCATG-
GATGACCAACGCGAC3’ et 5S’TGATCATGATCAGCTCTAGATCATTCATTCAG3’
qui contiennent deux sites de restriction Bcl I & chaque extrémité. L’ADN a été amplifié
dans une solution contenant la Vent polymérase (New England Biolabs), le tampon 1X du
fabricant, 10 mM de dNTPs, 50 pmol d’oligonucléotides et 2 mM de MgSO, dans un
volume final de 50 pl, pendant 30 cycles de dénaturation & 94°C pendant 30 s,
d’hybridation a 58°C pendant 30 s et d’élongation & 75°C pendant 1 min. Les produits de
PCR ont ensuite été précipités et digérés avec l'enzyme Bcl 1 (New England Biolabs)
pendant 1 heure a 55°C. L’ADN digéré a été purifié sur gel d’agarose 1% (p/v) et ligué
dans le vecteur de transfert pAdPS-CMV5-P2-DC-GFPq/K7PSmlp préalablement coupé
Bgl 11 (Amersham Pharmacia Biotech) et déphosphorylé. Le produit de ligation a été
introduit par transformation dans les bactéries électrocompétentes DH10B et I’ADN
plasmidique des bactéries a été extrait, criblé avec ’enzyme de restriction Hind 111
(Amersham Pharmacia Biotech), séquencé et amplifié comme décrit précédemment

(section 5.1).
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9.2 Infections/Transfections des cellules 293ACYMR pour générer les

adénovirus recombinants

Les vecteurs de transfert ont été linéarisés avec I’enzyme de restriction Pac 1
(New England Biolabs) pendant 1 heure 4 37°C et purifiés sur gel d’agarose 1% (p/v). Cet
ADN a ensuite été transfect¢ dans des cellules 293ACYMR ensemencées 24 heures
auparavant dans des plateaux 96 puits. Les meilleures conditions de transfections ont tout
d'abord été déterminées en testant différents ratio ADN/PEI (Polysciences Inc.). Ainsi, 3
pg d’ADN dissous dans 50 pl de DMEM a été mélangé a 3 pg de PEI dissous dans 50 pl
de DMEM pendant 10 minutes a la température ambiante. Puis, 20 pul de ce mélange a été
déposé dans un puit de plateaux 96 puits contenant des cellules 293ACYMR confluantes
ensemencees la veille. Les cellules transfectées ont été infectées 24 heures plus tard avec
I’adénovirus Ad5-A[PS-E1-E3-E4(+ofr6)] 4 une MOI de 1. Les cellules ont été incubées a
37°C, 5% CO, de 72 a 96 heures jusqu’a ce que 1’effet cytopathique soit complet. Par la
suite, le surnageant et les cellules ont été récupérés et ont subi 3 cycles de
congélation/décongélation afin de libérer toutes les particules virales. Le lysat cellulaire a
ensuite été centrifugé 15 minutes 4 3000g et le surnageant a été prélevé et purifié par

plage de lyse.

9.3 Plage de lyse

Différentes dilutions des adénovirus recombinants ont été effectuées et 1 ml de ces
dilutions a été utilisé pour infecter un puit de cellules 293A confluantes dans un plateau 6
puits. L’infection a été effectué en duplicata lors de la purification des adénovirus et en
triplicata lors de la détermination du titre viral. Les cellules ont été infectées 6 heures a
37°C, 5% CO, sous agitation constante. Ensuite, le mélange infectieux a été enlevé et 2 a
3 ml de milieu pour cellules 293A contenant 1% de SeaPlaque®GTG Agarose (Mandel,
Guelph, ON) a été ajouté dans tous les puits. Les cellules ont été incubées de deux  trois
semaines en rajoutant 2 & 3 ml de milieu contenant 1% SeaPlaque®GTG Agarose a toutes
les semaines. Ensuite, lors de la purification, quelques plages isolées ont été prélevées,

déposées dans 1 ml de milieu complet et incubées 1 heure a 37°C pour libérer les
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adénovirus de I’agarose. Ce nouveau stock d’adénovirus a ensuite été purifié de nouveau
par plage de lyse ou amplifié. Lors de la détermination du titre viral par plage de lyse,
apres 3 semaines d’incubation, le nombre de plage de lyse a été compté et le titre viral

déterminé.
9.4 Amplification des adénovirus recombinants

Les cellules 293A a 90% confluentes d’un flacon de 25 cm? ont été infectées avec
une faible quantité d’adénovirus recombinants provenant d’une plage de lyse. Lorsque le
taux de mortalité a atteint 90%, le surnageant et les cellules ont été prélevés et ont subi 3
cycles de congélation/décongélation. Puis, le lysat cellulaire a été centrifugé 15 minutes a
3000 g et le surnageant a été prélevé. Celui-ci a été utilisé pour infecter un nouveau

flacon de 175 cm? de cellules 293A dont le surnageant final a été titré par plage de lyse.
9.5 Infection des cellules avec les adénovirus recombinants

Les cellules CHO-E* confluentes 4 90% ont été infectées avec les adénovirus
recombinants dans un flacon 25 cm® 4 une MOI de 100 dans un volume final de 5 ml. Les
cellules ont été infectées pendant la nuit et le lendemain elles ont été utilisées pour
effectuer des essais d’agoniste et d’antagoniste avec I’hybridome T 2.102 comme décrit
précédemment (section 8.1). Les cellules dendritiques générées a partir de la moelle
osseuse de souris ont été infectées dans des plateau 24 puits dans le plus petit volume
possible pendant 2 heures. Ensuite, du milieu complet pour cellules dendritiques a été
ajoutée pour obtenir volume total de 2.5 ml et les cellules ont été incubées durant toute la

nuit. Par la suite, elles ont été utilisées pour effectuer des tests agonistes et antagonistes.
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RESULTATS



1. CELLULES DENDRITIQUES

1.1 Caractérisation des cellules dendritiques

Dans le modéle 2.102, la capacité des APLs & inhiber la réponse des cellules T
naives et de lignée Thl et Th2 a déja été démontré en utilisant des lymphomes B comme
CPA (Daniel et al., 1998a). Nous voulions maintenant vérifier la capacité des cellules
dendritiques & présenter des APLs et & moduler la réponse des cellules T. Les cellules
dendritiques ont été caractérisées par des tests de cytométric en flux et des tests de
présentation d’antigenes. Les cellules dendritiques ont été différenciées en présence de
GM-CSF et d’IL-4 & partir de précurseurs de la moelle osseuse de souris B6.AKR (H-25)
et (B6.AKR x B10.P)F; (H-2"P). Pour induire la maturation des cellules dendritiques,
différentes conditions ont été testées avec le LPS ou le TNF-a (résultats non montrés) et
la meilleure maturation a été obtenue lorsque 1 pg/ml de LPS était ajouté dans les puits
durant 16 a 24 heures. Les cellules dendritiques immatures et matures ont été analysées
par cytométrie en flux a I’aide de différents anticorps (figure 5). Ainsi, des doubles
marquages ont été effectués avec I’anticorps CD11c-PE qui est spécifique des cellules
dendritiques chez la souris et d’un autre anticorps, soit CD11b, CD80, CD86, CD40 ou un
anti-chaine o de I-E. Toutes les cellules dendritiques immatures et matures expriment
évidemment le CD11c ainsi que le CD11b, un marqueur de la lignée myéloide. Il y a
augmentation de I’expression des molécules de costimulation CD80, mais surtout CD86
et CD40 a la surface des cellules dendritiques matures. 11 y a également une trés forte
augmentation de D’expression de molécules du CMH 11 4 la surface des cellules
dendritiques matures. Par conséquent, les cellules dendritiques immatures et matures
posseédent les caractéristiques généralement décrites dans la littérature pour des cellules
dendritiques provenant de précurseurs de la moelle osseuse de souris (Yamaguchi ef al.,
1997; Lutz et al., 1999).

Par la suite, les cellules dendritiques immatures et matures ont été utilisées pour
effectuer des tests de présentation d’antigénes afin de comparer leur capacité stimulatrice

vis-a-vis I’hybridome T 2.102 ou les cellules T CD4" naives isolées de souris
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Figure 5. Analyse des cellules dendritiques par cytométrie en flux. Les cellules
dendritiques générées a partir de la moelle osseuse de souris ont été différenciées en
présence de GM-CSF et d’IL-4 et leur maturation a été induite par le LPS. Les cellules
dendritiques immatures (bleu) et matures (rouges) ont été analysées par cytométrie en
flux pour I'expression de différents marqueurs. Le témoin négatif (noir) représente la

fluorescence des cellules dendritiques incubées avec le conjugué SA-FITC.



transgénique 2.102Tg. Seules les cellules dendritiques immatures et matures d’haplotype
H-2* qui présentent le peptide agoniste Hb(64-76) stimulent aussi bien ’hybridome T
2.102 (figure 6) que les cellules T naives (figure 7). Les APLs E72, Q72, N73 et S69
n’entrainent aucune stimulation des cellules de méme que les cellules dendritiques
d’haplotype H-2* seules sans peptides n’entrainent pas de stimulation des cellules T
(résultats non montrés). Ces résultats confirment les données obtenus auparavant avec les
différents APLs, c’est-a-dire que E72, Q72, N73 et S69 ne possédent pas d’activité
agoniste sur le clone de cellules T 2.102 (Evavold et al., 1994). La stimulation induite par
Hb(64-76) sur I’hybridome T ou les cellules T naives est similaire peu importe si les
cellules dendritiques utilisées sont immatures ou matures. Finalement, les cellules
dendritiques hétérozygotes exprimant I-E”/I-E¥ ont été utilisée pour vérifier la capacité
allostimulatrice vis-a-vis I’hybridome T et les cellules T naives (figure 8). Les cellules
dendritiques immatures et matures exprimant I-EP stimulent effectivement I’hybridome T
2.102 et les cellules T 2.102 naives de fagon comparable peu importe ’état de maturation
de la cellule dendritique utilisée comme CPA. Ainsi, les cellules dendritiques immatures
et matures sont différentes phénotypiquement, car elles expriment des niveaux différents
de molécules de costimulation et de CMH 11, mais semblent posséder les mémes capacité
stimulatrices sur 1’hybridome T 2.102 et les cellules T naives lorsqu’elles présentent

I’agoniste Hb(64-76) ou la molécule du CMH 11 I-EP.

1.2 Inhibition de la réactivité restreinte au soi

1.2.1 Inhibition de ’activation de I’hybridome T 2.102

Des essais d’antagonismes avec les cellules dendritiques immatures et matures ont
été réalisés afin de vérifier et comparer la capacité antagoniste des deux types de cellules
dendritiques. L’état immature ou mature des cellules dendritiques pourraient influencer
sur I’activité antagoniste des peptides qu’elles présentent. Les tests permettront également
de définir les meilleures cellules dendritiques lors de tests futurs in vivo. Tout d’abord,
les cellules dendritiques immatures et matures exprimant I-EX ont été utilisées pour

présenter les peptides antagonistes afin d’inhiber la réactivité restreinte au soi. Pour
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Figure 6. Stimulation de la réactivité restreinte au soi de I’hybridome T 2.102 par les
cellules dendritiques. Les cellules dendritiques immatures (A) et matures (B) ont été
incubées avec différentes concentration de peptides et utilisées pour stimuler Phybridome
T 2.102. La production d’IL-2 par ’hybridome T a été mesurée a I’aide de la lignée
cellulaire CTLL-2.
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Figure 7. Stimulation de la réactivité restreinte au soi des cellules T 2.102 naives par
les cellules dendritiques. Les cellules dendritiques immatures (A) et matures (B) ont été
incubées avec différentes concentrations de peptides et utilisées pour stimuler des cellules
T CD4" naives isolées de souris transgéniques 2.102Tg. La stimulation des cellules T
naives a ét€ mesurée selon la prolifération des cellules T par I’incorporation de
[*H]Thymidine.
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Figure 8 : Stimulation de I’alloréactivité de I’hybridome T 2.102 et de cellules T
2.102 naives. Les cellules dendritiques hétérozygotes exprimant I-EP/I-E¥ ont été utilisées
pour stimuler I’hybridome T 2.102 (A) ou les cellules T 2.102 naives isolées de souris
transgénique 2.102Tg (B). L’activation de I’hybridome T a été mesurée selon la

production d’IL-2 et la stimulation des cellules T naives selon leur prolifération.
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effectuer les tests antagonismes, les cellules dendritiques ont d’abord été chargées avec le
peptide agoniste, puis incubées avec les APLs afin d’éviter la compétition pour la liaison
aux molécules du CMH 1I et de réellement mesurer 1’activité antagoniste des peptides.
Ainsi, lescellules dendritiques ont été chargées avec 1 pM du peptide Hb(64-76) pour les
cellules dendritiques immatures et 0,3 uM pour les cellules dendritiques matures dans le
but d’obtenir un niveau de stimulation des cellules T comparable, ¢’est-a-dire un nombre
similaire de CPM. De cette fagon, il a été possible de comparer I’inhibition des cellules T
par les cellules dendritiques immatures ou matures présentant les APLs. La capacité des
APLs a inhiber la stimulation induite par le peptide Hb(64-76) vis-a-vis ’hybridome T
2.102 a ete déterminée en mesurant la production d’IL-2 par ’hybridome T (figure 9).
Les peptides antagonistes N73 et S69 inhibent la stimulation de I’hybridome T 2.102
induite par Hb(64-76), alors que les peptides nuls E72 et Q72 n’entrainent aucune
inhibition. La concentration de peptides antagonistes requis pour observer un effet
antagonisme est comparable & la concentration requise lorsque des lymphomes B sont
utilisés comme CPA (Daniel et al., 1998a). Les résultats obtenus sont les mémes peu
importe que les cellules dendritiques soient immatures ou matures, suggérant un
mécanisme d’action de 1’antagonisme indépendant de 1’état de maturation de la cellule

dendritique.

1.2.2 Inhibition de I’activation des cellules T naives 2.102

L’antagonisme de I’hybridome T 2.102 par des cellules dendritiques présentant
des peptides antagonistes a clairement été démontré. Afin de représenter une situation
plus physiologique, des essais d’antagonismes avec des cellules T naives isolées de souris
transgeniques ont été réalisés puisque les cellules T naives sont impliquées dans la
réponse immunitaire générée lors de rejet de greffes. Les cellules T naives ont été
purifiées par billes magnétiques CD4 a partir de la rate de souris 2.102Tg. Les essais
d’antagonismes ont été réalisés avec des cellules dendritiques immatures et matures. La
stimulation des cellules T 2.102 naives a été mesurée selon leur niveau de prolifération.

Les cellules dendritiques immatures ont été chargées avec 1 uM de Hb(64-76) et les

cellules dendritiques matures avec 0,3 uM de Hb(64-76). Les résultats démontrent que le
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Figure 9. Inhibition de la réactivité restreinte au soi de I’hybridome T 2.102 par des
cellules dendritiques. Les cellules dendritiques immatures (A) et matures (B) ont été
chargées avec le peptides agoniste Hb(64-76), puis incubées avec les différents APLs et
I’hybridome T 2.102. La capacité des peptides a inhiber la réponse de I’hybridome T a été
évaluée selon la production d’IL-2 par I’hybridome T a I’aide de la lignée cellulaire
CTLL-2. La ligne pointillée représente la stimulation de 1’hybridome T 2.102 par les

cellules dendritiques qui ont seulement été chargées avec le peptide agoniste Hb(64-76).
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Figure 10. Antagonisme de la réactivité restreinte au soi de cellules T naives par des
cellules dendritiques. Les cellules dendritiques immatures (A) et matures (B) ont été
chargées avec le peptide Hb(64-76) et incubées avec différentes concentrations d’APLs et
de cellules T CD4" naives isolées de souris transgénique 2.102Tg. L’activation des
cellules T naives a été mesurée selon I’incorporation de [*H]thymidine dans les cellules T
naives. La stimulation des cellules T naives par les cellules dendritiques chargées avec le

peptide agoniste Hb(64-76) est représentée par la ligne pointillée.
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peptide antagoniste N73 présenté par les cellules dendritiques immatures et matures
inhibe la prolifération des cellules T naives tandis que le peptide S69 inhibe la
prolifération des cellules T uniquement lorsqu’il est présenté par les cellules dendritiques
matures. Les peptides nuls E72 et Q72 n’inhibent pas la réponse des cellules T (figure
10). Il y a une plus forte inhibition de la réponse avec le peptide antagoniste N73 que S69.
Comme lors des tests avec 1I’hybridome T, peu importe 1’état, immature ou mature, des
cellules dendritiques qui présentent le peptide antagoniste N73, il y a diminution de la

prolifération des cellules T naives.
1.3 Inhibition de Palloréactivité

Les résultats obtenus jusqu’a présent ont démontré qu’il était possible d’inhiber la
réactivité restreinte au soi en utilisant des APLs. Etant donné que I’objectif du projet a
moyen terme est d’utiliser les cellules dendritiques exprimant les APLs pour moduler le
rejet de greffe, des essais d’antagonismes avec les cellules dendritiques immatures et
matures ont été réalisés afin d’inhiber 1’alloréactivité de 1’hybridome T 2.102. Des
cellules dendritiques hétérozygotes exprimant I-EP/I-E¥ provenant de souris (B10.P x
B6.AKR)F, ont été utilisées pour réaliser ces essais, puisque les peptides agonistes et
antagonistes doivent €tre présentés a la surface de la méme CPA (Daniel et al., 1998a).
Les cellules dendritiques immatures et matures ont été incubées avec différentes
concentrations des APLs et I’inhibition de I’activation de I’hybridome T 2.102 a été
évaluée selon la production d’IL-2 (figure 11). Ainsi, seulement le peptide antagoniste
S69 inhibe [D’activation induite par la molécule du CMH Il allogénique I-EP.
Contrairement aux tests d’inhibition de la réactivité restreinte au soi o N73 inhibait
Pactivation de I’hybridome T 2.102 davantage que S69, ce peptide ne semble pas avoir
d’effet antagoniste sur I’inhibition de I’alloréactivité. Les peptides nuls E72 et Q72
n’entrainent aucun effet antagoniste sur ’hybridome T 2.102. Les cellules dendritiques
immatures et matures présentant le peptide S69 inhibent de fagon similaire I’hybridome T
2.102, démontrant une fois de plus que I’antagonisme semble indépendant de 1’état de
maturation des cellules dendritiques. Nous avons démontré que les peptides antagonistes

N73 et S69 pouvaient inhiber la réactivité restreinte au soi de ’hybridome T 2.102 et de
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Figure 11. Inhibition de Palloréactivité de I’hybridome T 2.102 par des cellules
dendritiques. Les cellules dendritiques immatures (A) et matures (B) exprimant I-EP et I-
E* ont été incubées avec différentes concentrations d’APLs et d’hybridome T 2.102.
L’activation de I’hybridome T 2.102 a été mesurée selon la production d’IL-2 a ’aide de
la lignée cellulaire CTLL-2. La stimulation de 1’hybridome T 2.102 par les cellules

dendritiques est représentée par la ligne pointillée.
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cellules T naives 2.102 et que le peptide antagoniste S69 inhibait 1’alloréactivité de
I’hybridome T 2.102.

2. EXPRESSION DES APLS EN FUSION AVEC LA CHAINE INVARIANTE

Les cellules dendritiques qui vont étre utilisées lors des tests in vivo devront
exprimées constitutivement les APLs. Ainsi, nous avons décidé d’utiliser un systéme
d’expression des APLs en fusion avec la chaine invariante afin de maximiser I’expression
des peptides a la surface (Sanderson et al., 1995; Nakano, N. et al., 1997). Les différentes
constructions d’ADN des APLs en fusion avec la chaine invariante ont été générées a
partir de celle permettant I’expression du peptide Hb(64-76) en fusion avec la chaine
invariante. Cette construction code pour les 209 premiers acides aminés de la chaine
invariante suivie a 1’extrémité C-terminale de la séquence du peptide Hb(64-76). Les
différentes constructions des APLs ont été générées par la technique d’extension
d’amorces par PCR a partir de Hb(64-76)-1i et sous-clonées dans un vecteur d’expression
eucaryote, pcDNA3.1. Ces différentes constructions ont été transfectées de fagon
transitoire dans les cellules COS-7 avec les chaines o et B de la molécule du CMH de
classe 11 I-E*. L’expression a la surface des molécules de CMH II a été évaluée par
cytométrie en flux a 1’aide de I’anticorps 14.4.4s qui reconnait la chaine o de I-EX (figure
12). Un témoin négatif exprimant seulement li sans peptide ajouté a 1’extension C-
terminale a également été transfecté dans les cellules COS-7. Nous remarquons une trés
forte augmentation de molécules du CMH 11 4 la surface des cellules COS-7 transfectées
avec un peptide en fusion avec la chaine invariante. Ainsi, I’expression d’un peptide en
fusion avec la chaine invariante dans les cellules COS-7 stabilise beaucoup plus de
molécules de CMH II que les cellules COS-7 transfectées avec la chaine invariante seule,
démontrant Iefficacité du systéme d’expression. Des résultats identiques ont été obtenus
suite a P’expression des différents peptides en fusion avec la chaine invariante (résultats
non montrés). Une des fonctions de la chaine invariante est de guider les molécules du
CMH 1I vers les compartiments endosomaux MIIC ou se fait leurs chargements. Par

conséquent, la plus grande expression de molécules du CMH II ala surface des cellules
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Figure 12 : Analyse par cytométrie en flux de ’expression de I-E* i la surface des
cellules COS-7. Les cellules COS-7 ont été transfectées avec les différentes constructions
APLs-li et la chaine o et B de I-E* en utilisant la Lipofectamine 2000. L’expression de I-
E* 2 la surface a été mesurée par cytométrie en flux 24 heures plus tard en marquant les
cellules avec un anticorps spécifique 2 la chaine o de I-E¥ et avec le conjugué SA-PE. Le
témoin négatif représente la fluorescence des cellules COS-7 non transfectées incubées

avec Ianticorps reconnaissant I-E et le conjugué SA-PE.



transfectées avec la chaine invariante en fusion avec un peptide suggére qu’une trés forte

proportion de ces molécules du CMH II présentent nos APLs

L’expression des APLs a la surface de la cellule a également été confirmée par des
tests agonistes et antagonistes en utilisant les cellules COS-7 transfectées avec les
différentes constructions en fusion avec la chaine invariante et les chaines o et p de I-E¥
comme CPA (figure 13A). Seules les cellules COS-7 transfectées avec 1’agoniste Hb(64-
76)-11 activent I’hybridome T 2.102. De plus, la réponse de ’hybridome T 2.102 est
altérée lorsque les cellules exprimant les APLs N73 et S69 comme CPA pour présenter
I’agoniste Hb(64-76) sont utilisées, comparativement aux cellules exprimant Q72 et E72
(figure 13B). Ces résultats confirment ’expression des peptides 4 la surface des cellules
transfectées. Nous pouvons méme conclure que les peptides sont fortement exprimés a la
surface des cellules puisqu’il y a activation de 1’hybridome T 2.102, mais surtout
inhibition de la stimulation induite par le peptide Hb(64-76) par les cellules COS-7
exprimant N73 et S69. Par conséquent, le systéme d’expression des peptides en fusion
avec la chaine invariante est un systéme efficace pour exprimer des peptides a la surface

d’une cellule.
2.1 Mutation des résidus d’ancrage P1, P4, P6 et P9 de Hb(64-76)

Afin de mieux caractériser le systéme d’expression li-peptides et de confirmer
dans notre systéme d’expression I’importance de la liaison du peptide pour la stabilisation
en surface des complexes peptidessCMH 1I, nous avons décidé de muter les résidus
d’ancrage du peptide Hb(64-76) a la molécule du CMH II I-E* de Hb(64-76). 1l a déja été
demontré que les résidus P1, P4, P6 et P9 étaient les résidus importants pour I’ancrage du
peptide Hb(64-76) a I-E¥ (Fremont et al., 1996; Vidal et al., 2000). Ces résidus ont donc
ete mutés en alanine, par une technique de mutations par PCR, pour empécher la liaison
du peptide au CMH I1. Par la suite, cette nouvelle construction a été cotransfectée dans
les cellules COS-7 avec les chaines a et B de I-EX et I’expression de I-E* 3 la surface a été
mesurée par cytométrie en flux (figure 14). Le niveau d’expression de I-EX 4 la surface

suite & I'expression de la construction mutée est identique au niveau d’expression des
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Figure 13. Stimulation et inhibition de ’hybridome T 2.102 par des cellules COS-7
transfectées avec les APLs ou le peptide Hb(64-76). Les cellules COS-7 transfectées
avec les différentes constructions et les chaines a et B de I-E* ont été utilisées comme
CPA pour stimuler 1’hybridome T 2.102 (A). Ces cellules transfectées ont également été
incubées avec le peptide agoniste Hb(64-76) afin de mesurer I’inhibition de 1’activation
de ’hybridome T 2.102 par les APLs (B). La stimulation de I’hybridome T 2.102 a été

évalué selon la production d’IL-2 a I’aide de la lignée cellulaire CTLL-2.
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Figure 14. Analyse par cytométrie en flux de ’expression de I-E* i la surface des

cellules COS-7 transfectées avec Hb(64-76) muté P1, P4, P6 et P9. Les cellules COS-7
ont été transfectées avec les différentes constructions et les chaines o. et B de I-E*.
L’expression de I-E* a la surface des cellules a été mesurée 24 heures plus tard par
cytométrie en flux a I’aide d’un anticorps anti chaine o de I-E*. Le témoin négatif

représente la fluorescence par les cellules COS-7 non transfectées incubées avec

I’anticorps anti-chaine de I-E et la SA-PE.



cellules transfectées avec la construction Hb(64-76)-1i. Ces résultats laissant supposé une
présentation du peptide Hb(64-76) muté P1, P4, P6, P9 i la surface, nous avons vérifié la
capacité stimulatrice de ce peptide muté vis-a-vis I’hybridome T 2.102. Le peptide
Hb(64-76) muté P1, P4, P6, P9 stimule que trés faiblement 1’hybridome T 2.102 (figure
15), ce qui suggére que, méme s’il semble se lier a I-EX, il serait 1i¢ dans une confirmation
différente qui ne permet pas la stimulation maximale de 1’hybridome T 2.102. Ainsi, le
peptide muté P1, P4, P6, P9 stabilise une aussi grande proportion de molécule I-E¥ que le
peptide Hb(64-76) a la surface de la cellule, mais n’entraine pas la méme stimulation que

ce dernier.

3. GENERATION DES ADENOVIRUS RECOMBINANTS

Nous avons démontré dans les expériences décrites précédemment 1’efficacité des
cellules dendritiques a présenter des peptides antagonistes synthétiques. Cependant, pour
vérifier la capacité des cellules dendritiques & moduler in vivo le rejet de greffe, les
cellules dendritiques devront exprimer constitutivement les peptides antagonistes. Il a été
démontré que la transfection des cellules dendritiques avec des agents liposomaux ne
donnent pas une bonne efficacité de transfection (Yang, S. et al., 1999; Min et al., 2000;
Rughetti ef al., 2000). Ainsi, d’autres techniques existent pour obtenir un grand nombre
de cellules dendritiques transfectées, dont I’utilisation d’adénovirus recombinants non
replicatifs. Ceux-ci peuvent étre utilisés pour transfecter les cellules dendritiques et ainsi
obtenir un plus grand nombre de cellules dendritiques exprimant les APLs. Nous avons
démontré que I’expression des APLs en fusion avec la chaine invariante permettait
d’exprimer un niveau adéquat de peptides a la surface des cellules COS-7. Par
conséquent, ces constructions ont été sous-clonés dans un vecteur de transfert adénovirus
qui contient la protéase PS, une protéine essentielle impliquée dans plusieurs étapes du
cycle viral, la GFP ainsi que des séquences homologues a 1’adénovirus de type 5 (Elahi et
al., 2002). Ainsi, il pourra y avoir recombinaison homologue in vivo si des cellules 293
sont infectées avec un adénovirus de type 5 et transfectées avec le vecteur de transfert
(figure 16). L’adénovirus de type 5 utilisé est déficient pour les génes E1, E3, E4 excepté

I'orf 6 et la protéase de I’adénovirus. Ceci rend 1’adénovirus incapable de se répliquer
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Figure 15. Stimulation de I’hybridome T 2.102 par le peptide Hb(64-76) muté aux
résidus P1, P4, P6 et P9. Les cellules COS-7 transfectées avec une construction [i-
Hb(64-76) ou Hb(64-76) mutés P1, P4, P6 et P9 ont été utilisées comme CPA pour
activer I’hybridome T 2.102. La stimulation de I’hybridome a été mesurée selon la

production d’IL-2 a I’aide de la lignée cellulaire CTLL-2.
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sauf dans les cellules permissives qui contiennent les génes El1 et PS. Lors de la
recombinaison homologue in vivo, 1’adénovirus acquérira 1’insert, c’est-a-dire nos
constructions en fusion avec la chaine invariante et la protéase, rendant celui-ci capable
de se répliquer dans les cellules 293 qui expriment le géne El. Cependant, lors de
Iinfection de cellules dendritiques avec cet adénovirus, il ne pourra pas y avoir de

réplication dii a I’absence du gene E1 dans les cellules dendritiques.

Les constructions APLs-li ont été sous-cloné au site de restriction Bgl Il du
vecteur de transfert pAdCMVS5-P2DC-GFPg/K7PSmlp. Ce vecteur a ensuite été
transfecté dans les cellules 293ACYMR et les cellules ont été infectées avec 1’adénovirus
AdS-A[PS, El, E3, E4 (+ orf6)]. Parmi les adénovirus recombinants obtenus, un
adénovirus recombinant de chaque construction APLs-li a été sélectionné, purifié,
amplifié et titré. Le titre final des adénovirus n’a pas été aussi élevé que prévu, soit un
maximum de 1’ordre de 10° PFU/ml au lieu d’un titre attendu de ’ordre de 10° PFU/ml,
puisqu’il est possible dans des conditions optimales de produire des adénovirus a un titre
de I’ordre de 10'° PFU/ml. Cependant, ces adénovirus ont été utilisés pour infecter
différents types cellulaires et réaliser des essais préliminaires d’agonismes et

d’antagonismes.

3.1 Inhibition de Pactivation de cellules T 2.102 par des cellules CHO-EX

infectées avec des adénovirus recombinants

Tout d’abord, des essais d’agonismes et d’antagonismes ont été effectués avec des
cellules plus facile & infecter étant donné que le titre des adénovirus recombinants était
peu élevé, soit des CHO-E. Les cellules CHO-EX sont des cellules CHO transfectées de
fagon stable avec les chaines o et B de I-E¥, donc exprimant la molécule du CMH 11 I-EX a
sa surface (Daniel et al., 1998b). Les cellules ont été infectées a une MOI de 100 pendant
16-20 heures dans un volume de 5 ml. Ces cellules ont ensuite été utilisées pour stimuler
’hybridome T 2.102 ou inhiber la stimulation induite par le peptide Hb(64-76). Seules les
cellules infectées avec 1’adénovirus recombinant Hb(64-76) stimulent I’hybridome T

2.102 (figure 17). Il n’y a aucune stimulation par les cellules infectées avec les autres
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Figure 17. Stimulation de I’hybridome T 2.102 par les cellules CHO-E* infectées
avec les adénovirus recombinants. Les cellules CHO-E* ont été infectées avec les
différents adénovirus recombinants & une MOI de 100. Le lendemain, ces cellules ont été
utilisées pour stimuler I’hybridome T 2.102. La stimulation de I’hybridome T 2.102 a été

mesurée selon la production d’IL-2 & I’aide de la lignée cellulaire CTLL-2.
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Figure 18. Inhibition de I’hybridome T 2.102 par les cellules CHO-E" infectées avec
les adénovirus recombinants. Les cellules CHO-E* ont été infectées a une MOI de 100
par les différents adénovirus recombinants et utilisées comme CPA pour effectuer des
tests antagonistes avec I’hybridome T 2.102. Ainsi, les cellules infectées ont été incubées
avec différentes concentrations du peptide Hb(64-76) et I’hybridome T 2.102.

L’activation de I’hybridome T a été mesurée selon la production d’IL-2 & I’aide de la
lignée cellulaire CTLL-2.



adénovirus recombinants, démontrant ainsi que la stimulation est spécifique au peptide
agoniste Hb(64-76). Le peptide semble également fortement exprimé a la surface des
cellules puisque moins de 100 cellules sont nécessaires pour induire une réponse. Par la
suite, des essais d’antagonismes ont été réalisés avec les cellules infectées (figure 18). La
stimulation de I’hybridome T 2.102 est diminuée par les cellules infectées avec les
adénovirus recombinants exprimant les peptides antagonistes N73 et S69
comparativement aux cellules infectées avec I’adénovirus recombinant Q72. Les peptides
sont présents a la surface de la cellule 4 un niveau suffisant pour inhiber la réponse de
’hybridome T 2.102 a une concentration de moins de 0,1 uM de peptides Hb(64-76). Ces
résultats démontrent une fois de plus que la stratégie d’expression des peptides en fusion
avec i permet d’obtenir un bon niveau d’expression de peptides a la surface des cellules.
Ces résultats confirment également que les adénovirus recombinants sont fonctionnels et

expriment bien les APLs.

3.2 Activation de cellules T 2.102 par des cellules dendritiques infectées avec

I’adénovirus recombinant Hb(64-76)

Les essais d’agonismes et d’antagonismes avec les cellules CHO-E* ayant donné
de bons résultas, des essais préliminaires ont été réalisés avec des cellules dendritiques
immatures différenciées a partir de précurseur de la moelle osseuse de souris B6.AKR.
Les cellules ont été infectées dans le plus petit volume possible 4 une MOI de 100. Les
cellules dendritiques auraient normalement dii étre infectées dans un volume de 200 pl,
mais comme le titre des adénovirus n’était pas assez élevé, elles ont plutdt été infectées
dans un volume de 2 ml. Les cellules dendritiques immatures infectées ont ensuite été
analysées en cytométrie en flux pour déterminer le pourcentage de cellules infectées.
Ainsi, étant donné la présence de la GFPq dans les adénovirus recombinants, il était facile
de verifier par cytométrie en flux, la quantité de cellules dendritiques infectées. Le
pourcentage de cellules infectées était trés faible, soit moins de 2% de cellules infectées
(resultats non montrés). Des essais d’agonismes et d’antagonismes ont tout de méme été

réalisés avec ces cellules dendritiques immatures infectées. Tout d’abord, les cellules
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dendritiques immatures infectées avec les adénovirus recombinants ont été utilisées pour
stimuler I’hybridome T 2.102. Seules les cellules dendritiques infectées avec ’adénovirus
recombinant Hb(64-76) ont stimulé 1’hybridome T 2.102 (figure 19). Les autres cellules
dendritiques infectées avec les adénovirus recombinants Q72, N73 ou S69 n’ont pas
activé I’hybridome T 2.102, démontrant une fois de plus que la stimulation est spécifique
au peptide Hb(64-76). Quant aux essais d’antagonismes réalisés avec ces cellules
dendritiques, aucune inhibition de la stimulation de 1’hybridome T 2.102 n’a été observée
meéme avec les cellules infectées avec les adénovirus recombinants exprimant les peptides
antagonistes N73 et S69 (figure 20). Cependant, étant donné le pourcentage trés faible de
cellules infectées par les adénovirus recombinants, d’autres tests devront étre effectués

avec un titre plus élevé d’adénovirus recombinants.
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Figure 19. Stimulation de I’hybridome T 2.102 par les cellules dendritiques infectées
avec les adénovirus recombinants. Les cellules dendritiques ont €été infectées avec les
adénovirus recombinants & une MOI de 100 pendant 2 heures, puis elles ont été utilisées
pour stimuler ’hybridome T 2.102. La stimulation de I’hybridome T 2.102 a été évaluée

selon la production d’IL-2.
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Figure 20. Inhibition de ’hybridome T 2.102 par les cellules dendritiques infectées
avec les adénovirus recombinants. Les cellules dendritiques ont ét€ infectées pendant 2
heures a une MOI de 100 et utilisées pour effectuer des tests antagonistes. Les cellules
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DISCUSSION



1. CELLULES DENDRITIQUES

Le but du projet était d’évaluer la capacité des cellules dendritiques a présenter
des APLs pour inhiber la réponse des cellules T et de développer une stratégie
d’expression des APLs dans un vecteur adénovirus. Des essais d’antagonisme avec un
lymphome B présentant des APLs ont démontré qu’il était possible d’inhiber la réponse
de cellules T naives et de lignées cellulaires Thl et Th2 (Daniel et al., 1998a). Etant
donné que les cellules dendritiques sont d’excellentes CPA, nous voulons utiliser ces
cellules pour présenter les APLs et moduler le rejet de greffe in vivo. Ainsi, les cellules
dendritiques exprimant constitutivement les APLs vont migrer dans les organes
lymphoides secondaires et inhiber la réponse des cellules T naives (Banchereau et al.,
1998; Lee et al., 1998; Merad et al., 2000). Cependant, avant d’effectuer ces tests, il
fallait effectuer des essais d’antagonismes in vitro avec les cellules dendritiques comme
CPA. Aucune étude préalable n’avait jusqu’a maintenant comparée la capacité des
cellules dendritiques immatures et matures 4 induire I’antagonisme de cellules T par la
présentation de peptides. Nous avons décidé d’utiliser des cellules dendritiques
différenciées a partir de précurseurs de la moelle osseuse de souris, car la quantité de
cellules dendritiques obtenues est beaucoup plus élevé que par une technique d’isolation
de cellules dendritiques a partir de la rate. Cette méthode nous a permis d’obtenir des
cellules dendritiques immatures qui ont été activées et différenciées en cellules
dendritiques matures. Ces cellules dendritiques ont été caractérisées par cytométrie en
flux et, tel qu’attendu nous avons noté une différence d’expression des molécules de
costimulation et des molécules du CMH 1I entre les cellules dendritiques immatures et

matures (figure 5).

Des tests de présentation d’antigénes ont permis de vérifier la capacité des cellules
dendritiques a présenter des peptides a I’hybridome T 2.102 et aux cellules T
transgéniques naives. Les résultats obtenus ont démontré que les cellules dendritiques
immatures et matures stimulent de fagon comparable I’hybridome T 2.102 et également
les cellules T naives (figure 6, 7, 8). Aucune différence notable entre la stimulation de

cellules T naives induite par les cellules dendritiques immatures ou matures n’a pu étre
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démontrée. Quant a la stimulation avec 1’hybridome T, nous nous attendions a une
stimulation comparable peu importe si les cellules dendritiques étaient immatures ou
matures, puisque 1’activation des hybridomes est moins dépendante des molécules de
costimulation. Cependant, en ce qui concerne les cellules T naives, nous pouvions
présumer que les cellules dendritiques matures stimuleraient beaucoup plus les cellules T
naives que les cellules dendritiques immatures étant donné la forte expression de
molécules de costimulation. Néanmoins, la stimulation des cellules T naives a été induite
par un agoniste fort, Hb(64-76), ou la molécule allogénique I-EP qui elle aussi engendre
une réponse trés forte. Dans ce contexte antigénique, la présence de molécules de
costimulation n’est donc probablement pas réellement nécessaire pour engendrer une
réponse d’ou I’absence de différence de stimulation entre les cellules dendritiques
immatures et matures (Kissler et al, 2002). L’utilisation d’un agoniste faible pour
stimuler les cellules T naives par les cellules dendritiques immatures et matures
engendrerait probablement une réponse différente, puisque, dans ce cas-ci, les molécules
de costimulation joueraient un réle plus important. De plus, lors des essais d’agonismes et
d’antagonismes, la manipulation des cellules dendritiques peut étre responsable de
’absence de différence observée entre la stimulation des cellules T naives par les cellules
dendritiques immatures et matures. Ainsi, la suspension cellulaire de cellules dendritiques
immatures pouvait étre plutét hétérogeéne, c’est-a-dire contenir des cellules dendritiques
d¢ja matures. De plus, I’incubation prolongée des cellules dendritiques avec les cellules T
naives a peut-étre permis aux cellules dendritiques immatures de devenir des cellules
dendritiques matures. Par conséquent, il serait important de vérifier les caractéristiques

phénotypiques des cellules dendritiques a la fin des essais agonistes et antagonistes.

1.1 Tests antagonistes

La capacité¢ des cellules dendritiques a inhiber la réactivité restreinte au soi et
alloréactivité a été déterminée par des tests d’antagonismes avec des peptides
synthétiques. Nous avons utilisé les cellules dendritiques immatures et matures pour
effectuer les tests antagonistes afin de déterminer si 1’état de maturation de la cellule

dendritique pouvait influencer sur le mécanisme de 1’antagoniste. Ceci nous permettra de
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définir les meilleures cellules dendritiques pour les tests in vivo. Les tests antagonistes ont
clairement démontré que les cellules dendritiques immatures et matures pouvaient inhiber
la réactivité restreinte au soi de I’hybridome T 2.102 et également des cellules T 2.102
naives (figure 9, 10). Cependant, les tests d’antagonismes pour inhiber 1’alloréactivité ont
donné des résultats moins concluants. Le peptide antagoniste S69 a inhibé 1égérement la
réponse de I’hybridome T 2.102 tandis que le peptide N73 n’a entrainé aucune inhibition
de la réponse de I’hybridome T 2.102 alors qu’il était le meilleur antagoniste dans la
réactivité restreinte au soi (figure 11). De plus, I’inhibition de I’alloréactivité de cellules T
naives n’a pas pu étre démontré de fagon significative. L’utilisation de cellules T CD4"
isolées de lignée de souris 2.102TgRAG" au lieu de lignée de souris 2.102Tg aurait peut-
étre donné de meilleurs résultats et serait envisageable puisque toutes les cellules T
posséderaient le TCR 2.102. La différence observée entre 1’alloréactivité et la réactivité
restreinte au soi avec les peptides N73 et S69 pourrait s’expliquer par les deux molécules
du CMH 11 impliquées dans Palloréactivité, soit I-EP et I-E¥, tandis que dans la réactivité

restreinte au soi, seule la molécule I-E¥ est présente.

En effet, il a ét¢ démontré que les molécules du CMH II étaient présentes sous
forme de dimeres a la surface des cellules (Schafer et al., 1994). 11 semblerait que lorsque
la CPA n’est pas activée, les CMH 11 ne seraient pas dimérisées, mais que 1’activation
induirait la dimérisation des CMH 1I (Schafer et al., 1995; Triantafilou et al., 2000). Ces
dimeéres de CMH 11 seraient treés importants pour 1’activation de la cellule T. Ils seraient
retrouvés principalement au centre de la synapse immunologique ou ils interagiraient
avec le TCR aussi dimérisé. Cette interaction de dimeéres de TCR et de diméres de CMH
Il serait beaucoup plus longue et plus stable qu’une interaction de monomeére de
CMH/TCR. Ainsi, dans le cas de la cellule T 2.102, I’interaction du TCR avec les
complexes CMH/peptides de diméres I-EP/I-E* serait modifiée comparativement &
Iinteraction avec les complexes CMH/peptides I-E¥/ I-E* d’ou la réponse différente
observée. De plus, ces diméres de CMH Il pourraient étre importants dans le mécanisme
de I’antagonisme. En effet, Chmielowski et collaborateurs ont démontré que les
complexes CMH/peptides nuls avaient tendance a étre exclus de la synapse

immunologique (Chmielowski et al., 2002). Cependant, lorsque des peptides antagonistes
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étaient présentés, ce mécanisme d’exclusion était absent. Par conséquent, les diméres de
complexes CMH/peptides ou il y a présence d’un peptide agoniste et antagoniste
pourraient jouer un rdle important dans le mécanisme de I’antagonisme. De plus,
plusieurs équipes ont démontré que pour avoir un effet antagonisme, les peptides
agonistes et antagonistes devaient étre présentés a la surface de la méme CPA (Daniel er
al., 1998a; Dittel et al., 1999; Frasca et al., 1999). Ceci pourrait appuyer I’importance de
la dimérisation dans le mécanisme de I’antagonisme. Néanmoins, d’autres équipes ont
démontré que I’antagonisme pouvait également s’effectuer si le peptide agoniste et
antagoniste €tait présenté sur des CPA différentes (Kent et al., 1997; Preckel et al., 1997;
Gilbert et al., 1998). Cependant, la plupart de ces études ont été effectuées avec des
cellules T CD8", donc avec des diméres de CMH I. Par conséquent, il est possible que le
mécanisme de 1’antagonisme soit trés complexe et différe selon les molécules du CMH

impliquées.

Afin de mieux définir I’implication de la dimérisation de complexes hétérogénes
I-EP/I-E, il serait intéressant de caractériser des peptides antagonistes se liant a la
molécule du CMH 11 I-EP et d’effectuer divers tests antagonistes avec ces nouveaux
peptides. Un allomimotope, nommé EPM, stimulant 1’alloréactivité de la cellule T 2.102 a
déja été identifié par criblage d’une banque peptidique combinatoire (Daniel et al,
1998b). Ce peptide pourrait étre utilisé pour caractériser des APLs et ainsi réaliser des

essais d’antagonisme avec la molécule du CMH 11 I-EP.

Nous avons effectué les essais d’agonisme et d’antagonisme uniquement avec des
cellules dendritiques provenant de précurseurs de la moelle osseuse de souris, donc
d’origine myéloide pour une raison pratique de quantité de cellules dendritiques.
Cependant, il semble que les différentes populations de cellules dendritiques pourraient
avoir des fonctions différentes dans le systéme immunitaire. Ainsi, certaines cellules
dendritiques, comme les cellules lymphoides CD8" seraient plus impliquées dans le
maintien de la tolérance périphérique que les cellules myéloides CD8  (Coates et al.,
2002). Par conséquent, il serait intéressant d’effectuer des essais d’antagonisme avec

différentes populations de cellules dendritiques afin de comparer leurs propriétés. Des
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cellules isolées de la rate, donc d’origine lymphoide, donneraient peut-étre des résultats
différents. Si ces cellules sont beaucoup plus efficace dans le maintien de la tolérance
périphérique, I’inhibition de la réponse pourrait étre plus importante. Aussi, des tests
antagonismes avec des cellules de Langerhans isolées de la peau pourraient étre trés
intéressant, puisque lors des greffes de peau dans le modeéle 2.102, ces cellules doivent
jouer un rle important. En effet, il a déja été démontré que les cellules de Langerhans
migrent rapidement vers les organes lymphoides secondaires lors de greffes de peau
(Richters et al., 1999). Donc, I'utilisation de ces cellules dendritiques lors des tests in vivo

pourraient nous donner des résultats différents.

2. EXPRESSION DES PEPTIDES EN FUSION AVEC LA CHAINE INVARIANTE

Lors des tests in vivo, les cellules dendritiques devront exprimées constitutivement
les APLs afin d’obtenir une expression suffisante de peptides a la surface de celles-ci.
Nous avons décidé de choisir une méthode permettant de diriger nos peptides vers les
compartiments endosomaux, en exprimant nos peptides en fusion avec la chaine
invariante. La chaine invariante a pour fonction, entre autres, de stabiliser les molécules
du CMH 1I et de les orienter vers les compartiments endosomaux MIIC (Cresswell,
1994). Par conséquent, les peptides en fusion avec la chaine invariante vont également
étre guidés vers les compartiments endosomaux ou ils pourront étre chargés sur les
molécules du CMH 1I et exprimés 4 la surface de la cellule. Nous avons démontré par
deux méthodes indirectes que nos peptides se retrouvaient bien exprimés a la surface des
cellules. Tout d’abord, les résultats obtenus par cytométrie en flux ont permis de
démontrer qu’il y avait une plus grande expression de molécules du CMH 11 a la surface
des cellules COS-7 transfectées avec la chaine invariante en fusion avec un peptide que la
chaine invariante seule (figure 12). Ces résultats suggéraient que la plus grande
stabilisation de molécules du CMH I était occasionnée par nos peptides, ceux-ci
occupant la molécule du CMH 1. Afin de confirmer que I’expression des peptides en
fusion avec la chaine invariante permet bien une plus grande expression de peptides a la

surface, il faudrait démontrer que la quantité de protéines synthétisées par les cellules lors
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des transfections est identique. Ceci pourrait étre vérifié par FACS intra-cellulaire avec
un anticorps dirigé contre la chaine invariante ou par imunobuvardage de type Western
avec le méme anticorps. Les tests de présentation d’antigénes et les tests d’antagonismes
avec les cellules COS-7 transfectées ont permis de démontrer que les peptides étaient
exprimés 4 la surface a4 un niveau suffisant pour influencer la réponse de 1’hybridome T
2.102 (figure 13). Par conséquent, ’expression de peptides en fusion avec la chaine

invariante est un moyen efficace d’exprimer des peptides a la surface d’une cellule.

Pour bien caractériser le systéme d’expression d’un peptide en fusion avec la
chaine invariante, nous avons muté les résidus d’ancrage du peptide Hb(64-76) a la
molécule du CMH II I-E*. Ainsi, nous voulions exprimer un peptide en fusion avec la
chaine invariante qui ne se lie pas a la molécule I-E*. Les résidus P1, P4, P6 et P9 de
Hb(64-76) ayant déja été identifiés comme les résidus d’ancrage a la molécule 1-EX
(Fremont et al., 1996; Vidal et al., 2000), ils ont été mutés en alanine. Cependant, nous
avons démontré que méme ce peptide muté semble se lier a I-EX et stabilise une aussi
grande proportion de molécules I-E¥ que Hb(64-76) non muté (figure 14). Un test de
présentation d’antigénes a permis de conclure que le peptide était présenté de maniére
altéré puisqu’il n’y avait qu’une trés faible stimulation de I’hybridome T 2.102 (figure
15). Ainsi, le peptide muté se lierait dans une conformation différente de Hb(64-76)
puisque les résidus interagissant avec le TCR 2.102 ne sont plus accessibles pour celui-ci.
Il a déja été démontré que les résidus situés aux extrémités de la séquence peptidique
pouvaient également jouer un réle important pour la stabilisation des peptides dans la
niche peptidique (Nelson ez al., 1993; Nelson er al., 1994). Ainsi, il serait intéressant de
muter quelques résidus aux extrémités, par exemple P-1, P-2, P-3 et P-4, et de vérifier s’il
y a encore stabilisation d’une plus grande proportion de molécules I-E¥  la surface des

cellules.
3. ADENOVIRUS RECOMBINANTS

Les adénovirus recombinants ont été choisis pour infecter les cellules

dendritiques afin d’obtenir des cellules dendritiques exprimant constitutivement les
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peptides antagonistes. Le choix d’utiliser un vecteur adénovirus reposait tout d’abord sur
la facilité a générer par recombinaison homologue les adénovirus recombinants. Les
adénovirus infectent assez facilement les cellules dendritiques immatures et surtout
matures, contrairement aux rétrovirus qui infectent seulement les cellules en division,
donc ne peuvent infecter les cellules dendritiques matures. Ainsi, normalement avec une
MOI entre 50 et 100, il est possible d’obtenir 80% de cellules infectées. De plus, il est
habituellement possible d’obtenir un titre de ’ordre de 10° et méme de 10'° lors de
I’amplification des adénovirus. Par conséquent, des adénovirus recombinants exprimant
les APLs et le peptide agoniste Hb(64-76) ont été générés. Malheureusement, le titre des
adénovirus recombinants obtenu lors des amplifications n’a pas été aussi élevé que prévu,
soit un maximum de I’ordre de 10%. Donc, lors d’infections des cellules avec les
adénovirus recombinants, il a été impossible d’infecter les cellules dans un volume plus
petit que 2 ml d’adénovirus recombinants. Pour remédier & ce probléme, 1’utilisation de
cellules 293A en suspension serait une bonne alternative pour obtenir un titre plus élevé,
puisque la concentration cellulaire serait beaucoup plus élevé et, par conséquent la

concentration en virus également.
3.1 Infection des cellules CHO-E*

Les cellules dendritiques différenciées a partir de la moelle osseuse étant des
cellules trés fragiles dont la culture nécessite des conditions particuliéres, nous avons tout
d’abord infecté des cellules CHO-E* avec les adénovirus recombinants dans le plus petit
volume possible. Ceci ne représente pas les conditions d’infection que nous voulions
utiliser, mais nous voulions tout d’abord vérifier I’infection par les adénovirus
recombinants et la fonctionnalité des adénovirus recombinants, ¢’est-a-dire 1’expression
des APLs. Ainsi, les cellules CHO-E infectées avec les adénovirus recombinants ont été
utilisés pour réaliser des tests de présentation d’antigénes et d’antagonistes. Les cellules
CHO-E* infecté avec ’adénovirus recombinant Hb(64-76) ont stimulé I’hybridome T
2.102 (figure 17) et les cellules infectées avec les adénovirus recombinants N73 et S69
ont inhibé la réponse de I’hybridome T 2.102 (figure 18). Ainsi, nous avons démontré

Pactivité fonctionnelle des adénovirus puisqu’ils sont capables d’infecter les cellules et
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d’exprimer les APLs.

3.2 Infection des cellules dendritiques

Par la suite, nous avons vérifié si les adénovirus recombinants pouvaient infecter
une grande proportion de cellules dendritiques, et ce 4 une MOI de 100 ou moins.
Cependant, étant donné le titre peu élevé, les cellules dendritiques n’ont pu étre infectées
dans le volume désiré. Elles ont été infectées dans un volume 20 fois supérieur au volume
prévu. Nous avons tout de méme pu démontrer la stimulation de I’hybridome T 2.102 par
les cellules dendritiques immatures infectées avec 1’adénovirus recombinant Hb(64-76)
(figure 19). L’antagonisme par les adénovirus recombinants N73 et S69 n’a pas pu étre
démontré (figure 20). Cependant, comme les données en cytométrie indiquaient moins de
2% de cellules dendritiques exprimant la GFP, la proportion de cellules dendritiques
présentant le peptide Hb(64-76) était de loin supérieur aux cellules exprimant les APLs.
Donc, nous pouvons présumer que I’effet antagonisme des peptides n’a pas été observé
etant donné ce faible pourcentage de cellules dendritiques infectées. L’obtention d’un titre
élevé aurait permis de définir les meilleures conditions d’infection. Les cellules
dendritiques pourraient étre infectées a une MOI inférieure a 100 afin d’évaluer le
pourcentage de cellules infectées et également le taux de mortalité des cellules
dendritiques. De plus, comme le volume total lors de I’infection joue un rdle primordial,
celui-ci pourrait étre ajusté afin d’obtenir le meilleur taux de transfection. Le temps
d’infection est un autre paramétre important qui devrait étre ajusté afin d’obtenir les

conditions optimales d’infection.

De plus, les conséquences de I’infection par les adénovirus recombinants sur la
maturation des cellules dendritiques n’ont pas été déterminées. Pour effectuer les tests,
nous avons utilisé seulement des cellules dendritiques immatures. L’infection de cellules
dendritiques matures versus des cellules dendritiques immatures pourrait ne pas étre
identique. Lors de la culture des cellules dendritiques in vitro, celles-ci semblaient
beaucoup plus fragiles que les cellules dendritiques immatures puisque la quantité de

cellules dendritiques matures obtenues était plus faible. Par conséquent, les cellules
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dendritiques matures pourraient étre moins résistantes lors d’infection avec les adénovirus
recombinants. Les conséquences de I’infection de 1’adénovirus recombinant sur les
propriétés des cellules dendritiques n’ont également pas été déterminées. Plusieurs
équipes ont démontré que I’infection par des adénovirus entrainaient la maturation des
cellules dendritiques tandis que d’autres équipes ont démontré que ’adénovirus était un
moyen efficace et non perturbant pour transfecter des cellules dendritiques (Rea ef al.,
1999; Zhong et al., 1999; Morelli et al., 2000). Ainsi, comme les essais d’antagonismes
vont €tre réalisés avec des cellules dendritiques immatures et matures, il serait primordial
de définir I’impact de I’infection par 1’adénovirus sur les cellules dendritiques. Dans le
cas ou les cellules dendritiques deviendraient matures par I’infection de 1’adénovirus, il
serait possible d’inhiber la maturation des cellules dendritiques avec 1’IL-10 ou le TGF-p.
L’infection de cellules dendritiques avec un adénovirus exprimant le TGF-p a déja été
démontré comme efficace pour empécher la maturation des cellules dendritiques (Lee et
al., 1998). Ainsi, plusieurs paramétres restent a optimiser afin d’obtenir les meilleures
conditions d’infection et pour caractériser les effets des adénovirus recombinants sur les

cellules dendritiques.
4. TESTS INVIVO

A moyen terme, le but du projet est de tester la capacité des peptides antagonistes
a moduler in vivo le rejet de greffes dans un modéle de souris transgéniques 2.102. Pour
ce faire, nous avons développé un modele de greffe de peau (figure 21) ou des souris
déficientes pour la chaine a du TCR (TCRaKOK) (H-2¥) servent de souris receveuses.
Ces souris n’expriment pas de TCR aff fonctionnel, mais possédent des populations
normales de cellules B, de cellules NK et de lymphocytes y8. Ces souris sont incapables
de rejeter un greffon. Ainsi, avant la greffe de peau, des cellules T 2.102 isolées de souris
transgéniques 2.102Tg sont transférées a ces souris, puis de la peau provenant de la queue
de souris donneuses sont greffés 4 la souris receveuse. Nous possédons également une
lignée de souris (B6(mHEL-Hb)) qui exprime une forme membranaire du lysozyme de
poulet (HEL) contenant le peptide Hb(64-76) inséré sous le contrdle du prometteur de la

chaine I-Ea (Williams, C. B. et al., 1998). Par conséquent, Hb(64-76) agit comme un
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épitope immunodominant et peut étre considéré comme un substitut de molécules du
CMH 1L 1l est possible d’étudier le rejet de greffe par la voie indirecte en utilisant des
souris donneuses (B6(mHEL-Hb) x B6.AKR)F, et d’étudier le rejet de greffe par la voie
directe en utilisant des souris donneuses exprimant les deux molécules du CMH II I-EP et
I-E¥, (B6.AKR x B10.P)F,. L’injection de cellules dendritiques du donneur exprimant les
APLs permettra d’évaluer la modulation du rejet par les peptides antagonistes dans les
deux voies d’alloréactivité directe et indirecte. Comme nous avons démontré que tant les
cellules dendritiques immatures que matures peuvent inhiber la réactivité restreinte au soi
ou I’alloréactivité de la cellules T 2.102 in vitro, les 2 types de cellules dendritiques

pourront €tre utilisés pour moduler le rejet de greffe in vivo.

Mis a part la modulation du rejet de greffe, les cellules dendritiques exprimant des
peptides antagonistes pourraient étre utilisées in vivo afin d’étudier la sélection thymique
et le maintien de la tolérance périphérique. Ces deux aspects du systéme immunitaire
demeurant quelques peu nébuleux, D’utilisation de cellules dendritiques exprimant les
APLs permettrait de mieux caractériser la sélection thymique et la tolérance périphérique.
Tout d’abord, les cellules dendritiques exprimant les APLs pourraient étre ajoutées dans
un systeme ex vivo de « fetal thymic organ cultures W FTOC) afin de définir la nature des
peptides impliqués dans la sélection négative et positive. Aussi, les cellules dendritiques
exprimant les APLs pourraient étre injectés directement dans le thymus afin d’étudier in
vivo 'impact de ’expression de différents APLs par les cellules dendritiques dans le
thymus. Finalement, il serait possible d’étudier 1’implication des APLs et des cellules
dendritiques dans le maintien de la tolérance périphérique dans un modéle d’auto-
immunité, par exemple dans un modéle murin d’EAE. De plus, I’utilisation de différentes
sortes de cellules dendritiques exprimant des APLs pourraient nous permettre de mieux
évaluer le role de chaque type de cellules dendritiques dans le maintien de la tolérance

périphérique et le déclenchement de la réponse immunitaire.
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(B10.P x B6.AKR)F, H-2°k (B6(mHEL-Hb) x B6.AKR)F, H-2®
alloreconnaissance directe Alloreconnaissance indirecte

B6.AKR H-2k
isogénique

sSouris receveuse
TCRoKOK H-2k

Cellules effectrices : - cellules T CD4* de souris 2.102Tg H-2%

- cellules dendritiques transfectées avec
les peptides antagonistes et témoins
Figure 21. Modéle de greffe in vivo.



CONCLUSION

Le but de cette étude était de démontrer la capacité des cellules dendritiques a
présenter des peptides antagonistes afin de moduler éventuellement la réponse de cellules
T in vivo dans un modéle murin de rejet de greffes. Nous avons inhibé la réactivité
restreinte au soi d’hybridomes T 2.102 et de cellules T 2.102 naives en utilisant des
cellules dendritiques différenciées a partir de précurseurs de la moelle osseuse de souris
presentant des peptides synthétiques. Pour exprimer constitutivement des peptides dans
les cellules dendritiques, nous avons choisi un systéme d’expression des peptides en
fusion avec la chaine invariante. Nous avons démontré que ce systéme d’expression
permettait d’exprimer nos peptides a la surface de cellules COS-7 a un niveau suffisant
pour inhiber la réponse de I’hybridome T 2.102 stimulé par 1’agoniste Hb(64-76). De
plus, nous avons généré des adénovirus recombinants qui expriment les différents APLs.
En infectant des cellules CHO-E¥, nous avons démontré que ces adénovirus étaient
fonctionnels et que les peptides étaient exprimés par les cellules infectées. Des essais
préliminaires d’infections de cellules dendritiques avec les adénovirus recombinants ont
permis de stimuler I’hybridome T 2.102 par les cellules dendritiques infectées avec
’adénovirus exprimant Hb(64-76). Cependant, 1’antagonisme par des cellules
dendritiques infectées avec les adénovirus recombinants exprimant les peptides
antagonistes n’a pas pu étre démontré. Des tests supplémentaires d’antagonisme devraient
étre effectués avec les adénovirus recombinants afin de démontrer I’efficacité des cellules
dendritiques exprimant constitutivement des APLs a inhiber la réponse de cellules T in

vitro, puis in vivo.
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