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RESUME

La reponse allogénique est caractérisée par une fréquence élevée de précurseurs
de cellules T capables de reconnaitre les molécules du CMH allogéniques. En effet, 1 a
10% des cellules T périphériques répondent aux alloantigénes, ce qui s'avére étre un
obstacle majeur aux transplantations. Il a été démontré que les peptides du soi associés
aux molécules du CMH jouent un réle crucial dans I’alloréactivité. Les progrés réalisés
sur l'identification et la caractérisation de ces peptides ont jusqu'ici été principalement
réalisés sur des systémes impliquant des molécules du CMH 1. L'absence d'un systéme de
CMH 1I soi/alloréactivité limite nos connaissances sur les mécanismes moléculaires

d’interaction TCR-peptide-CMH du soi vs TCR-peptide-CMH alloréactif,

Un modele d'étude du rejet de greffe utilisant diverses souris transgéniques a donc
été mis au point dans notre laboratoire. Dans ce cadre, notre modéle CMH II est basé sur
le clone de cellule T CD4" 2.102. Ce clone est spécifique au peptide de I'hémoglobine
Hb(64-76) lorsque présenté par une molécule du CMH II I-E¥ du soi. La cellule T 2.102
est également alloréactive contre la molécule du CMH II I-EP ou le ou les peptides
naturels présentés ne sont pas encore connus. L'objectif de ce projet est d'identifier et de
caractériser ces peptides naturels a 1’aide d’une purification des molécules du CMH 11 par

chromatographie d’affinité et la caractérisation des peptides associés aux molécules.

Les complexes CMH II I-EP/peptide ont été purifiés par chromatographie
d'affinite a partir de la lignée cellulaire CH27-EP-EPM. Cette lignée cellulaire exprime
constitutivement les complexes CMH 11 I-EP/peptide EPM. Le peptide EPM, généré suite
au criblage d’une banque peptidique combinatoire, a été utilisé pour valider la méthode.
Une fois les complexes CMH 11 I-EP/peptide purifiés, les peptides ont été dissociés des
molécules du CMH II par traitement acide puis séparés par HPLC. Nous avons démontré
que certaines fractions d’HPLC peuvent reconstituer 1’alloréactivité de la cellule T 2.102.
En particulier, les fractions obtenues a 50,5, 58 et 64 minutes sont celles capables de

stimuler le plus fortement la cellule T 2.102. Ces fractions ont été analysées par



spectrométrie de masse. Deux peptides ont été identifiés dans les fractions a 50,5 min et
64 min. Le premier correspond aux 13 acides aminés de I’épitope EPM. Le second
peptide correspond aux 13 acides aminés de I’épitope EPM additionné d’une glycine et
d’une sérine 4 I’extrémité C-terminale. Ces deux derniers résidus proviennent des acides
aminés encodés dans la cassette d’expression du vecteur utilisé pour la transfection des
cellules CH27-EP-EPM. Les expériences pourront étre effectuées avec la lignée cellulaire
CH27-E" afin d’identifier et de caractériser les peptides naturels capables de reconstituer

1’alloréactivité de la cellule T 2.102.
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INTRODUCTION



Les molécules du CMH jouent un réle trés important dans la réponse immunitaire.
Depuis plusieurs années, les chercheurs ont vu dans les peptides présentés par les
molécules du CMH un potentiel intéressant pour le développement de vaccins ou
d’approches thérapeutiques et ce, pour les cancers, les maladies autoimmunes ou le rejet
de greffe d’organe. Nous savons que la réponse allogénique est caractérisée par une
fréquence élevée de précurseurs de cellules T capables de reconnaitre les molécules du

CMH allogéniques, ce qui s’avere étre un obstacle majeur aux transplantations (1).

Les peptides du soi liés aux molécules du CMH sont fortement impliqués dans
’alloréactivité. Les progreés sur 1’identification et la caractérisation de ces peptides ont
jusqu’a présent €té principalement réalisés sur des systémes impliquant des molécules du
CMH 1 (2-4). Compte tenu du faible nombre d’informations disponibles sur
I’alloréactivité des molécules du CMH de classe 1I et I’implication des peptides qui y sont
présentés, notre laboratoire a mis au point un modéle d'étude du rejet de greffe pour nous
aider & mieux comprendre l'alloréactivité. Il est basé sur le clone de cellule T CD4* 2.102
(5). Ce clone est spécifique au peptide de I'hémoglobine Hb(64-76) lorsque présenté par
une molécule du CMH 1I I-E* du soi et est également alloréactif contre la molécule du
CMH 11 I-EP ou le ou les peptides naturels présentés ne sont pas encore connus. Etant
donné que le mode d’interaction entre les cellules alloréactives et les molécules du CMH
est encore inconnu, I’identification et la caractérisation des ligands des cellules T
alloréactives permettrait d’augmenter nos connaissances au niveau des bases moléculaires
de I’alloréactivité ainsi que mieux comprendre comment ils peuvent influencer les

alloréponses in vivo.

L'objectif de ce projet était d'identifier et de caractériser ces peptides naturels par
une approche protéomique. Les complexes CMH II I-EP/peptide ont d’abord été purifiés
par chromatographie d'affinité. Par la suite, les peptides naturels ont été dissociés des
molécules du CMH 1I puis séparés par HPLC. Finalement, les peptides capables de

stimuler la cellule T 2.102 ont été analysés par spectrométrie de masse.
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1. Historique

Les vertébrés ont développé un systéme de défense adapté pour lutter contre les
microorganismes pathogenes et le cancer que 1’on appelle systéme immunitaire. Le
systéme immunitaire a pour fonction de permettre a un organisme pluricellulaire de
maintenir la cohérence des cellules et des tissus qui le constituent. Il doit également
assurer son intégrité en éliminant ses propres constituants qui ont été altérés et les
substances étrangéres auxquels ils sont exposés. Les macrophages et les neutrophiles du
systtme immunitaire naturel représentent la premiére ligne de défense contre de
nombreux microorganismes communs et sont indispensables pour des infections
bacteriennes courantes. Cependant, ils échouent parfois, ce sont donc les lymphocytes T
du systéme immunitaire adaptatif qui ont évolué pour fournir un moyen de défense plus
élaboré. Le systéme immunitaire adaptatif des vertébrés est alerté lorsqu’il y a présence
d’une infection. Les peptides antigéniques sont présentés a la surface des cellules en
association avec les molécules du complexe majeur d'histocompatibilit¢ (CMH). Les
complexes CMH/peptide seront alors reconnus par les cellules T et engageront par un

TCR hautement spécifique, l'initiation de la réponse immunitaire (6, 7).

Les molécules du CMH jouent donc un role trés important dans la réponse
immunitaire. L’étude des molécules du CMH a commencé au début des années 1900 par
les analyses de tumeurs transplantées entre souris. Il a été démontré en 1916 que
différents génes dominants semblaient avoir un impact sur les greffes de tumeurs
allogéniques (8). Toutefois, il a été observé qu'il était possible d'effectuer une greffe de
peau entre jumeaux identiques, aussi appelée greffe isogénique et ce, sans qu'il y ait rejet
de la greffe (9). La poursuite des études sur les facteurs génétiques influencant la
transplantation a mené a l'identification du CMH des souris (H-2) en 1937 (10) et la
caractérisation de celui-ci en 1948 (11). Quelques années plus tard, le CMH humain a
finalement été identifié en analysant les réactions d’agglutination obtenues avec les

sérums des sujets immunisés & 1’occasion de transfusions sanguines (12).



La surveillance compléte de 1’environnement cellulaire est effectuée par deux
classes de molécules du CMH appelées classe I et classe II. Le complexe majeur
d’histocompatibilité est aussi appelé systtme HLA pour "Human Leucocytes Antigen"
car ce sont les différences antigéniques entre les globules blancs de différents individus
qui sont a I"origine de leur découverte (13). Les molécules HLA sont des glycoprotéines
transmembranaires de type I, appartenant a la superfamille des immunoglobulines, dont la
fonction principale est de présenter les peptides aux cellules T CD8" pour les CMH 1 et T
CD4" pour les CMH 1I (6). Le CMH est un ensemble de plus de 200 genes s’étendant sur
4 centimorgans d’ADN soit environ 4 millions de paires de base. Les génes du CMH se
situent sur le segment du bras court du chromosome 6 (6p21.3) chez 1'humain et sur le
chromosome 17 chez la souris (14). Le CMH est constitué de trois familles de génes
comprenant les molécules du CMH I, II et III. Chez I’humain, il y a les molécules de
classe I dites classiques qui sont hautement polymorphiques (HLA-A, B, C) et les non-
classiques qui le sont moins (HLA-E, F, G). Le CMH de classe II contient environ 25
geénes aussi regroupés en deux principales classes, les classiques (HLA-DR, DP et DQ)
qui sont hautement polymorphiques et les non-classiques (HLA-DM et HLA-DO) qui
montrent un polymorphisme limité (15). La région du CMH de classe III est définie
comme un segment situé entre les régions du CMH 1 et II et contient une collection de
genes hétérologues qui ont le potentiel d'une fonction immune ou inflammatoire (14). Les
molécules du CMH I de souris sont nommeées H-2 (K, D et L) alors que les molécules du
CMH II sont nommeées I-A et I-E (16). La figure 1 représente 1’organisation générale des
genes du CMH de I’humain et de la souris. Les combinaisons particuliéres des alléles du

CMH trouvées sur les chromosomes individuels sont connues sous le nom d’haplotype

(17).
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Figure 1 : Arrangement des génes du CMH de classe I et IT humain et murin
(Figure tirée de Janeway, 2e Edition, 2001)



2. Les deux classes de molécules du CMH

Contrairement aux lymphocytes B qui peuvent reconnaitre un antigéne natif, les
lymphocytes T peuvent reconnaitre un antigéne seulement lorsque celui-ci est présenté
par une molécule du CMH. Les deux classes de molécules du CMH sont donc
responsables de la présentation de protéines du soi et du non soi aux lymphocytes T (18).
Les molécules du CMH vont présenter a la surface des cellules des peptides et des
fragments protéiques provenant du cytosol ou du milieu environnant. Ces deux voies sont
geénéralement appelées la voie endogéne et la voie exogéne. Le CMH a une organisation
relativement conservée entre les espéces animales. Il s’agit d’un systéme multigénique,

multiallélique, d’expression codominante (19).

2.1 Les molécules du CMH de classe 1

Les molécules du CMH 1 sont hautement exprimées a la surface de toutes les
cellules nucléées. La présentation d’antigéne par les molécules du CMH de classe I est
souvent définie comme la voie endogeéne (15). La voie endogéne est celle ou des peptides
dérivés de protéines résidant dans le cytosol cellulaire vont étre présentés par les
molécules du CMH I aux cellules T. Les peptides sont normalement issus de pathogénes,
souvent des antigénes viraux qui seront reconnus par des cellules T CD8" cytotoxiques,
lesquelles sont spécialisées pour tuer les cellules infectées de fagon spécifique (20, 21).
Les réponses des cellules T sont généralement trés efficaces contre des pathogénes
restreints & la voie endogéne. Les cellules dendritiques infectées par des pathogénes sont
d’ailleurs habituellement affectées fonctionnellement. Alors comment les cellules
dendritiques peuvent activer les cellules T CD8" cytotoxiques si elles n’expriment pas les
antigénes aprés l’infection? Le modéle classique du CMH 1 décrivant la voie de
présentation endogéne d’antigénes semble inadéquat pour entiérement expliquer ce
phénomene. Dans les cellules non-hématopoiétiques, le probléme de restriction a la voie
de présentation du CMH I est critique. En effet, les cellules non-hématopoiétiques saines
peuvent devenir des cibles pour les cellules T cytotoxiques étant donné qu’elles ne sont

pas des cellules présentatrices d’antigéne.. Il y a aurait donc une voie alternative



permettant aux cellules dendritiques et possiblement aux macrophages de présenter les
antigénes de cellules infectées ou anormales aux cellules T cytotoxiques facilitant ainsi la
génération d’une réponse immunitaire CMH I restreinte. Cette voie, appelée présentation
croisée, permet donc la présentation de peptides exogénes dans un contexte de molécules
du CMH I donnant ainsi une chance de prévenir la dissémination de pathogénes et la
propagation de cellules cancéreuses a travers le systéme lymphatique (22). Ces derniéres
annees, quelques équipes ont contribué a la compréhension du fonctionnement de la

présentation croisée (23, 24).

2.2. Les molécules du CMH de classe 11

Autant I’expression des molécules du CMH 1 est ubiquitaire dans les tissus, autant
I’expression des molécules du CMH 1I est plus restreinte a des cellules données. Les
molécules du CMH II sont exprimées seulement sur les cellules présentatrices d’antigéne
spécialisées telles que les lymphocytes B, les cellules dendritiques (incluant les cellules
de Langerhans de la peau), les macrophages tels que les cellules Kupffer dans le foie et
les cellules T activées dans la plupart des espéces a I’exception des souris (25, 26). Les
molécules du CMH 11 présentent les peptides aux cellules T CD4". La fonction principale
de ces cellules T est de réguler I’activation ou la suppression des autres cellules
effectrices du systéme immunitaire. Ces molécules clés sont critiques pour de nombreux
aspects des fonctions immunitaires comme la sélection des cellules T, I’induction de la
tolérance, la production d’anticorps, I’immunité médiée par les cellules T et la réponse
inflammatoire (27). Les cellules T CD4" vont sécréter une ou plusieurs cytokines
appelées interleukines (IL) comme I’IL-2, IL-4, IL-5 ou linterféron y qui servent a
amplifier la réponse immune globale en contribuant a la prolifération des cellules T et B,
l'activation des macrophages ou la différenciation des cellules B (28). Les molécules du
CMH II lient des peptides issus de protéines contenus dans les vésicules intracellulaires et
présentent ainsi des peptides dérivés de pathogénes vivants dans les vésicules
macrophagiques ou ingérés par les cellules phagocytaires et les cellules B. Les molécules
du CMH 1I présentant des peptides dérivés d’antigénes exogénes et présents dans des

vésicules seront reconnues par des cellules T (29). Toutefois, il peut arriver que des



peptides naturels présents dans la cellule soient présentés par les molécules du CMH 11
par la voie endogéne, c’est-a-dire des protéines du soi qui ont été dégradées provenant du
cytosol (30). Compte tenu de leur réle de principaux médiateurs du rejet de
transplantation, ces molécules sont des cibles pour les thérapies immunitaires dans la
prévention des rejets de greffe de tissus et d’organes. Les molécules du CMH II sont
également impliquées dans des maladies comme I’arthrite rhumatoide et la sclérose en

plaque (27).

3. Les structures des molécules du CMH de classe I et 11

La percée majeure dans la compréhension de la restriction au CMH et la
présentation d’antigéne est survenue suite a la premiére cristallographie a rayons X de la
structure de 1a molécule du CMH I en 1988 (31). La premiére structure cristallographique
de la molécule du CMH II a été publiée 5 ans plus tard (32). La technologie de la
cristallographie nous a donc permis d'observer que les structures tridimensionnelles des
molécules du CMH 1 et II sont assez semblables bien que présentant des différences
notables. Elles se distinguent par de petites différences mais partagent la plupart de leurs
caractéristiques structurales principales. La plus importante de ces similitudes est
I’existence de deux domaines extracellulaires qui se combinent pour créer une cavité
allongée dans laquelle un fragment peptidique unique capté au cours de la synthése et de
I’assemblage de la molécule du CMH sera présenté & la surface cellulaire. Ce sillon
creusé dans lequel une variété de peptides peuvent étre fixée s’appelle la niche peptidique

(33).

3.1 La structure des molécules du CMH de classe I

Les molécules du CMH I sont composées d'une chaine lourde o organisée en trois
domaines extracellulaires al, a2 et a3 d'approximativement 90 acides aminés de long,
d'une partie transmembranaire de 40 acides aminés, d'une courte queue cytoplasmique de

30 acides aminés et d’une chaine légere invariante, la B,-microglobuline (Bm) (34). La



Bam est codée par un géne localisé sur le chromosome 15 (35). Elle est située prés de la
membrane et est associée par un lien non covalent & la molécule. L'étude des séquences
indique que la chaine lourde des molécules du CMH I est une molécule trés
polymorphique. En effet, la chaine lourde de 44 kDa est porteuse de la variabilité

allélique.

La niche peptidique de la molécule du CMH I est formée des domaines a1 et a2.
La niche de la molécule du CMH I est dite fermée puisque les extrémités de la niche sont
liées par des interactions avec le peptide empéchant celui-ci d’étre plus long que 8 a 10
acides aminés. Les peptides adoptent une conformation allongée le long du sillon. Si les
peptides sont un peu plus longs, ils vont former un pli de fagon a entrer dans la niche

peptidique (Figure 2A, Figure 2C) (17, 36).

3.2 La structure des molécules du CMH de classe I1

La molécule du CMH 1II est composée d’un complexe non covalent de deux
chaines, la chaine a (al et a2) et la chaine B (B1 et B2). La chaine o a un poids
moléculaire d'environ 33 & 35 kDa et la chaine B d'environ 25 a 30 kDa (37, 38). Les
deux chaines sont des glycoprotéines membranaires intégrales composées d’une région
extracytoplasmique N-terminale divisée en deux domaines de 90 & 100 acides aminés,
d’une région transmembranaire de 20 a 25 acides aminés et d'un domaine cytoplasmique
court de 12 & 15 acides aminés (28). L’association des domaines N-terminaux ol et B1
avec une plate-forme P et 2 hélices o forment la structure nécessaire a la niche peptidique
de la molécule du CMH II. Les deux sous-unités al et B1 sont supportées par les
domaines a2 et B2. La niche peptidique du CMH 1I est dite ouverte. Les groupes de
résidus conservés qui lient les deux extrémités d’un peptide dans la molécule du CMH 1
sont absents chez la molécule du CMH II. Les extrémités du peptide ne sont donc pas
liées. L’ouverture de la niche permet aux molécules du CMH 11 de lier des peptides plus
longs que les CMH 1, c’est-a-dire des peptides allant de 10 & 15 acides aminés (Figure
2B, Figure 2D) (6, 17, 39).
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CMH 1

Figure2 A

Figure 2 : Structure des molécules du CMH de classe I et IT
(Figures tirées de Janeway, 2e Edition, 2001)
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3.2.1 Les interactions du peptide avec la niche peptidique

La niche peptidique des molécules du CMH 1 et 11 est composée de deux hélices o
formées par deux domaines séparés de la molécule du CMH ce qui se trouve au-dessus
d'un plancher composé de huit feuillets p anti-paralléles. Il y a un profond sillon entre les
hélices a afin d'accommoder la liaison du peptide. Quatre feuillets B et une hélice a sont
dérivés de chacune des sous-unités. L'hélice o de la niche peptidique est formée des

résidus 50 a 80 de la chaine o et des résidus 55 &4 90 de la chaine B (28).

Autant la molécule du CMH II démontre une structure trés similaire a la molécule
du CMH I en ce qui a trait & sa structure plissée autant ces deux molécules sont
différentes aux extrémités du sillon de liaison des peptides. Comme la niche peptidique
des molécules du CMH I est dite fermée, la liaison du peptide dans le sillon est stabilisée
aux deux extrémités par des interactions entre les atomes des extrémités libres amino et
carboxy-terminales du peptide. Le peptide est également maintenu par des groupes de
résidus tyrosines communs & toutes les molécules du CMH 1 formant des ponts
hydrogénes avec I’extrémité aminée du peptide. Un autre groupe de résidus forme des
ponts hydrogénes et des interactions ioniques avec le squelette du peptide a 1’extrémité
carboxylée. Les extrémités du sillon de liaison peptidique des molécules du CMH II sont
dite ouvertes ce qui permet d’accommoder la liaison de peptides avec les extrémités N-
terminales et C-terminales débordant de la niche. Le peptide prend une conformation en
hélice polyproline de type II allongée dans le sillon de la molécule du CMH II et est
maintenu dans le sillon par les chaines latérales. Le peptide s’enfonce dans les poches
plus ou moins profondes formées par les résidus polymorphes. Des interactions entre le
squelette du peptide et les chaines latérales des acides aminés conservés qui bordent le
sillon de liaison du peptide dans toutes les molécules du CMH II maintiennent également
le peptide dans le sillon. Les quelques structures cristallographiques existantes de
complexes CMH Il/peptide montrent que les chaines latérales des acides aminés 1, 4, 6 et
9 du peptide peuvent étre maintenues dans ces poches de liaison. Les poches de liaison
les plus profondes et le plus communément utilisées sont P1 et P9 suivies de P4 et P6. La

lettre P est utilisée pour désigner point d’ancrage (Figure 3) (17, 19, 36, 40).
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Figure 3 : Superposition des structures de la molécule du CMH II murin
(I-A* et I-E*) et CMH II humain (HLA-DR)
(le domaine a, en cyan, le domaine 3; en magenta, le peptide en jaune et les ax et Bx
représente les positions des résidus sur les différents domaines)
(Figure tirée de Fremont et al., 1998)
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Pour la plupart des molécules du CMH II, l'interaction dominante dans la niche
peptidique est de nature hydrophobique. Toutefois, I-A* est un exemple de molécule du
CMH 1I ou l'interaction avec le point d'ancrage dominant P1 est électrostatique (40).
HLA-DR et I-E* sont étroitement apparentées puisque pour ces molécules le
polymorphisme est concentré sur la chaine B. Ce n’est pas le cas pour les autres membres
de la famille des molécules du CMH II HLA-DQ, HLA-DP et I-A puisque le
polymorphisme se retrouve également sur la chaine a. Normalement, la liaison de la
majorité des peptides se produit entre les chaines latérales et les résidus d’ancrage clés.
Le fait d’identifier quelques résidus critiques & la liaison peptidique nous permet de
définir les motifs de liaison du peptide spécifique a un alléle. Par exemple, les peptides
pouvant se lier a la molécule I-E¥ possedent une isoleucine, une leucine ou une valine en
position P1 et une lysine ou occasionnellement une arginine en P9. Les poches P4 et P6
de I-E¥ sont moins restrictives. Habituellement, nous retrouvons un acide aminé
hydrophobique en P4 alors qu’il est assez commun de retrouver en P6 une glutamine, un
acide glutamique, un acide aspartique ou une arginine. Un bon exemple de peptide
pouvant étre 1ié a I-E¥ est le peptide de I’hémoglobine composé des acides aminés 64 4 76
(20, 25, 37, 41).

P1 P4 P6 P9
GKKVITAFNEGLK
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3.2.2 Liaison entre les domaines a1 et 1

La liaison entre les chaines o et B se situe au niveau des domaines a1 et f1. 11 a
été démontré que certaines positions polymorphiques a I’extrémité N-terminale du
domaine B1 sont importantes pour la liaison des chaines a et B. En effet, des mutations
aux résidus 9, 12, 13, 14 et 17 ameénent une absence compléte de I’expression de
I’hétérodimeére. 11 a également été démontré que des mutations a I’extrémité C-terminale
du domaine B, par exemple, la position 78 ou 86, entrainent une inhibition de I’expression

ou une séquestration de 1’hétérodimere dans les compartiments cytoplasmiques (42).

Les deux domaines a1 et 1 sont reliés entre eux par un pont salin formé entre les
résidus a76Arg et B57Asp. La formation de ce lien est importante pour la stabilité de
I’hétérodimeére af. Ces résidus peuvent également interagir avec le squelette du peptide
et ce, en position P10, permettant ainsi la formation d’un lien hydrogéne prés de la région
C-terminale du peptide (25, 43). La liaison peptidique avec les molécules du CMH 11 est
caractérisée par des séries de liaisons hydrogénes entre des acides aminés génétiquement
conservés et le squelette du peptide. Dans la plupart des structures cristallographiques des
molécules du CMH 11, ces liaisons hydrogénes se font entre les positions a53, a62, 69
et a76 de la chaine o et les positions 57, 61 et P82 de la chaine B. Ces positions sont
impliquées dans les liaisons hydrogénes entre la chaine du peptide et la niche peptidique
(Figure 4) (40, 44).
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Figure 4 : Les liaisons hydrogénes entre la molécule du CMH II I-A¥ et
le peptide HEL
(le domaine a, en bleu, le domaine 3, en magenta et le peptide en jaune)
(Figure tirée de Fremont et al., 1998)
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3.2.3 Reconnaissance de la molécule du CMH par le TCR

Les cellules T expriment a leur surface des récepteurs appelés TCR. Ces
reécepteurs ressemblent aux immunoglobulines au niveau de leur structure car ils
possedent tous les deux des régions constantes (C) et variables (V). Ils sont également
similaires au niveau du mécanisme génétique qui produit leur variabilité génétique. Le
role du TCR est de reconnaitre les antigénes exposés a la surface des cellules par
I’intermédiaire des molécules du CMH. La reconnaissance d’un ligand va induire un
signal intracellulaire dans la cellule T. Le TCR est composé d’une chaine o et d’une
chaine B. Le CDRI1 et le CDR2 sont codés dans les segments de la lignée germinale des
genes V pour les chaines a et B. La diversité des boucles CDR1 et CDR2 de Va. et VP est
limitée a celle déja présente dans la lignée germinale. Le CDR3 est formé durant la
recombinaison somatique de I’ADN. Les régions CDR3 de Vo et VP sont responsables
d’une grande partie de la diversité du TCR of (45). La région hypervariable CDR3 est
localisée au-dessus du centre du site de liaison CMH/peptide et fait contact avec le
peptide antigénique ainsi que les hélices o de la molécule du CMH. Les régions moins
variables CDR1 et CDR2 vont étre en contact avec les terminaisons du peptide
antigénique et avec les résidus des hélices a (CDR1) ou exclusivement la partie centrale

des hélices a de la molécule du CMH (CDR2).

La diversité des ligands des molécules du CMH est largement plus grande que le
nombre de cellules T présent dans un individu au méme moment. Il a donc été suggéré
que I’habilet¢ d’un nombre restreint de cellules T & reconnaitre presque tous les
complexes CMH/peptide est réalisable par une dégénérescence élevée, un phénomene
aussi appelé réactivité croisée (46). La réorganisation majeure de la conformation est
limitée au CDR3 (47). En effet, il a été démontré que des substitutions d’acides aminés
du peptide antigénique ou des changements dans la région CDR3 peuvent changer
dramatiquement I’interaction globale entre la molécule du CMH et le TCR. Ces
phénoménes suggérent que les contacts entre le CMH et le TCR sont
extrémement flexibles et qu’ils peuvent se faire de différentes fagons avec la

configuration finale du complexe CMH/Ag/TCR déterminée par 1’antigéne.

17



4. La voie d’apprétement et de présentation des antigénes par les molécules du

CMH de classe 11

4.1 L'entrée des antigénes exogénes

Les antigénes peuvent entrer dans les compartiments endosomaux par divers
mécanismes tels que la phagocytose, la macropinocytose, l'autophagie et l'endocytose
médiée par un récepteur (48, 49). La contribution relative de chaque voie différe
beaucoup entre les différentes cellules présentatrices d’antigéne. L'endocytose médiée par
un récepteur est la plus spécifique des voies et peut étre réalisée par différents récepteurs
comme le récepteur de la cellule B (BCR), les récepteurs aux mannoses et les récepteurs
Fc (50). La promiscuité dans les peptides pouvant étre liés peut étre un désavantage. Les
peptides présentés par les molécules du CMH 1II sont générés dans des vésicules
d’endocytose acidifiées. En effet, les protéines qui entrent dans les cellules par
endocytose sont enfermées dans des endosomes. Ces endosomes s’acidifient au fur et a
mesure qu’ils progressent a I’intérieur de la cellule pour fusionner finalement avec des
lysosomes. Les endosomes et les lysosomes contiennent des protéases, appelées protéases
acides, qui s’activent a pH acide et qui vont finalement dégrader les antigénes protéiques

contenus dans les vésicules (Figure 5) (6, 20).
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Figure 5 : Schématisation simplifiée de la biosynthése des molécules du CMH II
(Adapté de Weeninck et Gautam, 1997)
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4.2 L'assemblage des molécules du CMH de classe I1

Les hétérodimeéres de la molécule du CMH 11 sont assemblés dans la lumiére du
réticulum endoplasmique (RE) (51, 52). Lors de leur assemblage, les molécules sont
organisées dans leur conformation spatiale définitive. La voie de synthése des molécules
du CMH II commence par le transfert dans le RE ou elles doivent étre protégées d’une
liaison trop précoce aux peptides transportés dans la lumiére du RE ou aux polypeptides
nouvellement synthétisés de la cellule. La liaison est prévenue par 1’assemblage des

molécules du CMH II avec une protéine chaperonne appelée chaine invariante (i) (53).

4.3 La chaine invariante (Ii) ou CD74

La chaine invariante est une protéine membranaire intégrale de type II d'environ
31 a 43 kDa (54). Elle est codée par un gene localisé sur le chromosome 5 (bande q31-
q33). La forme prédominante de la chaine invariante chez I'humain a une longueur de 216
acides aminés avec un domaine cytoplasmique N-terminal de 30 acides aminés suivi

d'une région transmembranaire de 26 acides aminés hydrophobiques (6, 28).

La chaine invariante forme des triméres transmembranaires dont chaque unité se
lie de maniére non covalente a un hétérodimére o de molécules du CMH II ce qui va
donner place & un complexe nonamérique appelé (ap)slis (55). Ii se lie 4 1a molécule du
CMH I avec une partie de son polypeptide situé a I’intérieur du sillon de liaison. Cela
permet de prévenir la liaison prématurée dans le sillon d’un peptide antigénique ou d’une
protéine partiellement repliée soit dans le RE ou lors de la transition vers les endosomes
(6, 56). Tandis que le complexe nonamérique s’assemble dans le RE, ces composés sont
associés a une protéine chaperonne, la calnexine. C’est seulement une fois les 9 chaines
réunies que le complexe se libére de la calnexine pour étre transporté a I’extérieur du RE
(57). En effet, la chaine invariante posséde une seconde fonction qui est de diriger les
molécules du CMH II du RE a un compartiment endosomal 4 pH acide. Cette fonction est

accomplie a I’aide d’un motif dileucine contenu dans la queue cytoplasmique de i (58).
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4.4 Le fragment CLIP

Les complexes nonamériques sont retenus dans le compartiment endosomal afin
que la chaine invariante soit clivée en plusieurs étapes par des protéases acides. Le
clivage initial de Ii génére une forme tronquée qui reste fixée a la molécule du CMH II et
la retient dans le compartiment de protéolyse. Un autre clivage libére la molécule du
CMH 11 de la chaine li associée a la membrane laissant un petit fragment de 21 acides
aminés, appelé CLIP, (class Il associated li peptide) encore fixé a la molécule du CMH II
(28). Deux types de protéases sont impliquées dans la dégradation de Ii, les protéases
aspartiques et les protéases cystéiques (52). L'action des protéases aspartiques telles que
les cathepsines D et E peut générer de petits fragments de Ii de 11 a 14 kDa et des
fragments de 21 kDa. Les protéases cystéiques telles que la cathepsines B, L et S sont
responsables du dernier stade de la dégradation de Ii. En effet, une étude a démontré que
l'inhibition de la cathepsine S permet une accumulation du fragment p10 dans la cellule
démontrant ainsi une importance de cette cathepsine dans les derniers stades de la
génération du fragment CLIP (59). La structure du complexe CMH II/CLIP a été
rapportée en 1995 et nous connaissons maintenant la structure des joueurs clés dans le
processus d’assemblage ce qui nous permet de mieux comprendre leurs différentes
fonctions (60). Suite a des études par microscopie électronique sur la localisation
intracellulaire des molécules du CMH 1I et des chaines invariantes, la présence d’un
compartiment veésiculaire spécialisé appelé MIIC (compartiment des CMH II) a été
démontrée. Il semblerait donc que le clivage final de Ii permettant de générer CLIP et le

chargement d’un peptide aient lieu dans ces compartiments spéciaux MIIC (33, 61).

4.5 La molécule DM

Le détachement de CLIP est un prérequis pour permettre la liaison d’un peptide
dans le sillon de la molécule du CMH II. Une molécule similaire aux CMH II est

impliquée dans ce processus, HLA-DM. HLA-DM est un hétérodimére non-
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polymorphique, composé d'une chaine o de 33 a 35 kDa et d’une chaine § de 30 a 31
kDa, exprimé par les mémes cellules que celles exprimant les molécules classiques du
CMH 1II. Les chaines sont encodées dans la région du complexe majeur
d’histocompatibilité de classe II (15). Les génes codant pour HLA-DM sont DMA et
DMB et ils ont été identifiés en 1991 comme étant des génes de CMH non-classique. Ces
genes se situent a coté des genes LMP/TAP et DNA dans la région du CMH I1. 11 y aurait
une similitude d'environ 25% entre les génes DMA et DMB et les génes codant pour les
molécules du CMH 1 et Il. Contrairement aux molécules du CMH 11, HLA-DM n’est pas
exprimée a la surface cellulaire. On la retrouve toutefois dans les compartiments spéciaux
MIIC (50). Le role de HLA-DM est de se fixer et de stabiliser les molécules du CMH 11
vides. Les molécules sans peptide ont tendance a s’agréger entre elles en absence de
HLA-DM. Des expériences in vitro ont démontré que c’est dans des conditions acides
(pH 5.0) que la molécule HLA-DM soluble induit la dissociation des peptides liés aux
molécules du CMH 1I incluant le fragment CLIP. Une fois CLIP retiré, la liaison des
peptides exogeénes dans le sillon des molécules du CMH 11 est alors permise (52). HLA-
DM possede un motif tyrosine dans le domaine cytoplasmique de la chaine B qui permet
le transport de la molécule jusque dans les compartiments endosomaux tardifs. Les
molécules du CMH 11 y sont accumulées. HLA-DM semble étre régulée par l'action d'une

autre molécule dans ce processus de transport, HLA-DO (59).

4.6 La molécule HLA-DO

HLA-DO est en association étroite avec HLA-DM. Cette association est requise
pour permettre la sortie de HLA-DO du RE. Les génes codant pour HLA-DO sont DO«
(DOA) et DOB (DOB). La molécule HLA-DO est exprimée seulement par certains sous-
ensembles de cellules présentatrices d'antigéne comme les cellules médullaires du thymus
ou habituellement chez les cellules B non-activées (62). HLA-DO est capable d'inhiber
l'action de HLA-DM dans des conditions pH-dépendantes. Cette inhibition est plus forte

dans un environnement faiblement acide (63).
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5. L'expression a la surface de la cellule

Aprés I’endocytose d’un antigéne par une cellule présentatrice d’antigéne, les
molécules du CMH Il s’accumulent en surface en quantité considérable (plusieurs
millions par cellule). Elles y demeurent de fagon stable et prolongée, permettant ainsi aux
CPA d’activer efficacement les lymphocytes T (17). Le taux d’expression constitutif des
molécules du CMH varie d’un type cellulaire 4 1’autre mais il y a généralement 10°
molécules du CMH de classe Il par cellule. Ce nombre est relativement similaire a
I'expression des molécules du CMH de classe I qui se situe entre 10* a 10°> molécules par
cellule (19). L'habileté des molécules du CMH a lier un nombre élevé de différents
peptides est le point central de la fonction de ces molécules. Une fois les peptides
antigéniques chargés dans la cavité des molécules du CMH 11, les complexes sont préts a
migrer a la surface de la cellule pour présenter leur peptide au répertoire de cellules T
(64).

6. La cinétique de la présentation des antigénes par les molécules du CMH de classe I1

Chaque étape de la biosynthése des molécules, de la présentation d’antigéne a la
surface cellulaire, se fait dans un laps de temps qui lui est propre. L'assemblage des sous-
unités o et B de la molécule du CMH II peut s'effectuer moins de deux minutes aprés leur
biosynthése. Ce dimére sera rapidement lié au trimére de chaines invariantes et ce, dans
les quinze minutes suivant leur assemblage. Le complexe nonamérique (af);li; quitte le
réticulum endoplasmique pour se diriger vers l'appareil de Golgi. Pendant son passage
dans l'appareil de Golgi, les complexes sont glycosylés avant d’atteindre le systéme trans-
Golgi. Le passage entre les deux se fait en moins de 60 minutes. Par la suite, les
complexes vont atteindre la voie endocytique en un maximum de 2 heures a l'aide de la
queue cytoplasmique de Ii. En 4 heures, les complexes vont atteindre le MIIC ou Ii sera
progressivement dégradé. Des complexes matures CMH Il/peptide vont étre pour la
premiere fois détectés dans les 30 minutes suivant leur arrivée dans le compartiment

MIIC et vont apparaitre a la surface de la cellule dans un autre 30 & 60 minutes. Donc,
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basé sur les données de cinétique actuelles, le premier complexe CMH Il/peptide peut
étre détecté a la surface de la cellule en moins de 6 heures aprés I'assemblage initial du

dimére af (6).

7. La polygénie et le polymorphisme des molécules du CMH de classe I1

Chez les humains, plus de 400 molécules du CMH 1 et II structurellement
distinctes ont été identifiées. Les sept loci HLA pouvant étre exprimés sont HLA A, B, C
pour les antigenes de classe I, e¢ HLA DR (DRB1), DR 51/52/53 (DRB3/4/5), DQ
(DQA1/DQB1) et DP (DPA1/DPA2) pour les antigénes de classe II. L'habileté des
cellules T a discriminer entre les différents variants alléliques des molécules du CMH II
indique que les sites polymorphiques sont importants dans la reconnaissance par les
cellules T. En effet, les molécules du CMH II montrent une trés grande variabilité
génétique dans la population (65). Cette variabilité augmente la gamme des peptides
derivés des pathogénes qui peuvent étre liés. Le polymorphisme correspond au fait que
chaque geéne est multiallélique ce qui conduit 4 un grand nombre de combinaisons
possibles sur chaque chromosome (haplotype). Le nombre de combinaisons génotypiques
dépasse 10'°. L’expression des alleles des molécules du CMH est co-dominante et le
CMH est si polymorphique que la plupart des individus sont hétérozygotes pour chaque
locus. Les différences alléliques peuvent correspondre a la mutation d’une ou de plusieurs
bases. Toutefois, les différences correspondent le plus souvent a plusieurs substitutions a
distance dans la séquence codante. Cette mutation correspond 4 un mécanisme de
conversion genique par insertion ou échange d’une séquence venant d’un autre géne ou
d’un pseudogéne (17). Ce polymorphisme semble étre responsable des variations de la
réponse immunitaire de différents individus face a différents antigénes et peut contribuer

a la susceptibilité 4 la maladie et aux désordres autoimmunitaires (32, 66).

Les histogrammes de variabilité des séquences peptidiques des molécules du
CMH II montrent que les variations produites par le polymorphisme génétique sont
restreintes aux domaines aminoterminaux al mais principalement B1 des molécules

(Figure 6) (17, 31, 67, 68). Le polymorphisme significatif des molécules du CMH 11,
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comme HLA-DR et I-E, se retrouve sur la chaine B puisque la chaine o est invariable. Le
polymorphisme est normalement limité & de courts bouts de séquences qui sont désignées
comme des régions hypervariables (69). La variabilité allélique se retrouve sur les
feuillets B ou sur les hélices o au niveau de la niche peptidique (32). Les domaines 2
proximité de la membrane a2 et B2 contiennent tous les deux un lien disulfure interne et

sont les plus génétiquement conservés (28, 70).
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Figure 6 : Histogrammes de variabilité des séquences peptidiques d’acides aminés
des molécules du CMH de classe I et classe I
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8. La stabilité de la molécule du CMH de classe 11

En 1992, il a été clairement démontré que la stabilité des molécules du CMH II est
dépendante de la liaison du peptide (71, 72). 1l est toutefois encore difficile de prédire les
peptides qui sont en mesure d’étre liés aux molécules du CMH II. Les molécules du
CMH 1II sont capables de lier une grande variété de peptides mais il y a généralement des
motifs de liaison caractéristiques pour chacun des alléles. Ces motifs de liaison sont
contrdlés par quelques acides aminés (41). Le phénoméne d’instabilité des molécules du
CMH 1I reste encore a étudier. L’étude de Carrasco-Marin a démontré qu’une méme
molécule mais d’un autre haplotype peut montrer des différences au niveau de la stabilité
(73). En effet, pour les molécules 1-A®, I-A¥, I-AY et I-A¥, Ie pourcentage de complexes
CMH/peptide stables obtenus suite & une immunoprécipitation était respectivement 78,
39, 12 et 1%. Werdelin a suggéré que la fonction de base de la molécule du CMH II I-A
est de protéger les peptides de 1a dégradation par la machinerie protéolytique des cellules
présentatrices d’antigéne (74). En effet, il a clairement été montré que la portion du
peptide qui se lie a la molécule du CMH II est protégée contre les attaques des enzymes
(75). 11 est intéressant de noter la relation de bénéfice mutuel qui existe entre le peptide
lié et la molécule du CMH 1I. Lorsque la molécule se lie au peptide, elle adopte une
conformation stable qui prévient l'agrégation des molécules ainsi que la dégradation de

celles-ci dans les compartiments lysosomaux (76).

Plusieurs groupes ont démontré que le pH jouait un grand role dans la formation
de complexes stables CMH/peptide. Certains de ces groupes ont proposé que ce
phénomeéne permettrait d’expliquer les anomalies observées entre l'efficacité de la
présentation d'antigéne in vivo et la lenteur de la formation des complexes a pH neutre in
vitro. Les agents comme la chloroquine et le chlorure d'ammonium sont capables
d'augmenter le pH des compartiments endocytiques ce qui améne donc une inhibition de
la présentation d'antigéne. Pour obtenir un ratio optimal de formation de complexes CMH
Il/peptide, le pH doit se tenir entre pH 4.5 et 5.0. Toutefois, les différents haplotypes
peuvent nécessiter des pH différents pour optimiser la liaison du peptide avec la molécule

du CMH II. Par exemple, la molécule I-E nécessite un pH de 4.5 alors que la molécule I-
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A requiert un pH entre 5.5 et 6.5. Les bases moléculaires pour les effets observés du pH
sur la capacité de liaison du peptide antigénique aux molécules du CMH II semblent étre
expliquées par deux mécanismes. Le premier implique un changement spécifique dans la
cinétique des interactions CMH/peptide par un changement de conformation de la
molécule. Ce changement rendrait ainsi la molécule du CMH II plus compétente a former
des complexes fonctionnels avec les peptides. En lien avec le premier mécanisme, le
second implique des changements dans le niveau de récepteur non-occupé disponible

pour la liaison peptidique (77-79).

9. La purification et la caractérisation des molécules du CMH de classe I et leurs

peptides

En 1985, Babbitt et son équipe furent les premiers & démontrer qu'il était possible
de stimuler une cellule T par un peptide lorsque celui-ci est présenté par une molécule du
CMH 1I (80). L'intérét grandissant des scientifiques pour les molécules du CMH a
nécessité le développement de techniques permettant d’isoler et de caractériser les
peptides associés aux molécules du CMH. Deux techniques sont maintenant couramment

utilisées, 1’approche protéomique et 1’approche de biologie moléculaire.

L’approche protéomique nécessite la purification des complexes CMH/peptide par
chromatographie d’affinité. Cette étape n’est pas toujours une chose facile. En effet, le
faible nombre de complexes CMH/peptide exprimés a la surface de la cellule et
l'instabilité de ces complexes aménent parfois quelques difficultés. 11 y a différents
facteurs qui peuvent influencer la stabilité des complexes comme une faible liaison entre
les chaines a et B des hétérodiméres ou la présence d'une faible liaison entre le peptide et
la molécule du CMH. La stabilité des molécules du CMH de classe II est fondamentale
dans la réponse des cellules T (77). Dans les derniéres années, il a été démontré que
certaines conditions étaient nécessaires pour arriver a isoler ces protéines sous une forme
native et fonctionnelle. Plusieurs équipes ont eu recours & des méthodes de purification
des molécules d¢ CMH par chromatographie d'affinité en utilisant des anticorps

monoclonaux immobilisés a une résine (81-86). Toutefois, chacune de ces méthodes est

27



propre a elle-méme puisque les paramétres tels que les détergents, les tampons d'élution,
le pH et les concentrations utilisées différent pour chacune des méthodes. Cette approche
nous permet de purifier les molécules du CMH désirées sur les cellules et, par la suite,
d’isoler et de caractériser le répertoire complet des peptides associés aux complexes
purifiés. La caractérisation se fait a I’aide d’un spectrométre de masse qui est un appareil
trés sensible nous permettant d’analyser précisément la masse des différentes molécules
dont les polypeptides, de sélectionner et fragmenter les peptides d’intérét pour en
déterminer la séquence en acide aminés. Toutefois, dépendamment du niveau
d’expression des complexes étudiés, un nombre important de cellules est parfois requis.
Etant donné la complexité du répertoire peptidique, cela améne une lourde tiche de
caractérisation des peptides isolés. Finalement, la purification des peptides nécessite

Iutilisation de divers détergents qui peuvent nuire a I’analyse par spectrométrie de masse.

Cette technique peut également étre utilisée pour purifier et caractériser les
molécules du CMH 1 et leurs peptides. Etant donné les nombreuses différences entre les
molécules du CMH I et CMH II comme la structure, il n’est pas étonnant de constater que
les conditions de purification différent. La majorité des purifications réalisées pour les
molécules du CMH I ont eu recours aux détergents Nonidet P-40 ou au 3-[(3-
cholomidopropyl) dimethyl-ammonio]-1-propane sulfate (CHAPS) (82, 87-89). Pour la
purification de complexes CMH Il/peptide, certains groupes ont utilisés du Nonidet P-40
(58, 90, 91) alors que d’autres ont utilisé les détergents B-octyl-glucoside (B-OG), n-octyl
B-p-glucoside ou MEGA-8 et MEGA-9 (30, 85, 86, 92).

10. Pourquoi identifier des épitopes présentés par les molécules du CMH I et II ?

Il est pourtant reconnu que les molécules du CMH de classe 11 sont cliniquement
aussi importantes que les molécules du CMH de classe I dans les maladies autoimmunes
comme, par exemple, dans les diabétes autoimmuns (73) et le mimétisme moléculaire
dans l'encéphalite autoimmune expérimentale communément appelée EAE (93, 94). Les

molécules du CMH 1I sont également les principales responsables des rejets aigu ou
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chronique de greffe d’organe. L’étude des molécules du CMH 1I et leur ligand est
d'intérét général parce qu’ils sont potentiellement utiles pour la conception de vaccins et
pour la compréhension des maladies autoimmunes (95). Une étude a montré que des
constructions de peptides peuvent offrir I’opportunité d’augmenter considérablement la
réponse des cellules Thl et Th2 aux épitopes des molécules du CMH 1I & des fins
thérapeutiques (29). En ce qui a trait aux cancers, les thérapies chirurgicales et par
radiation sont toujours des traitements principalement utilisés. Dans certains cas, ces
thérapies peuvent également permettre la guérison d’un certain pourcentage de patients.
Toutefois, au cours des derniéres années, des approches alternatives basées sur la thérapie
génique et ’'immunothérapie ont attiré 1’attention des scientifiques (96). Les peptides
présentés par les molécules du CMH au systéme immunitaire ont été démontrés comme
étant des candidats intéressants pour le développement de thérapies et/ou des approches
prophylactiques pour le traitement du cancer. L’identification et la caractérisation de ces
peptides sont également 4 la base de production de vaccins thérapeutiques ou de

stimulation de cellules T CD8+ plus efficaces pour des thérapies adoptives (97).

Les molécules du CMH 1 et II associées a des peptides du soi sont impliquées
dans la sélection positive et négative des thymocytes. Certains de ces peptides, appelés
antigenes mineurs d’histocompatibilit¢ (MiHAs), sont polymorphiques et peuvent
déclencher efficacement la réponse des cellules T entre les molécules du CMH
d’individus identiques. L’immunodominance est le dispositif le plus important de la
réeponse aux MiHAs des cellules T. La maladie "Grafi-Versus-Host" (GVHD) est
probablement la plus importante réaction immunopathologique déclenchée par les
MiHAs en médecine clinique (98-101). L’identification et la caractérisation de ces
MiHAs sont essentielles pour nous en apprendre plus sur les mécanismes de ces
maladies. Par exemple, un nonapeptide AAPDNRETF restreint aux molécules du CMH 1
(H-2Db) a été isolé a partir de cellules de souris C57BL/6 par Perreault et ses
collaborateurs. Ce peptide posséde les caractéristiques moléculaires des MiHAs
dominants et il a été démontré que les lymphocytes T activés par ce peptide causent la
GVHD chez les souris (102). Cette méme équipe a également démontré qu’il était

possible d’induire une réponse curative anti-leucémique sans causer par la méme
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occasion la GVHD. Pour démontrer ce fait, des lymphocytes T activés par une molécule
du CMH 1 (H-2DP) restreinte 4 un antigéne immunodominant mineur (B6%™) ont été
injectés dans des hotes B10 (103). Des études similaires sont également effectuées chez
’homme. Par exemple, les MiHAs HA-1 et HPA-5 ont été démontrés comme étant
responsables de la GVHD au niveau des transplantations de moelle osseuse (104, 105). Il
a également ét¢ démontré que le CD31 était un MiHAs et que certaines mutations

pouvaient augmenter drastiquement la prédisposition 4 la GVHD (106).

Avec les années, de plus en plus de peptides impliqués dans différents désordres
immunitaires ont été identifiés. La spectrométrie de masse a grandement contribué a leur
identification. D’ailleurs cette technique a permis d’identifier plusieurs peptides
contenant des modifications posttranscriptionnelles telles que la désamination des
asparagines, la cysténylation des cystéines et la glycosylation. Il a été démontré que ces
modifications posttranscriptionnelles altérent I’habileté des lymphocytes T & reconnaitre
les épitopes restreints aux molécules du CMH 1 et I (88). En 1996, un peptide naturel
correspondant 4 un épitope de la tyrosinase a été identifié. Ce peptide est le résultat d’une
conversion posttranscriptionnelle d’une asparagine par un acide aspartique. Ce
changement a montré une importance au niveau de la reconnaissance du peptide par les
cellules T de mélanomes spécifiques. Toutefois, la modification n’a créé aucun impact au
niveau de la liaison avec la molécule du CMH. Cette étude a été la premiére & démontrer
une modification posttranscriptionnelle d’un peptide naturel associé & une molécule du
CMH (107). Une autre modification posttranscriptionnelle telle que la phosphorylation
des peptides provenant des cellules cancéreuses versus les cellules normales donne une
nouvelle série d’antigénes spécifiques de tumeur utilisables pour de nouvelles
immunothérapies (88). L’approche de biologie moléculaire, c’est-a-dire par le criblage
d’une banque d’ADN complémentaire soient de vecteurs eucaryotes ou procaryotes, de
bactéries ou de phages, ne permet pas de prédire ces modifications
posttranscriptionnelles. En effet, cette technique bien que plus simple & mettre au point
comporte plusieurs désavantages comme 1’impossibilité d’analyser un répertoire

peptidique mais seulement quelques peptides spécifiques (108).
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11. L'alloréactivité

Il a ét¢é montré qu’environ 1 a4 10% de toutes les cellules T d’un individu
répondent a la stimulation par les lymphocytes d’un autre membre de la méme espéce
sans lien de parenté. En effet, comparativement aux antigénes étrangers qui sont reconnus
par environ une cellule T sur 100 000, les alloantigénes sont reconnus par environ une
cellule T sur 100. La fréquence élevée de cellules T capables de répondre aux
alloantigénes présentés par les molécules du CMH est a la base de la rapidité des rejets de
transplantations allogéniques (109, 110). Cette réponse des cellules T est appelée
alloréactivité parce qu’elle représente la reconnaissance du polymorphisme allélique des

molécules du CMH.

La reconnaissance peut se faire via deux voies, la voie directe ou la voie indirecte.
L’alloréponse directe et indirecte sont médiées par des cellules présentatrices d’antigéne
différentes et différent également dans leurs mécanismes cellulaires. La voie directe
implique la reconnaissance d’une molécule du CMH présentant un peptide sur une
molécule du donneur qui est reconnu par les cellules T du receveur. La voie indirecte
d’alloréactivité requiert la présentation d’un peptide dérivé de la greffe par une molécule
du CMH présente a la surface d’une cellule présentatrice d’antigéne dans un contexte de
restriction au soi (111-113). La voie indirecte est la voie normale de présentation
d’antigéne du systéme immunitaire et son importance clinique dans le rejet de greffe a été

démontrée au début des années 1980 (114, 115).

Le mode d’interaction entre les cellules T alloréactives et les molécules du CMH
II demeure encore bien méconnu puisque les cellules T interagissent avec des molécules
du CMH allogéniques pour lesquelles les cellules n'ont pas été éduquées (113). En effet,
les thymocytes subissent une sélection positive et négative lors de leur maturation ce qui
permet la formation d'un répertoire de cellules T périphériques capables d'interagir avec
les molécules du CMH du soi (116, 117). Identifier et caractériser les ligands des cellules
T allogéniques est la clé de la compréhension de I'alloréactivité (108). Deux principales

hypothéses ont été émises pour expliquer ce phénoméne au niveau de la reconnaissance
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du complexe CMH/peptide par le TCR. Dans la premiére, le peptide jouerait un réle
majeur dans la reconnaissance. Une seule molécule du CMH allogénique pouvant
présenter une vaste gamme de peptide du soi, ceci permettrait a différents clones de
cellules T d’étre activés, chacun ayant une spécificité différente pour les complexes
CMH/peptide. Les interactions se feraient principalement entre le TCR et le peptide.
Dans la deuxiéme hypothése, le TCR alloréactif interagirait principalement avec la
molécule du CMH. Bref, I’interaction entre le TCR et le CMH serait si forte qu’elle se
ferait indépendamment du peptide qui est présenté. Aujourd'hui, il est démontré que le
peptide et la molécule du CMH sont tous les deux importants dans la reconnaissance.
L’alloréactivité est donc un phénoméne hétérogéne puisque certains TCR vont

reconnaitre un peu plus soit le peptide ou la molécule du CMH (118-120).

12. Les modeéles d'études

Les peptides du soi liés aux molécules du CMH jouent un rdle important dans
l'alloréactivité (2-4). Les progrés réalisés sur l'identification et la caractérisation de ces
peptides ont jusqu'ici été principalement réalisés sur des systémes impliquant des
molécules du CMH I (1). Il y a trés peu d'informations disponibles sur l'alloréactivité des

molécules du CMH de classe II et I'implication des peptides qui sont présentés.

La plupart des recherches qui ont été effectuées sur les molécules du CMH de
classe Il se sont concentrées sur la molécule du CMH de classe Il I-A particuliérement
sur I-A¥ et I-A%" (31, 66, 83, 85, 121, 122). En ce qui a trait aux molécules du CMH de
classe II I-E, il y a quelques études sur I-E* (123, 124), I-E® (125-127), I-E" (128), mais
pratiquement aucune sur I-EP (5, 120). Nous observons également le méme manque au
niveau des études réalisées sur les HLA-DR, DP et DQ (32). Malgré les progrés réalisés
au cours des derniéres années sur la nature du peptide, le principe de reconnaissance d'un

alloligand par le TCR reste encore a étudier que ce soit humain ou murin (120).
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12.1 Le modéle de la cellule T 2.102

Le laboratoire de Claude Daniel s’intéresse a 1’étude des mécanismes de rejet de
greffe par les voies d’alloréactivité directe et indirecte aux antigénes de classe II. Un
mod¢le d’étude murin impliquant le clone de cellule T CD4+ dérivé du clone Th2 2.102
communement appelé cellule T 2.102 a ét¢ mis au point pour mieux comprendre les
mécanismes d’alloréactivité (5). Le modéle va permettre de comparer comment un TCR
interagit avec un ligand nominal (restriction au soi, voie indirecte) ainsi qu'avec un ligand
allogénique (voie directe) (Figure 7). Ce clone est spécifique au peptide
immunodominant Hb(64-76) lorsque présenté par une molécule du CMH II I-E* (ligand
nominal) (5, 129). Ce peptide immunodominant correspond aux acides aminés 64 a 76 de
l'alléle d mineur de la chaine B de I'nhémoglobine de souris (130). Le clone T 2.102 a été
généré suite a 'immunisation de souris d'haplotype H-2* avec I'hémoglobine de souris. Le
complexe CMH 11 I-E¥/peptide Hb(64-76) est idéal pour I'étude de l'alloréactivité des
molécules du CMH II puisqu'il est maintenant bien caractérisé biologiquement et
biochimiquement (129-131). De plus, la structure cristallographique du complexe est
maintenant connue. C’est un élément important pour la compréhension du
fonctionnement des molécules (41). La cellule T 2.102 est également alloréactive contre
les molécules du CMH 11 I-EP pouvant provenir des splénocytes de souris d'haplotype H-
2° ou la lignée cellulaire CH27-E” (ligand allogénique). Les peptides naturels présentés
par les molécules du CMH II I-EP stimulant 1’alloréactivité de la cellule T 2.102 ne sont

pas encore connus.

L’objectif de ce projet est donc d’identifier et de caractériser ces peptides naturels
a I’aide d’une purification des molécules du CMH 11 par chromatographie d’affinité et la
caractérisation des peptides associés aux molécules. L’identification et la caractérisation
de ces peptides augmenteraient nos connaissances et ce, sur différents points. Tout
d’abord, étant donné que le modéle T 2.102 est un modéle d’étude impliquant des souris
transgéniques, il serait intéressant de connaitre les allopeptides responsables du rejet de
greffe dans notre étude et étre en mesure de déterminer I’affinité du TCR avec son ligand

in vivo. Finalement, il serait intéressant d’en apprendre plus au niveau moléculaire afin de
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tenter d’identifier des motifs importants dans la reconnaissance des alloligands par le
TCR.

Directe Classique
EPM Hb
P2 PS P2 PS
GKKVITFSWGSL GKKVITAFNEGL

éam CMHII CMHII =)

Peptide I-E° I-E
na;:rel =) <=m Peptide
EPM Hb
¢=m TR mm)
H-2X

Figure 7 : Modele d’alloréactivité T 2.102
(Adapté de Daniel ef al., Inmunity. 1998)
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1. Cellules

1.1 Lignées cellulaires

Différentes lignées cellulaires d’origine murine ont été utilisées tout au long de
cette étude. Premiérement, I’hybridome 14.4.4s (132) a été utilisé pour sa capacité a
produire des anticorps spécifiques (IgG,,) contre la chaine o des molécules du CMH 11 I-
E* et I-E". L'hybridome 17-3-3s (132) a également été utilisé pour sa capacité a
reconnaitre la chaine B des molécules du CMH II I-E* autant sous la forme native de la
molécule que lorsque la chaine est libre. L'anticorps 14-4-4s reconnait seulement la forme
native de la molécule. Ces deux anticorps spécifiques ont été utilisés pour la purification
des molécules du CMH de classe 1, pour la révélation de ceux-ci par immunoempreinte

de type "Western" et pour la détection par cytométrie en flux.

Deuxiémement, nous avons utilisé différentes lignées cellulaires de souris qui
expriment de fagon constitutive des molécules du CMH 1I. Tout d’abord, les lymphomes
B CH27 expriment constitutivement et naturellement les molécules du CMH de classe 11
I-E¥ (133). Les cellules CH27mHEL/Hb(64-76) expriment constitutivement I-EX ainsi que
les acides aminés 64 a 76 du peptide de I'hémoglobine inséré dans une forme
transmembranaire de la molécule du lyzozyme de blanc d'oeuf de poule (HEL)(30). La
lignée cellulaire CH27-EP exprime de fagon constitutive les molécules du CMH 11 I-E¥
ainsi que les molécules du CMH 11 I-EP suite a une transfection avec une construction qui
permet I’expression constitutive de la chaine B de I-EP (134). La lignée cellulaire CH27-
EP-EPM (données non publiées) est la lignée CH27-EP qui a été transfectée avec une
construction qui permet 1’expression constitutive de 1’allomimotope EPM (120). Les
fibroblastes CHO-E* et CHO-EP sont des cellules d'ovaires de Hamster Chinois qui
expriment respectivement de fagon constitutive les molécules du CMH de classe II I-EX et
I-EP. Les cellules COS-7, cellules de rein de singe, sont des cellules adhérentes
facilement transfectables de fagon transitoire. Les hybridomes T 2.102 expriment le TCR
2.102, spécifique au modele de souris du laboratoire (120, 129). Finalement, la lignée
cellulaire CTLL-2, cellules dépendantes de I’interleukine 2 (IL-2) pour leur croissance, a

été utilisée pour 1’analyse de ’activation des hybridomes T 2.102.
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Lignées cellulaires Complexes du CMH 11 I-E
CH27 I-E¥
CH27mHEL/Hb(64-76) I-E* et I-E*/Hb(64-76)
CH27-EP I-E*et I-EP
CH27-EP-EPM I-E, I-E”, I-E/EPM

* Les molécules représentées ici sont des complexes CMH II I-E soit avec un peptide naturel si non
mentionnée ou avec un peptide spécifique a la molécule.

Tableau 1: Les molécules du CMH 1II I-E exprimées sur les différentes lignées

cellulaires

1.2 Cultures cellulaires

Toutes les lignées cellulaires ont été cultivées 4 37°C dans un incubateur
humidifié et sous une atmosphére de 5% de CO,. Les hybridomes 14-4-4s et 17-3-3s ont
été cultivés dans du milieu RPMI-1640 (Gibco Invitrogen Corporation, Burlington, ON)
additionné de 10% (v/v) de sérum de veau feetal (FCS) (Hyclone, Logan, UT), 2 mM de
glutamax (Gibco Invitrogen Co.), 50 pg/ml de gentamicine (Gibco Invitrogen Co.) et de
2x10° M de 2-B-mercaptonéthanol (2-ME) (ICN Biomedicals, Aurora, Ohio). Les
cellules CH27 et les hybridomes T 2.102 ont été cultivés dans les mémes conditions mais
avec du sérum bovin de veau (Hyclone) au lieu du sérum de veau foetal. Les cellules
CH27-EP ont été cultivées dans le méme milieu que les CH27 mais avec un antibiotique
de sélection, la généticine (Gibco Invitrogen Co.). La généticine a été ajoutée a 0,5
pg/ml. Les cellules CH27-EP-EPM ont été cultivées dans le méme milieu avec
antibiotique que les CH27-EP mais également en présence de 0,2 pg/ml de zéocine
(Gibco Invitrogen Co.). Les cellules CH27mHEL/Hb(64-76) ont été cultivées dans le
méme milieu mais en présence d’un antibiotique de sélection différent, la puromycine
(Sigma, St-Louis, MO) & 1 pg/ml. Les cellules CHO-E* et CHO-EP ont été cultivées dans

du milieu Minimal essentiel medium alpha (MEMa) (Gibco Invitrogen Co.) supplémenté
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de 5% (v/v) de FCS, 2 mM de glutamax, 50 pg/ml de gentamicine et 0,5 pg/ml de
Généticine comme antibiotique de sélection. Les cellules COS-7 ont été cultivées dans du
Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM) (Gibco Invitrogen Co.) supplémenté de 5%
(v/v) de FCS, 2 mM de glutamax et 50 pg/ml de gentamicine. Finalement, les CTLL-2
ont été cultivées dans du milieu RPMI-1640 (Gibco Invitrogen Co.) supplémenté de 10%
(v/v) CBS, 2 mM de glutamax, 50 pg/ml de gentamicine avec de I’IL-2 pour permettre

leur croissance.

2. Production et purification d’anticorps monoclonaux

2.1 Production de surnageant

Les hybridomes 14-4-4s et 17-3-3s ont été cultivés dans des flacons agitateurs
contenant 1 litre de milieu de culture approprié (voir section 1.2) avec 10 mM d’HEPES
(Gibco Invitrogen Co.). La culture cellulaire a été enrichie avec 1% (p/v) de glucose (ICN
Biochemicals Co.) et 15 mM d’HEPES (Gibco Invitrogen Co.) pour obtenir une
concentration finale de 25 mM. Les cellules ont été cultivées jusqu’a ce que la viabilité
chute & 20%. La culture cellulaire a ensuite été centrifugée a 10 000 x g dans un Rotor
Beckman JA-10 pendant 30 minutes 4 4°C dans une centrifugeuse Beckman J2-21M. Les
surnageants contenant les anticorps ont été récupérés et conservés a 4°C avec 0,05% de

NaNj (Sigma) pour empécher la contamination bactérienne.

2.2 Purification des anticorps

Les anticorps ont été purifiés par chromatographie d’affinité sur une résine de
sépharose 4B Fast Flow couplée a la protéine G (Amersham Pharmacia Biotech,
Piscataway, NJ). Toutes les étapes de purification des anticorps ont été effectuées a 4°C.
Un volume de 5 ml de gel a été déposé dans une colonne de 1,5 cm de diamétre et a été
conditionné avec 10 volumes de tampon PBS 1X (Phosphate-buffered saline) pH 7,4. Le

surnageant de culture d’hybridomes a été passé a un débit de 1 ml/min sur la colonne
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pour permettre aux anticorps de s’adsorber a la protéine G. La résine a ensuite été lavée
avec du tampon PBS 1X jusqu’a ce que la densité optique (D.0O.) 4 280 nm notée par
spectrophotométrie soit minimale. Des fractions de 1 ml ont été récoltées lors d’une
¢élution dans un tampon 0,1 M glycine-HCI pH 2,7 a un débit de 1 ml/min. Chacune de
ces fractions a été neutralisée par 1’ajout de 100 pl de tampon 1,0 M Tris-HCI pH 9,0. La
colonne a été ensuite régénérée par le passage de tampon glycine-HCI pH 2,0 jusqu’a ce
que la D.O. soit minimale signifiant ainsi 1’élimination de toutes protéines sur la colonne.
Finalement, la colonne a été reconditionnée par le passage de tampon PBS 1X pH 7,4

Jjusqu’a ce que le pH de la colonne passe de 2,0 a la neutralité.

2.3 Dosage des anticorps purifiés

La densité optique a 280 nm de chacune des fractions a été prise et toutes les
fractions ayant une valeur supérieure 4 0,2 ont été regroupées. La concentration
d’anticorps en mg/ml a été estimée en considérant un coefficient d’extinction molaire de
1.4 a une longueur d’onde de 280 nm. Les anticorps purifiés ont ensuite été dialysés et

conservés a 4°C avec 0,05% de NaNj3 dans du tampon PBS 1X.

24 Electrophorése de protéines (SDS-PAGE)

La pureté des anticorps purifiés a été vérifiée a ’aide d’une électrophorése de
protéines sur gel de polyacrylamide. Les gels de polyacrylamide ont été préparés a I’aide
de l'appareil du systéme "Mini-Protean II" de Bio-Rad (Laemmli, 1970) et selon le
protocole abrégé qui suit. Le gel de séparation (12% (p/v) acrylamide/Bis, 0,38 M Tris-
HCI pH 8,8, 0,1% (p/v) SDS, 0,05% (p/v) persulfate d’ammonium, 0,05% (v/v) TEMED)
précédé d’un gel de regroupement (4% (p/v) acrylamide/Bis, 0,125 M Tris-HCI pH 6,8,
0,1% (p/v) SDS, 0,05% (p/v) persulfate d’ammonium, 0,01% TEMED) ont été
polymérisés. Les échantillons ont été dilués 1/2 dans un tampon d’échantillon (100 mM
Tris-HCI pH 6,8, 2% SDS, 20% glycérol et 0,006% de bromophénol blue) en présence ou

en absence de conditions réductrices (i.e. 2-ME) et incubés & 100°C pendant 5 minutes
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pour dénaturer les protéines. Les échantillons ont été chargés sur le gel d’acrylamide ainsi
qu’un standard coloré de faibles masses moléculaires (Bio-Rad). La migration a été
effectuée a 200 volts pendant 45 minutes dans un tampon de migration contenant 24,8
mM de Tris pH 8,3, 192 mM de glycine et 0,1% (p/v) de SDS.

2.5 Coloration des protéines

Les gels ont été colorés pendant une heure dans une solution contenant 0,1% de
bleu de Coomassie G-250, 40% (v/v) méthanol et 10% acide acétique glacial. Ils ont
ensuite été¢ décolorés avec une solution de décoloration (50% (v/v) méthanol, 10% (v/v)

acide acétique.

3. Production et purification de complexes CMH de classe II murin I-E* et I-EP

3.1 Préparation de ’immunoadsorbant

Les anticorps 14-4-4s purifiés ont été utilisés pour la chromatographie d’affinité.
Les anticorps ont préalablement été dialysés dans un tampon de couplage (0,1 M
NaHCO; pH 8,5, 0,5 M NaCl) a 4°C. Pour faire la colonne, 45 mg d’anticorps 14-4-4s
purifiés ont été couplés a 3 g de gel sépharose 4B Fast Flow activé au bromure de
cyanogene (CNBr) (Amersham Pharmacia Biotech). Le gel a d’abord été gonflé dans une
solution de 1 mM HCI, et ensuite, combiné aux anticorps. Les anticorps ont été couplés
au gel par inversion a 4°C pendant 16 heures ou jusqu’a ce que la D.O. 4 280 nm soit
minimale. Par la suite, les groupements réactifs résiduels ont été bloqués par une seconde
incubation de 16h 4 4°C dans un tampon 0,2 M glycine pH 8,0. Finalement, le gel a été
lavé en trois cycles successifs dans un tampon acétate (0,1 M acétate de sodium pH 4,0,
0,5 M NaCl) et un tampon bicarbonate (0,1 M NaHCO; pH 8,5, 0,5 M NaCl). Le gel a été

conservé a 4°C avec 0,05% NaNGs.

40



3.2 Solubilisation de I’antigéne

Les cellules CH27-EP-EPM ont été cultivées jusqu’a I’obtention de 2x10'° cellules
dans un volume total de 10 litres. Les cellules ont été centrifugées a4 5 000 rpm dans un
rotor Beckman JA-10 dans une centrifugeuse Beckman J2-21M pendant 15 minutes a
4°C. Les cellules ont été lavées a deux reprises par centrifugation a 600 x g dans du
tampon PBS 1X pH 7,4. Les cellules ont ensuite été solubilisées dans un tampon PBS 1X
contenant 10 mM d’iodoacétamine (Sigma), 1 mM de PMSF (Sigma), 20 pg/ml de
leupeptine (Sigma) et 40 mM des détergents MEGA-8 et MEGA-9 (Sigma). La
solubilisation s’est faite a une concentration de 5x10® cellules par ml pendant une heure a
4°C par inversion. Le lysat cellulaire a été centrifugé 4 8 000 rpm dans un rotor Beckman
JA-10 pendant 40 minutes & 4°C permettant d’éliminer les composantes insolubles telles
que des agrégats et des noyaux et de conserver les composantes membranaires (71). Le

surnageant contenant les antigénes a été conservé a 4°C jusqu’a son utilisation.

3.3 Purification des complexes I-E* et I-EP

Les composantes membranaires solubilisées comprenant les complexes I-
Ek/peptide et I-EP/peptide correspondant aux épitopes conformationnels pouvant étre
reconnus par les anticorps 14-4-4s ont été adsorbées sur la résine de sépharose 4B Fast
Flow-CNBr. Toutes les étapes de purification des complexes ont été effectuées a 4°C. La
résine a été préalablement couplées aux anticorps pendant 16 heures par rotation inversée.
Le gel a alors été déposé dans une colonne a chromatographie de 1,5 cm de diamétre. La
colonne a été lavée avec du tampon de lavage (PBS 1X pH 7,4, 10 mM MEGA-8 et 10
mM MEGA-9) jusqu’a ce que la D.O. soit minimale. Les complexes CMH II I-E¥/peptide
et I-EP/peptide ont été élués dans un tampon d’élution (0,1 M Tris pH 10,6, 0,15 M NaCl,
20 mM de MEGA-8 et MEGA-9) en récoltant des fractions de 1 ml & un débit de 0,2
ml/min. Chacune de ces fractions a été neutralisée par 1’ajout de 100 pl de tampon 1,0 M
Tris-HCI pH 6,8. La colonne a été ensuite régénérée par le passage du méme tampon

mais sans les détergents MEGA-8 et MEGA-9 jusqu’a ce que la D.O. 4 280 nm soit
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minimale. Finalement, la colonne a été reconditionnée par le passage de tampon PBS 1X

pH 7,4 jusqu’a ce que le pH soit neutre.

3.4 Dosage des complexes I-E* et I-EP purifiés

La densité optique & 280 nm de chacune des fractions a été mesurée et toutes les
fractions ayant une valeur supérieure a 0,2 ont été regroupées. La concentration de
complexes CMH 11 I-Ek/peptide et I-EP/peptide en mg/ml a été estimée en considérant un
coefficient d’extinction moléculaire de 1.5 a une longueur d’onde de 280 nm. Les

complexes purifiés ont ensuite été conservés a 4°C avec 0,05% de NaNj.

4. Séparation des peptides obtenus a partir des complexes I-E* et I-EP purifiés

4.1 Récupération des peptides associés aux molécules du CMH I1 I-E¥ et I-EP

Les peptides associés aux molécules du CMH de classe 11 I-E* et I-EP ont été
récupérés par traitement acide. Tout d’abord, les complexes CMH 1I I-E¥/peptide et I-
EP/peptide ont été concentrés & ’aide d’une membrane Amicon YM30 et de 1’appareil de
concentration (Amicon, Beverly, MA) & une pression de 64 psi et &4 4°C. L’échantillon
concentré a été distribué en 200 pl par tube en verre de 5 ml et 1,5 ml d’acétonitrile froid
a été ajouté a chaque tube pour permettre la précipitation des complexes CMH 11 I-
Ek/peptide et I-EP/peptide. Les tubes ont été doucement agités et mis sur la glace pendant
30 minutes pour étre ensuite centrifugés a 3 700 x g dans un rotor Beckman JA-17. Par la
suite, I’acétonitrile a été retirée et chacun des culots a été resuspendu dans 100 pl de 2,5
M d’acide trifluoroacétique (TFA) afin de dissocier les peptides des molécules du CMH
de classe II par la dénaturation de celles-ci. Les tubes ont été agités a 1’aide d’un vortex et
incubés pendant 30 minutes & 37°C. Finalement, tous les tubes contenant les peptides ont
été¢ combinés dans un microconcentrateur Centricon-10 (Amicon) et centrifugés a 6 400
rpm dans un rotor Beckman JA-17 & 4°C afin d’éliminer les chaines libres des molécules

du CMH II I-E* et I-E” (30).
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4.2 Séparation des peptides purifiés par HPLC

La séparation des peptides a été faite par la méthode «High-performance-liquid-
chromatography» communément appelée HPLC. L’échantillon a été analysé sur une
colonne Vydac 218TP54 Cys (particule 5 pm; 4,6 mm x 25 cm; diamétre des pores 300-
Amstrong) (Vydac, Hesperia, CA) selon le gradient suivant 4 un débit de 0,5 ml/min; 0-
60 min: 98% A/2% B a 62% A/38% B; 60-85 min: 62% A/38% B a 25% A/75%B; 85-
100 min: 25% A/75% B a 2% A/98% B; 100-105 min: 2% A/98% B a 98% A/2% B. Le
solvant A était composé de 0,06% de TFA dans de I’eau et le solvant B était composé de
0,052% TFA dans 80% d’acétonitrile. De plus, 1’absorbance a été notée a des longueurs
d’onde de 214 et 280 nm par un détecteur Waters (71). Avant le passage de 1’échantillon,
plusieurs mises au point ont dii étre effectuées telles que le passage du gradient sans
peptide, du peptide synthétique EPM dans les conditions initiales du gradient (5,2x10 M
TFA) et dans les conditions de I’échantillon (2,5 M TFA). Le peptide EPM a été déposé
dans deux conditions différentes afin de vérifier si la concentration de TFA dans
I’échantillon avait une influence sur la séparation des peptides par HPLC. Les fractions
contenant les peptides séparés selon leur hydrophobicité ont été récoltées toutes les 0.5

min (71).

5. Analyse de la stabilité des complexes CMH de classe II

5.1 Immunoprécipitation

La stabilit¢é des complexes CMH 1II I-Ek/peptide et I-EP/peptide purifiés ou
obtenus suite a la solubilisation des cellules a été testée par une immunoprécipitation
suivie d’une immunoempreinte de type "Western". L’immunoprécipitation consiste a
adsorber les complexes CMH Il/peptide sur des billes de sépharose couplées aux
anticorps utilisées lors de la purification des complexes pour permettre de concentrer les
antigénes. Le mélange d’environ 50 pl de résine de sépharose 4B Fast Flow activée au

CNBr couplée aux anticorps 14-4-4s et 450 pl de lysat cellulaire contenant des
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complexes CMH Il/peptide a été agité par inversion pendant 16 heures a 4°C. Les billes
ont été préalablement préparées tel que décrit a la section 3.1 et les complexes CMH
Il/peptide provenant de la solubilisation des cellules tel que décrit a la section 3.2. Les
billes de sépharose ont ensuite été centrifugées afin de vidanger le surnageant et ont été

lavées deux fois avec un tampon PBS 1X pH 7,4.

5.2 Immunoempreinte de type « Western »

5.2.1 Préparation de I'échantillon

Suite a I’étape d’immunoprécipitation, chaque échantillon a été séparé également
en trois tubes. Chacun des trois tubes a été mis en présence de 10 ul de tampons
différents. Le premier tube a été mis en présence de PBS 1X pH 7,4 servant de témoin
pour I’expérience. Les deux autres tubes ont été mis en présence de deux tampons
d’élution soit le 0,1 M diéthylamine pH 10,65 et Tris 0,1 M pH 10,6. Les deux
contenaient 0,15 M NaCl, 20 mM MEGA-8 et 20 mM MEGA-9. Les échantillons ont
ensuite été incubés pendant 30 minutes a température de la piéce afin de déterminer la
présence et la stabilit¢ des CMH II/peptide. Chaque échantillon a été dilué 1/2 avec du
tampon d’échantillon et analysé par électrophorése sur un gel de polyacrylamide tel que

décrit a la section 2.4.

5.2.2 Transfert des protéines sur la membrane

Aprés la migration sur gel de polyacrylamide, les protéines du gel ont été
transférées sur une membrane de nitrocellulose Hybond-C extra (Amersham Pharmacia
Biotech) dans un appareil « mini trans-BLOT cell » (Bio-Rad) & 100 volts pendant une
heure dans un tampon de transfert (48 mM de Tris, 39 mM de glycine, 0,037% (v/v) de

SDS, 20% (v/v) méthanol). Suite au transfert, la membrane de nitrocellulose a été
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légérement agitée pendant une heure & température piéce dans une solution de blocage

composée de 5% de lait écrémé dans du PBS 1X pH 7,4.

5.2.3 Révélation

La membrane a ét¢ déposée dans 10 ml de tampon de blocage contenant 2 pg/ml
d’anticorps 14-4-4s ou 17-3-3 biotinilés pendant une heure a température piéce avec une
légeére agitation. Un lavage de 15 minutes et un lavage de 5 minutes dans du PBS 1X pH
7,4 ont été effectués et la membrane de nitrocellulose a été déposée & nouveau dans un
tampon de blocage avec 12,5 pg de streptavidine couplée a la peroxydase (SA-HRP).
Deux lavages ont été effectués. La membrane de nitrocellulose a ensuite été mise pendant
une minute en présence d’un mélange de deux réactifs fournis avec la trousse de
détection en chimiluminescence ECL (Amersham Pharmacia Biotech). La réaction de

chimiluminescence a été révélée suite a ’exposition d’un film (X) Kodak.

6. Analyse de I’activation de I’hybridome T 2.102 par les complexes CMH de classe
II

6.1 Test d’activation des hybridomes T

L’alloréactivité de I’hybridome T 2.102 a été mesurée par un test d’activation des
hybridomes T. Les tests ont été réalisés sur des complexes CMH 11 I-E¥/peptide et des I-
EP/peptide purifiés a partir des cellules CH27-EP-EPM (voir section 3.3). Premiérement,
50 pl d’une dilution sérielle des complexes ont été déposés dans des puits d’un plateau 96
puits en triplicata. Chaque puits a été complété a 200 pl avec du RPMI 1640 (Gibco
Invitrogen Co.) et incubé pendant 16 heures & 37°C. Les puits ont été lavés deux fois avec
du milieu frais. Ensuite, 1x10° cellules de ’hybridome T 2.102 ont été ajoutées aux puits.

Les plaques ont été incubées 24 heures 3 37°C. Afin de vérifier la specificité de la
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réaction, 0,75 pg d’anticorps 14-4-4s servant d’agent bloquant ont été ajoutés aux
complexes CMH II I-Ek/peptide et des CMH 1II I-E"/peptide avant I’ajout d’hybridomes T
2.102. Aprés I’incubation, 100 pl de surnageant ont été transférés dans des nouveaux
plateaux 96 puits qui ont été congelés a —80°C pendant 1 heure. L’activation des
hybridomes T 2.102 et leur production d’IL-2 ont été évaluées a 1’aide des CTLL-2,
cellules dépendantes de 1’IL-2. Un total de 5x10* (100 pl) cellules de CTLL-2 par ml de
milieu RPMI-1640 supplémenté de 10% CBS sans 2-ME a été ajouté aux surnageants
transférés précédemment. Aprés une incubation de 16 heures & 37°C, 20 pl par puits (0,4
uCi) de thymidine tritiée CH Thymine) (ICN Biochemicals) ont été ajoutés aux puits. Les
plateaux ont été incubés a 37°C pendant 16 heures supplémentaires. Finalement,
I’incorporation de la thymidine radioactive dans I’ADN des CTLL-2 a été mesurée suite 4
la lyse des cellules et au transfert ’ADN sur des filtres a 1’aide de 1’appareil «Micro cell
harvester». Les filtres ont été analysés al’aide d’un compteur a scintillation 1450

microBeta Trilux et du logiciel MicroBeta Windows Workstation (Wallac, Boston, MA).

6.2 Criblage des fractions d’HPLC

Le criblage des fractions de HPLC a été effectué par la méme méthode. Toutefois,
50 pl de chacune des fractions ont été déposés dans des puits de plaques 96 puits et le
solvant a été évaporé sous la hotte a flux laminaire. De plus, 5x10* cellules présentatrices
d’antigéne CHO-E* ou CHO-EP ont été ajoutées aux puits avant d’ajouter 5x10*
hybridomes T 2.102. La suite de 1’expérience est identique 4 la méthode décrite 4 la

section 6.1,

7. Analyse en spectrométrie de masse des peptides purifiés

Les peptides contenus dans les fractions ont été concentrés al’aide d’un
SpeedVac. Les analyses ont été effectuées a 1’aide de deux spectrométres de masse, le LC
MS/MS Q-TRAP (Nanopompe 1100 d’Agilent couplé a un Q-trap 4000 de Applied
Biosystem) et le MALDI Q-TOF (Q-TOF Ultima de la compagnie Micromass). Ces
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appareils sont sensibles et 1’efficacité de la fragmentation dépend de la technique utilisée
comme le trappage d’ions ou la technologie de temps de vol (Génome Québec de
I’Universit¢é McGill, Montréal). Le MALDI (Matrix-Assisted Laser Desorption
Ionization) Q-TOF a été le plus utilisé. Les échantillons ont été déposés avec la matrice
sur une plaque de métal et le solvant évaporé. Les peptides ont alors été sélectionnés un
apres I’autre pour poursuivre a I’étape de fragmentation. Les chromatogrammes ont
ensuite été analysés pour chacun des peptides fragmentés afin de déterminer la séquence

en acides aminés.
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RESULTATS
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1. La purification des molécules du CMH de classe I1 I-E* et I-EP

La chromatographie d’affinité a nécessité I'utilisation d’une grande quantité
d’anticorps spécifiques pour la purification des complexes CMH Il/peptide. Les anticorps
necessaires ont été produits par le laboratoire & partir d’hybridomes 14-4-4s. L’anticorps
14-4-4s est spécifique pour la chaine non-polymorphique o des molécules du CMH II I-E
donc il est capable de reconnaitre a la fois la molécule I-E¥ et I-EP (132). Les anticorps
ont ét€ purifiés par chromatographie d'affinité a 1’aide d’une résine de sépharose 4B Fast
Flow couplée a la protéine G & partir du surnageant d’une culture cellulaire de 1x10®
cellules. Une quantité moyenne d’anticorps de 0,3 mg a été purifiée par million de

cellules.

L’optimisation de la purification des complexes CMH 11 I-E"/peptide et/ou CMH
II I-EP/peptide a été faite au cours du projet de maitrise de Marie-Pascale Gignac,
ctudiante dans le laboratoire de Claude Daniel (135). La méthode de purification des
molécules du CMH I-E¥ décrite par Nelson et ses collaborateurs a servi de référence pour
Poptimisation de la méthode pour les molécules du CMH Il I-EP (71). Quelques
difficultés ont di étre résolues. En effet, les complexes CMH II I-EP/peptide se sont
averés instables dans le tampon d’élution diéthylamine utilisé pour la purification des
complexes CMH 1I I-E¥/peptide. 11 a donc fallu identifier des conditions dans lesquelles
Iintégrité des complexes CMH II I-EP/peptide est conservée. Le tampon d’élution 0,1 M
Tris pH 10,6 a été démontré comme étant celui capable de conserver la stabilité des

complexes du CMH II I-EP/peptide lors de 1’élution.

Les complexes CMH Il/peptide ont été purifiés par chromatographie d’affinité a
partir de la lignée cellulaire CH27 sauvage ou transfectée avec une construction
permettant d’exprimer constitutivement la molécule du CMH I-EP. Les cellules ont
également été transfectées ou non avec une construction permettant d’exprimer les
peptides spécifiques aux molécules du CMH II. Les lignées cellulaires qui ont été
utilisées sont CH27, CH27mHEL/Hb(64-76), CH27-EP et CH27-EP-EPM. La demniére

lignée cellulaire exprime constitutivement 1’épitope EPM. Cet épitope a été produit par
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I’équipe du Dr. Allen par le criblage d’une banque peptidique combinatoire. L’épitope
EPM a été sélectionné comme étant celui capable de stimuler le plus fortement
I’hybridome T 2.102. Il a donc été utilisé comme témoin dans le but de vérifier qu’il était

bel et bien possible de purifier des peptides naturels par I’approche choisie (120).

Pour la chromatographie d’affinité, environ 2x10'° cellules pour chaque lignée
cellulaire ont été solubilisées a I’aide des détergents MEGA-8 et MEGA-9 dans un
tampon PBS 1X pendant 1 heure 4 4°C. Les complexes CMH II/peptide solubilisés ont
été adsorbés toute la nuit a 4°C sur les billes de sépharose 4B Fast Flow couplées a
I’anticorps 14-4-4s. Les fractions ayant une densité optique a 280 nm plus élevées ont été
combinées (Figure 8). Une moyenne de 13 mg de complexes CMH Il/peptide par 10'°
cellules ont été purifiés a partir des différentes lignées cellulaires. Il est important de
noter que certaines de ces expériences ont été effectuées avec des billes de sépharose 4
Fast Flow. Cette résine a montré une perte d’efficacité considérable de purification des
complexes lorsque la colonne était réutilisée. Le probléme a été résolu en remplagant les
billes de sépharose 4 Fast Flow pour des 4B Fast Flow de la méme compagnie. Il est
également a noter que les quantités de complexes CMH Il/peptide purifiés peuvent varier
puisqu’il faut tenir compte du fait que certaines lignées cellulaires expriment
constitutivement soit les molécules du CMH II I-E¥ ou soit les molécules du CMH 1I I-EX
et I-E. 11 est donc impossible de comparer la quantité de complexes purifiés a partir des

différentes lignées cellulaires.
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Figure 8: Purification des complexes CMH II I-E“/peptide et/ou CMH II I-
E’/peptide par chromatographie d’affinité

Chacune des purifications a été effectuée avec les composantes membranaires
solubles de 1x10' cellules produites dans un volume total de cinq litres de culture
cellulaire avec le tampon d’élution 0.1 M Tris pH 10.6. La densité optique des fractions

obtenues suite a I'élution a été mesurée a 280 nm. La limite supérieure du

spectrophotometre est a une D.O. de 3,0.
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2. La stabilité des complexes CMH I1/peptide

La meilleure méthode de détection des complexes CMH Il/peptide stables a été
démontrée par une collégue au cours de sa maitrise (135). La méthode choisie est
I'immunoempreinte de type "Western". Cette technique a précédemment été utilisée par
I’équipe de Pierce et collaborateurs en utilisant les anticorps 17-3-3s et Y-17 pour la
détection de complexes CMH II I-E¥/peptide (136). Nous avons utilisé une technique
semblable mais avec I’anticorps 14-4-4s qui est spécifique aux molécules du CMH II I-E.
Cet anticorps peut reconnaitre les hétérodiméres aff stables de classe II mais il est
incapable de reconnaitre les chaines B dissociées. Les molécules du CMH II stables
migrent généralement sous une forme compacte trimérisée, c’est-a-dire formées d’une
chaine a, d’une chaine B et d’un peptide. La masse moléculaire de ce trimére est
d’environ 52 a 56 kDa. Lorsque les complexes deviennent instables par chauffage ou par
I’ajout de substances dénaturantes, les chaines vont migrer sous une forme dissociée.
Sous cette forme, les chaines o et B libres vont migrer a environ 30 kDa 6, 92).
Toutefois, seul I’anticorps 17-7-7s est capable de reconnaitre a la fois les hétérodimeres
ap et les chaines libres des molécules du CMH II. Cependant, selon notre expérience, la
détection par cet anticorps est beaucoup moins sensible en immunoempreinte de type

"Western" que celle par ’anticorps 14-4-4s,

L’analyse des complexes purifiés CMH 11 I-E"/peptide et CMH II I-EP/peptide
montre une protéine d’environ 50 kDa qui peut étre observée dans toutes les conditions
(Figure 9). Cette protéine correspond a la masse moléculaire d’un dimére de molécules
du CMH II. Une protéine d’environ 100 kDa correspondant a des diméres de diméres ou
aussi appelés superdiméres peut également étre observée. Pierce et collaborateurs ont
démontré que la formation de superdiméres de classe II est possible in vitro. Ils ont
suggéré qu’ils jouent un rdle dans la stabilisation de I’interaction entre les molécules du
CMH II et le TCR (92). Le premier puits contenant des complexes CMH 11 I-Ek/peptide
et I-EP/peptide purifiés sans immunoprécipitation ne nous permet pas de voir les

superdimeres car ils sont présents en trop faible quantité pour la sensibilité de la méthode.
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L’immunoprécipitation a permis de concentrer d’avantage les complexes purifiés et ainsi

pouvoir observer des superdimeéres.

|I-Ek et 1-EP purifiés Diéthylamine pH 10,65
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Figure 9: Détection des complexes CMH 11 I-E*/peptide et I-Ef/peptide purifiés par

immunoempreinte de type « Western »

Une immunoempreinte de type « Western » a été réalisée sur les complexes CMH
11 I-Ek/peptide et I-EP/peptide purifiés par chromatographie d’affinité et
immunoprécipités avec des billes de sépharose couplées aux anticorps 14-4-4s. Le
premier puits a été chargé avec des complexes purifiés seuls sans avoir subi
d’immunoprécipitation. Les complexes purifiés dans les autres puits ont été concentrés
par immunoprécipitation et incubés ensuite soit avec du tampon PBS 1X pH 7,4, du
tampon d’¢élution 0,1 M Diéthylamine pH 10,65 ou du tampon d’élution 0,1 M Tris pH

10,6, avant d’étre chargés sur un gel de polyacrylamide.
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On observe que la quantité de protéines correspondante aux complexes CMH II I-
Ek/peptide et CMH II I-E/peptide incubés en présence du tampon d’élution Tris est plus
importante que dans le tampon d’élution diéthylamine. Ce résultat propose la présence de
complexes CMH II I-EP/peptide stables dans le tampon Tris. Ces résultats supportent
I’observation précédemment rapportée par Gignac selon laquelle les complexes CMH 11
I-EP/peptide sont stables dans le tampon d’élution Tris et instables dans le tampon
d’¢lution diéthylamine. La stabilité des complexes CMH II I-EP/peptide seuls n’a pas €té
démontrée directement par cette expérience mais Gignac 1’a clairement faite  1’aide de
résultats rapportés précédemment (135). A ’aide de cette méthode de détection, nous
avons montré a la figure 9 que des complexes CMH 11 I-Ek/peptide et CMH II I-
EP/peptide stables peuvent étre obtenus a I’aide du tampon d’élution Tris lors de la

purification par chromatographie d’affinité.

3. Activation des hybridomes T 2.102 par les complexes CMH II I-EP /peptide
purifiés

Cette expérience a été effectuée sur les complexes purifiés par chromatographie
d’affinité afin de confirmer I’intégrité fonctionnelle des complexes CMH II I-EP/peptide.
La figure 10 montre le profil de I’activation des hybridomes T 2.102 par les complexes
CMH 11 I-Ek/peptide et I-EP/peptide purifiés. Des dilutions sérielles des complexes ont
tout d’abord été adsorbés au fond des puits & température piéce pendant 16 heures. Pour
permettre 1’activation des hybridomes T, les peptides doivent étre présentés par les
molécules du CMH IL. Dans cette expérience, les cellules présentatrices d’antigéne ne
sont pas requises puisque les peptides ont déja été pris en charge par les molécules du
CMH 1I et qu’ils sont préts a stimuler directement les hybridomes T 2.102. Il n’est donc
pas nécessaire d’avoir de cellules présentatrices d’antigénes pour présenter les peptides
aux hybridomes T. La stimulation des hybridomes T par les complexes CMH 1I I-
EP/peptide a été mesurée a 1’aide de la prolifération des CTLL. L’activation des
hybridomes T est détectable a aussi peu que 0,33 ug de complexes purifiés (Figure 10).
De plus, la spécificité de la reconnaissance a été confirmée par I’inhibition de I’activation

lorsque I’anticorps anti-CMH 11, 14-4-4s, a été ajouté aux puits.
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Figure 10: Activation des hybridomes T 2.102 par les complexes CMH II I-
EP/peptide purifiés

Les complexes CMH II I-E"/peptide purifiés par chromatographie d’affinité a
partir des cellules CH27-EP-EPM ont été adsorbés dans une plaque 96 puits toute la nuit.
Apres deux lavages, les hybridomes T 2.102 ont été ajoutés et incubés pendant une
période de 16 a 18 heures. Par la suite, les cellules dépendantes d’IL-2, les CTLL, ont été
mises en présence du surnageant contenant I'IL-2 sécrétée par les hybridomes activés.
L’activation des hybridomes T est évaluée par la mesure de la prolifération des CTLL.

L’anticorps 14-4-4s a été utilisé comme inhibiteur de I’activation.

55



4. Analyse des profils des chromatogrammes d’HPLC

Les peptides purifiés a partir des différentes lignées cellulaires telles que CH27,
CH27-E°, CH27mHEL/Hb(64-76) et CH27-EP-EPM ont été séparés selon leur
hydrophobicité par HPLC (Figure 11). Un gradient acide trifluoroacétique/acétonitrile a
et¢ utilisé pour séparer les peptides. Les peptides ont été récupérés sous forme de
fractions toutes les 30 secondes. Les profils des chromatogrammes d’HPLC sont
similaires pour les quatre lignées cellulaires. Toutefois, un décalage est observé pour la
lignée cellulaire CH27mHEL/Hb(64-76). Ce phénoméne a été probablement causé par
une modification dans les solvants utilisés ou dans les manipulations de 1’appareil.
Compte tenu de I’absence de différences marquées entre les profils, nous ne pouvons pas
faire de corrélation entre les profils observés et les peptides présents dans chacune des
lignées cellulaires. Les composés présents dans les échantillons et responsables des
profils d’absorbances observés peuvent étre aussi bien des peptides que des contaminants
tels que les détergents provenant de la purification des complexes ou des savons présents
dans la vaisselle utilisée. L’absence de la saturation de 1’absorbance au début de la
séparation des peptides obtenus avec les lignées cellulaires CH27 et CH27-EP-EPM est le
résultat d’un lavage de la colonne avec le solvant A (0,06% de TFA dans de I’eau). Ce
lavage a été effectué afin de vérifier que le bruit de fond ne cachait pas des peptides
moins abondants. Les lavages n’ont pas été faits par la suite pour les autres échantillons
puisque aucun peptide ne semblait étre dissimulé par le bruit de fond au début du

gradient.
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Figure 11: Analyses par HPLC des peptides associés au CMH II obtenus a partir de

différentes lignées cellulaires

Les profils des chromatogrammes ont été obtenus par HPLC. Les peptides isolés a
partir des différentes lignées cellulaires ont été séparés selon leur hydrophobicité sur une
colonne Vydac C,s. Les fractions ont été récoltées a toutes les 0,5 min a un débit de 0,5
ml/min. Les peptides ont été détectés a I’aide d’un spectrophotométre 4 une longueur
d’onde de 214 nm. Pour le reste du document, chaque lignée cellulaire sera représentée
par une couleur: CH27; vert, CH27mHEL/Hb(64-76); rose, CH27-EP; bleu pale, CH27-
EP-EPM,; bleu foncé.

57



5. Criblage des fractions obtenues par HPLC capables de stimuler 1’hybridome T
2.102

Les fractions ont été déposées dans des plaques 96 puits qui ont été laissées sous
la hotte a flux laminaire & température piéce toute la nuit afin de permettre I’évaporation
du solvant des fractions. Une fois I’évaporation terminée, 5x10* cellules présentatrices
d’antigéne CHO-E* ou CHO-EP ainsi que 5x10* hybridomes T 2.102 ont été déposés dans
chacun des puits contenant les peptides. L’activation des hybridomes T a été mesurée a

I’aide des CTLL tel que décrit 4 la section 6.

Pour la lignée cellulaire CH27mHEL/Hb(64-76), on observe quelques fractions
capables de stimuler I’hybridome T 2.102 lorsque présenté par les cellules CHO-EX.
Comme Vidal et collaborateurs I’ont démontré en 1998 (30), 1’activation de I’hybridome
T se produit sur un maximum de 10 fractions consécutives (Figure 12A). Les peptides
capable de stimuler I’hybridome T 2.102 ont été élués entre 48,5 min et 53,5 min.
L’expérience a été effectuée avec la lignée cellulaire CH27mHEL/Hb(64-76) & des fins
de contrble de la méthodologie, principalement au niveau de 1’étape de séparation des
peptides avec le HPLC. Nous voulions nous assurer qu’il était possible de reproduire les
résultats obtenus par une autre équipe et ce, dans les mémes conditions. Nous avons
utilisé comme témoin négatif, la lignée cellulaire CH27 qui a été démontrée comme étant
incapable de stimuler I’hybridome T 2.102 (5). 1l n’est donc pas étonnant d’observer
aucune activité biologique des fractions obtenues par HPLC lorsqu’elles contiennent des
peptides présentés par une cellule présentatrice 1-E¥ (Figure 12B). En comparant ces
résultats a ceux obtenus avec la lignée cellulaire CH27mHEL/Hb(64-76), nous pouvons
affirmer que les peptides capables de stimuler I’hybridome T contiennent I’épitope

Hb(64-76).

Les principales fractions dérivées des cellules CH27-EP-EPM capables d’activer
’hybridome T 2.102 ont été éluées entre 48 min et 54,5 min, entre 56 min et 59 min et
entre 62 min et 66 min (Figure 12C). Les peptides ont été présentés cette fois-ci par des
cellules présentatrices d’antigéne, CHO-EP, exprimant les molécules du CMH 1I I-EP. En

comparant avec les témoins CH27 et CH27mHEL/Hb(64-76), nous pouvons supposer
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que les trois fractions capables de stimuler 1’hybridome T 2.102 contiennent des
séquences polypeptidiques composées de 1’épitope EPM puisque nous savons que cet

épitope est capable de stimuler fortement I’hybridome T 2.102.

Finalement, nous avons effectué I’expérience avec la lignée cellulaire CH27-EP.
Cette lignée exprime les peptides naturels capables de stimuler I’hybridome T 2.102
lorsqu’ils sont présentés par la molécule du CMH 11 I-E”. Nous observons des valeurs en
CPM trés similaires aux résultats obtenus avec le témoin négatif, c’est-a-dire un signal
correspondant au bruit de fond (Figure 12D). Toutefois, nous avons obtenu quelques
fractions capables de stimuler ’hybridome T 2.102 plus fortement. En effet, nous
observons aux environs de 65 minutes une fraction activant 4 2500 CPM. Cette valeur est
significative puisqu’elle correspond a cinq fois le bruit de fond. Cette valeur plus élevée

en CPM semble donc confirmer la présence d’allopeptides dans notre échantillon.
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Figure 12: Criblage des fractions d’HPLC possédant une activité stimulatrice des
hybridomes T 2.102

Les fractions obtenues par HPLC ont été déposées dans une plaque 96 puits en
présence de cellules présentatrices d’antiggne CHO-E* ou CHO-EP ainsi que les
hybridomes T 2.102 pendant 16 a 18 heures. L’activation des hybridomes T 2.102 a été
mesurée a I’aide des CTLL dont les valeurs sont représentées en CPM. Profil d’activation
des hybridomes T 2.102 obtenu apres stimulation avec les peptides purifiés a partir de la
lignée cellulaire A) CH27mHEL/Hb(64-76); rose B) CH27; vert C) CH27-EP-EPM; bleu
foncé D) CH27-EF; bleu pale.
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6. Analyses de spectrométrie de masse

Les trois fractions d’HPLC provenant de la lignée cellulaire CH27-EP-EPM et
correspondantes a la stimulation maximale de I’hybridome T 2.102 ont été analysées en
spectrométrie de masse, c’est-a-dire, les fractions a 50,5 min, 58 min et 64 min. Les
analyses ont été effectuées 4 1’aide de deux spectrométres de masse, le LC MS/MS Q-

TRAP et le MALDI Q-TOF.

Un total de 21 peptides ont été retrouvés dans les trois fractions dont 6 peptides
dans la fraction a 50,5 min (Figure 13A), 8 peptides dans la fraction a 58 min (Figure 14)
et 7 peptides dans la fraction & 64 min (Figure 15A). Deux séquences peptidiques ont été
identifiées clairement et sans aucune ambiguité. Un peptide de 13 acides aminés a été
identifie dans la fraction 101, GKKVITFSWGSLS (Figure 13B). Ce peptide correspond &
I’épitope inséré dans le vecteur d’expression. La deuxiéme séquence peptidique de 15
acides aminés provient de la fraction 128, GKKVITFSWGSLSGS (Figure 15B). Cette
séquence correspond aux 13 acides aminés de 1’épitope additionnée d’une glycine et
d’une sérine a I’extrémité C-terminale. Ces deux derniers résidus proviennent des acides
aminés encodés dans la cassette d’expression du vecteur utilisé pour la transfection des
cellules CH27-EP-EPM.

L’analyse n’a pas été facile puisque la présence importante de détergents dans les
echantillons a nui a la détection des peptides avec le spectrométre de masse MS/MS Q-
TRAP. 11 a été impossible d’analyser avec ce type d’appareil le résultat des
fragmentations de peptides. Le MALDI Q-TOF a donc été utilisé puisque ce dernier s’est
avéré moins sensible aux détergents lors de 1’analyse des peptides. A cause des
détergents, seulement 2 peptides sur les 21 peptides analysés ont donc pu étres identifiés.
La fragmentation des autres peptides n’était pas assez claire pour permetire

I’identification d’une séquence de plus de trois acides aminés consécutifs.
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Figure 13: Analyse par spectrométrie de masse de la fraction d’HPLC a 50,5 min

Les analyses ont été effectuées avec un spectrométre de masse MALDI-Q-TOF.
A) Spectre de masse de la fraction obtenue a partir de la lignée cellulaire CH27-EP-EPM

B) Chromatogramme du peptide fractionné possédant une masse/charge (m/z) de 1409

(indiquée par une fléche noire).
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Figure 14: Analyse par spectrométrie de masse de la fraction d’HPLC 2 58 min

Les analyses ont été effectuées avec un spectrométre de masse MALDI-Q-TOF.

Spectre de masse de la fraction obtenue a partir de la lignée cellulaire CH27-EP-EPM
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Figure 15: Analyse par spectrométrie de masse de la fraction d’HPLC i 64 min

Les analyses ont été effectuées avec un spectromeétre de masse MALDI-Q-TOF.
A) Spectre de masse de la fraction obtenue a partir de la lignée cellulaire CH27-EP-EPM

B) Chromatogramme du peptide fractionné possédant une m/z de 1553 (indiquée par une
fleche noire).
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1. Identification de I’épitope EPM a partir de la lignée cellulaire CH27-EP-EPM

Dans ce projet, nous avons démontré qu’il était possible d’identifier les peptides
naturels exprimés dans une lignée cellulaire murine. Pour ce faire, nous avons d’abord
purifiés les anticorps 14-4-4s (132) qui ont été utilisés pour la confection de la colonne de
sépharose 4B Fast Flow couplée au CNBr. Cette colonne a servi a la purification des
complexes CMH 1I I-E¥/peptide et I-EF/peptide. Les complexes ont été élués a 1’aide du
tampon 0,1 M Tris pH 10,6 ce qui nous a permis de purifier des complexes du CMH 11 I-
EP/peptide stables (Figure 8-9). Les résultats obtenus par immunoempreinte de type
"Western" ont permis d’observer des complexes CMH II stables. Toutefois, pour en étre
entierement convaincus, il aurait fallu avoir des complexes CMH 11 I-EP/peptide purifiés

seuls pour reproduire les résultats obtenus par Gignac (135).

Etant donné que la colonne 14-4-4s utilisés lors de la chromatographie s’est
avérée non-réutilisable lorsque produite avec les billes de sépharose 4 Fast Flow au lieu
des 4B, il est impossible de faire des corrélations avec les différents niveaux d’expression
des complexes CMH 11 I-E¥/peptide et I-EP/peptide des différentes lignées cellulaires. Si
le nombre exact de cellules solubilisées et la quantité de complexes purifiés avaient été
connus pour une méme colonne, il aurait été intéressant de comparer les résultats entre
eux. Nous aurions alors pu extrapoler sur la quantité de complexes CMH II I-E¥/peptide
non désirés dans I’échantillon par rapport aux complexes CMH II I-EP/peptide
recherchés. En effet, étant donné que les deux lignées cellulaires CH27-EP et CH27-EP-
EPM expriment également des complexes CMH 11 I-Ek/peptide, I’anticorps 14-4-4s a
purifier les complexes CMH 11 I-Ek/peptide en méme temps que les complexes CMH II 1-
EP/peptide. Cependant, puisque nous possédons les anticorps 17-3-3s qui sont spécifiques
a la chaine B de I-E¥, nous aurions pu faire une déplétion des complexes CMH II I-
E*/peptide sur une premiére colonne et purifier les complexes CMH II I-EP/peptide sur la
colonne avec 14-4-4s. Pour ce faire, il aurait tout simplement fallu produire une nouvelle
colonne avec I’anticorps 17-3-3s et reprendre ’expérience. Toutefois, il était tout a fait
possible de faire 1’expérience dans nos conditions puisque les complexes CMH 1II I-

Ek/peptide sont incapables de stimuler I’hybridome T 2.102. De plus, les motifs de liaison
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du CMH ainsi que la présentation d’antigéne sont spécifiques soit a I-E* ou I-EP mais pas
aux deux (120). Les peptides présentés par les molécules du CMH II I-E* ne peuvent
donc pas étre présenté par les molécules du CMH II I-EP et vice versa. Donc, le seul
endroit ol ces complexes pouvaient nuire, c’est au niveau des analyses des peptides par
spectrométrie de masse, en augmentant le nombre de peptides différents présents dans

chacune des fractions.

Nous avons démontré que les complexes CMH Il I-EP/peptide purifiés sont
capables de stimuler I’hybridome T 2.102 et que la reconnaissance est spécifique
lorsqu’un anticorps anti-CMH 1I est ajouté aux puits. Toutefois, il aurait été préférable
d’utiliser un autre anticorps que 14-4-4s pour confirmer cette expérience puisque
I’anticorps utilisé pour le blocage est le méme que I’anticorps utilisé pour la purification
des complexes, il est donc attendu que ce qui a été purifié avec cet anticorps soit bloqué
par celui-ci. Toutefois dans ce cas-ci, les résultats obtenus sont concluants puisque
seulement les complexes purifiés pouvaient stimuler I’hybridome T 2.102. Il existe
I’anticorps 2B6.B8 qui est spécifique a la chaine  de I-EP (137). Cependant, cet anticorps
croise assez fortement avec les molécules du CMH 11 I-E¥ ce qui aurait pu empécher les
complexes CMH 11 I-E* de stimuler I’hybridome T 2.102. Toutefois, il a été démontré que
ces complexes sont incapables de reconstituer 1’alloréactivité de I’hybridome T 2.102

(Figure 10).

Les peptides ont ensuite été séparés par HPLC selon leur hydrophobicité. Nous
avons analysé les chromatogrammes obtenus et nous ne pouvons faire aucune corrélation
entre les chromatogrammes et les différentes lignées cellulaires. Il serait toutefois
possible de changer les paramétres pour observer les valeurs d’absorbance plus faibles
qui se retrouvent dans le bruit de fond. Il serait alors peut-étre possible de voir des
différences plus marquées entre les chromatogrammes que ce que 1’on observe (Figure

).

Suite au criblage des fractions capables de stimuler I’hybridome T 2.102, nous

avons pu reproduire des résultats obtenus par 1’équipe de Vidal et collaborateurs avec les
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peptides purifiés de la lignée cellulaire CH27mHEL/Hb(64-76) (30). Nous avons montré
que les peptides capables de stimuler I’hybridome se situent entre 48,5 min et 53 min ce
qui représente en fait un décalage de seulement 5 min avec les résultats obtenus par
I’autre équipe de chercheurs. Les résultats montrent qu’avec notre méthodologie, nous
sommes capable de reproduire les mémes résultats (Figure 12A). Notre témoin négatif
CH27 a montré qu’il était impossible de reconstituer 1’alloréactivité de ’hybridome T
2.102 avec des peptides présentés par les molécules du CMH 1I I-EX. 11 est donc possible
d’affirmer que les fractions entre 48 min et 54,5 min, 56 min et 59 min et 62 min a 66
min obtenues a partir des cellules CH27-EP-EPM contiennent des peptides capables de
stimuler I’hybridome T 2.102. Les fractions a 50,5 min, 58 min et 64 min, induisant une
stimulation maximale, ont été analysées afin d’identifier les peptides présents. L’étape de
I’analyse des peptides présents dans les fractions capables de stimuler I’hybridome T
2.102 a été une étape difficile. Plusieurs appareils différents ont été utilisés puisque
chacun des spectrométres de masse a des avantages et des inconvénients. Le probléme
majeur a été la présence de contaminants, probablement des détergents tels que MEGA-8
et MEGA-9 (Amersham Pharmacia) utilisés lors de la solubilisation des cellules, ou des
savons présents dans la verrerie utilisée tout au long des manipulations. Nous avons
essayé d’éliminer les contaminants a 1’aide d’une colonne Zip-Tip mais sans succés.
L’utilisation du spectrométre de masse LC/MS/MS/Q-TRAP ne fut pas un grand succés
puisque les contaminants augmentaient considérablement le bruit de fond rendant ainsi la
détection des peptides présents dans les fractions impossible. Finalement, les résultats se
sont avérés beaucoup plus encourageants suite a 1’utilisation d’un spectrométre de masse
MALDI-Q-TOF. Cet appareil semblait moins sensible a la présence des contaminants.
Malgré la forte concentration de détergents dans les échantillons, nous avons été en
mesure d’identifier deux peptides correspondant a 1I’épitope recherché EPM. Un peptide

provient de la fraction a 50,5 min et ’autre 4 64 min.

Comme nous le pensions, les deux peptides sont deux formes différentes de
Pépitope EPM. En effet, il a été démontré que les séquences peptidiques d’un épitope
sont en grande majorité 1’épitope en entier additionné d’acides aminés aux extrémités N-

ou C-terminales. Par exemple, il a été observé pour 1’épitope mHEL/Hb(64-76) lorsque
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présenté par les molécules du CMH 11 I-E¥ qu’il pouvait y avoir de un a quatre acides
aminés supplémentaires a 1’extrémité C-terminale (30). On peut également en retrouver a
’extrémité N-terminale. Nelson et collaborateurs ont rapporté au début des années 1990
que les résidus supplémentaires aux différentes extrémités effectuent des contacts
additionnels nécessaires a la stabilité du complexe CMH Il/peptide (71). L’équipe a
eégalement proposé que ces résidus jouent un réle important dans I’identité de I’enzyme
protéolytique responsable de la création des peptides. La longueur du peptide serait une
indication de la durée de la protéolyse enzymatique du polypeptide dans le compartiment
protéolytique. Les séquences peptidiques présentées par les molécules du CMH 1I sont
probablement sélectionnées pour leur plus haute affinité pour la molécule du CMH et/ou
que ces extrémités supplémentaires facilitent le transport dans la cellule jusqu’a la
molécule du CMH (20). Bref, ces observations nous ont permis de spéculer que les deux
peptides étaient probablement des formes différentes de 1’épitope EPM, ce qui s’est avéré

exacte.

L’expérience a également été effectuée avec la lignée cellulaire CH27-EP dans le
but d’identifier des allopeptides naturels. Nous avons observé une stimulation
significative de ’hybridome T 2.102 mais trop faible pour que la fraction soit analysée en

spectrométrie de masse.

2. Perspectives du projet a court terme

2.1 Reprise des expériences avec CH27-EP par ’approche protéomique

Les expériences doivent donc étre reprises avec la lignée cellulaire CH27-EP. La
purification par chromatographie d’affinité des complexes CMH 11 I-EP/peptide se fera
avec les billes de sépharose 4B Fast Flow. Le rendement de chaque élution va étre ainsi
maximal et va permettre de purifier une plus grande quantité de complexes CMH 1I I-
EP/peptide. Puisque nous avons eu des problémes majeurs avec des contaminants lors de
I’analyse par spectrométrie de masse des procédures particuliéres vont étre prises. La

verrerie utilisée sera lavée manuellement et sera rincée avec du méthanol 100%
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commercial de qualit¢ HPLC afin d’éliminer tous les contaminants en particulier les
savons qui pourraient se retrouver dans les fractions & analyser par spectrométrie de
masse. L’eau utilisée au cours des expériences sera également de ’eau commerciale de
qualité¢ HPLC afin d’éviter toute source de contamination extérieure. Il faudra également
reprendre I’expérience avec une quantité plus importante de cellules pour étre en mesure
d’obtenir une quantité de peptides assez importante pour étre analysée en spectrométrie
de masse. Les expériences précédentes ont été effectuées avec environ 2x10'° cellules ce
qui a donné en test d’activation une valeur de CPM d’environ 2500. En supposant que le
niveau d’activation de I’hybridome T 2.102 est proportionnel 4 la quantité de peptides
présents dans les fractions, il faudrait un volume de culture cellulaire 10x plus élevé afin
que le compte de 2500 CPM passe & environ 25 000 CPM, tel qu’obtenu avec la lignée
cellulaire CH27-EP-EPM. 11 faudrait donc reprendre 1’expérience avec environ 2x10"!

cellules afin d’obtenir une quantité de peptides souhaitables.

2.2. Expérience avec un protocole modifié

Une autre alternative qui est fortement 4 considérer nécessite la modification du
protocole. Suri et collaborateurs ont justement effectué des expériences similaires avec un
protocole de purification par chromatographie d’affinité différent (138). Ils ont purifié
des peptides naturels présentés par les molécules du CMH II I-A®¥ et 1-A®""P 3 partir de
lymphomes de souris. Ils n’ont eu besoin que de 2 4 8 x10° cellules pour y arriver. Ce
nouveau protocole éviterait de devoir produire un trop grand volume de culture cellulaire.
Au lieu d’€luer les complexes CMH Il/peptide avec le tampon 0,1 M Tris pH 10.6, ils ont
elué avec 0,1% TFA a pH 1.9. IIs utilisent les mémes détergents pour la solubilisation des
cellules et la purification des complexes que dans notre méthodologie, c’est-a-dire le
MEGA-8 et le MEGA-9. L’avantage de leur méthode est qu’ils éliminent les détergents
avant d’€luer les complexes CMH II I-EP/peptide sous une forme dissociée. Tel que
mentionné plus haut, la présence de contaminants a rendu 1’analyse par spectrométrie de
masse assez difficile. Les détergents utilisés pour la solubilisation et la purification sont
probablement une des causes de cette contamination. Il serait donc avantageux de pouvoir

les eliminer dés le début de 1’expérience afin d’éviter des problémes similaires lors de
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I’identification des allopeptides isolés. Pour ce faire, Suri et collaborateurs solubilisent les
cellules avec 40 mM de MEGA-8 et de MEGA-9 comme dans notre protocole mais au
lieu de faire un lavage avec du PBS 1X contenant 10 mM de MEGA-8 et de MEGA-9, ils
ont effectué une série de 4 lavages avec des tampons différents. Ils ont effectué des
lavages avec une réduction successive des détergents MEGA-8 et de MEGA-9 suivi d’un
lavage avec du PBS 1X sans détergent et finalement avec de I’eau distillée. Les lavages
servent a éliminer tous les constituants cellulaires outre les complexes du CMH/peptide
qui n’ont pas été adsorbés par les anticorps couplés aux billes de sépharose 4B FAST
FLOW utilisées pour la chromatographie d’affinité. Ces lavages semblent trés efficaces
pour éliminer tous les détergents qui pourraient se retrouver dans les fractions d’HPLC et

interférer avec I’analyse par spectrométrie de masse de celles-ci (85, 138).

2.3 Confirmation de la présence des allopeptides in vivo

Une fois les allopeptides identifiés, il faudra effectuer I’expérience avec des
splénocytes de souris B10.P, cellules exprimant les molécules du CMH 11 I-EP afin de
verifier que le ou les peptides naturels identifiés sont bien exprimés in vivo. 1l faudra un
nombre important de rates de souris puisque les cellules qui y sont présentes sont de
tailles moins importantes que les lymphomes B de souris ce qui implique une moins
grande quantité de complexes exprimés a la surface des cellules. II faudrait donc de 100 a
375 souris pour obtenir un nombre raisonnable de cellules permettant ainsi d’effectuer
I’isolement des peptides exprimés par les molécules du CMH 1I I-EP capables de

reconstituer I’alloréactivité de ’hybridome T 2.102 (90).
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L'objectif de ce projet était d'identifier et de caractériser les peptides naturels
capables de reconstituer I’alloréactivité du clone de cellule T CD4" 2.102 lorsque
présentés par des molécules du CMH II I-EP de souris. La méthodologie choisie, c’est-a-
dire I’approche protéomique, a d’abord été validée a I’aide d’une lignée cellulaire témoin,
les CH27-EP-EPM, exprimant constitutivement le complexe CMH II I-E”/EPM, un
peptide synthétique. Les fractions & 50,5 min, 58 min et 64 min obtenues a partir de la
lignée cellulaire CH27-EP-EPM ont été démontrées comme étant celles capables de
stimuler le plus fortement la cellule T 2.102. Ces fractions ont été analysées par
spectromeétrie de masse. Un peptide dans la fraction a 50,5 min et un dans la fraction a 64
min ont été identifiés. La méthodologie finalement mise au point, 1’expérience pourra étre
effectuée avec la lignée cellulaire CH27-E” qui exprime les alloligands naturels des

molécules du CMH 11 I-EP.

L'identification et la caractérisation de ces allopeptides naturels vont permettre
d'augmenter nos connaissances au niveau des bases moléculaires de l'alloréactivité et
permettre de mieux comprendre comment elles peuvent influencer les alloréponses in

Vivo.
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A) B)

31 3]

Cellules non marquées
17.3.3s
2B6.B8
14.4.4s

Annexe 1: Spécificité des anticorps 14-4-4s, 17-3-3s et 2B6.B8 par analyse en
cytométrie en flux. La réactivité des anticorps 14-4-4s (noir), 17-3-3s (vert) et (bleu) a
été analysée en cytométrie A) CHO-E* B) CHO-EP (137)
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