Université du Québec

INRS-Institut Armand-Frappier

CARACTERISATION FONCTIONNELLE
DE RECEPTEURS D’INHIBITION
APPARTENANT A LA FAMILLE Ly49

Par

Anick Chalifour

These présentée pour I’obtention
du grade de Philosophiz doctor (Ph.D.)

en Virologie et Immunologie

Membres du jury d'évaluation

Dr. Claude Daniel Président de jury

Dr. Suzanne Lemieux Directrice de recherche
Dr. Pascale Duplay Co-directrice de recherche
Dr. Sylvie Fournier Examinateur externe

Dr. Ali Ahmad Examinateur externe

Décembre 2002



«Zaand on a diminé tout ce gui eot impossille, ce guc neste,
ausd improbialile soit-., we peut éthe que la vonité. »

Sterlact Folmes



ii

SOMMAIRE

Les cellules cytotoxiques naturelles (NK) expriment plusieurs récepteurs d’inhibition et
d activation, dont certains possédent comme ligands les molécules du complexe majeur
d histocompatibilité de classe I (CMH-I). Chez la souris, plusieurs membres de la famille
Ly49 reconnaissent ces molécules. Les récepteurs Ly49 inhibiteurs possédent dans leur
queue cytoplasmique un ITIM (“Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory Motif”), qui
une fois phosphorylé. initie un signal d’inhibition. La cascade de signaux d’activation est
donc interrompue et par conséquent, la cellule NK est inapte a attaquer la cellule cible
reconnue. La liaison de ligands aux récepteurs d’inhibition préviendrait 1’enclenchement
du mécanisme de lyse des cellules NK envers les cellules autologues saines de I'hote et
previendrait ainsi |'auto-immunité. Les récepteurs Ly49 activateurs possédent quant a
eux. un acide aminé chargé dans leur portion transmembranaire qui leur permet de
s'associer a DAPI12. une protéine adaptatrice contenant un ITAM (“Immunoreceptor
Tyrosine-based Activation Motif”). Suite a I’engagement du récepteur, ce motif est
phosphorylé ce qui enclenche alors une cascade de signaux qui se solde par I’activation de
la cellule NK. La résultante de la somme des signaux activateurs et inhibiteurs
déterminerait 1’état fonctionnel de la cellule NK et par conséquent, le sort de la cellule
reconnue. Le polymorphisme des récepteurs Ly49, la co-expression de plusieurs
récepteurs sur une méme cellule ainsi que leur spécificité de liaison pour des haplotypes
particuliers des molécules du CMH-I, ne seraient que quelques-uns des éléments pouvant

contribuer a la constitution du répertoire des cellules NK.

Le premier volet de ce projet de recherche avait pour but de déterminer I’implication de
récepteurs Ly49 dans la résistance a I’infection par le cytomégalovirus murin (MCMV). I
avait été établi que les cellules NK sont responsables de cette résistance et que le géne
Cmvl. qui la contrdle, est codé dans la méme région chromosomique que les membres de
la famille Ly49. Cela soulevait la possibilité d’une identité entre Cmv/ et un des génes
Ly49. Les stratégies employées pour vérifier cette hypothése furent donc premieérement de

tenter de réduire le nombre de candidats potentiels en limitant I’étendue de la région du



Cmvl et deuxiemement. de tenter d’abolir le phénotype de résistance des souris en
éliminant différentes sous-populations de cellules NK a I’aide d’injections d’anticorps
anti-Ly49. Selon nos observations, aucune des populations NK ciblées exprimant Ly49A,
Ly49C. Ly49I et/ou Ly49G2 ne semble jouer de role majeur dans la résistance contre le
MCMV. Par ailleurs, le suivi de la variation du niveau d’expression des récepteurs Ly49
et de la taille relative des populations de cellules NK les exprimant, nous indique que ces
deux paramétres subissent des changements significatifs au cours de I'infection. Ces

résultats suggérent que des sous-populations de cellules NK pourraient contribuer

différemment au phénotype de résistance.

L'identification de recepteurs NK (NKR) inhibiteurs a la surface de certaines sous-
populations de lymphocytes T a élargi le role de ces recepteurs, qui était initialement
limité a contrdler 1'activité des cellules NK, a d’autres populations cellulaires. Plusieurs
travaux démontrent que certaines fonctions des cellules T sont affectées par la présence de
NKR lorsqu’ils interagissent avec leurs ligands. La fonction de ces récepteurs pourrait

donc étre beaucoup plus importante que ce que 1’on avait initialement anticipé.

Le deuxieme volet consistait & déterminer comment ’avidité des récepteurs Ly49 pourrait
moduler leur capacité a inhiber un signal initié via le TCR. Les récepteurs Ly49 étant
exprimés sur des sous-populations chevauchantes de lymphocytes T et possédant
différents ligands communs, il était important de développer un systéme nous permettant
de mesurer sélectivement la conséquence fonctionnelle de I’engagement d’un récepteur
Ly49 donné, avec son ou ses ligands. Pour ce faire, nous avons généré des clones de
cellules T exprimant différents niveaux des récepteurs Ly49A ou Ly49C. Les résultats
démontrent qu’a la fois le niveau d’expression d’un récepteur Ly49 inhibiteur et son

affinité¢ pour son ligand, influencent la puissance avec laquelle il interfére avec

Pactivation des lymphocytes T.

Le troisiéme volet de cette thése portait sur I’étude de la capacité de récepteurs Ly49

d'inhiber I'apoptose des lymphocytes T induite suite a la stimulation via leur complexe



TCR/CD3 (“Activation-Induced Cell Death” ou AICD). Suite & une stimulation
antigénique, la majorité des cellules T activées sont éliminées par apoptose, ce qui met fin
a la réponse immune en limitant leur expansion clonale et par le fait méme, assure
I’homéostasie du systéme immunitaire. La faible proportion de lymphocytes T activés qui
échappent a 1I’AICD, constitue le pool de cellules T mémoires. Or, les récepteurs Ly49
sont exprimés a la surface de cellules T mémoires et les souris exprimant a la surface de
leurs cellules T un récepteur Ly49 inhibiteur comme transgéne, montrent une
accumulation de cellules T Ly49" mémoires. Ceci suggére donc que les récepteurs Ly49
puissent jouer un rdle dans la survie des cellules mémoires en inhibant I’AICD. Les
résultats que nous avons obtenus démontrent qu’effectivement, I’engagement de Ly49A

par son ligand H-2D, interfére avec I’AICD des cellules T activées via leur TCR.

Dans l'ensemble, les travaux présentés dans cette thése soulignent ’importance des
récepteurs Ly49 inhibiteurs dans la régulation de différentes fonctions des cellules

immunes qui les expriment.

.L..L\_x‘Ck (.LKLL(Q.A\ __':_.k_x_i_ y/

Anick Chalifour Dr Suzanne Lemieux

Directrice de recherche
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Introduction




L étude des récepteurs des cellules cytotoxiques naturelles (NK) est un domaine de
recherche en pleine etfervescence. En effet, ces récepteurs sont exprimés a la surface de
plusieurs types cellulaires, reconnaissent divers types de ligands. appartiennent a des
familles distinctes comptant des membres ayant des fonctions opposées (récepteurs
activateurs et inhibiteurs) et certains possédent des homologues chez plusieurs especes,
dont I"humain et les rongeurs. L’ensemble des analyses fonctionnelles effectuées jusqu’a
maintenant, indique clairement I’importance que peuvent avoir ces récepteurs dans la

régulation de I’état dactivation d’une cellule.

Les cellules NK constituent une population effectrice importante du syst¢éme immunitaire.
Ces leucocytes sont impliqués notamment dans la surveillance contre les tumeurs et les
maladies infectieuses, de méme que dans le rejet de greffes de moelle osseuse de nature
allogénique. Les cellules NK participent également a la régulation de I’hématopoiése.
L’activité biologique de ces cellules s’effectue par le biais de la synthése de cytokines et
de I'activité cytotoxique. Un contact étroit entre la cellule NK et la cellule cible est requis
pour initier ces activités. Il a récemment été établi que certains des récepteurs NK (NKR),
dont notamment les récepteurs Ly49 murins, se lient a des molécules du complexe majeur
d’histocompatibilité de classe I (CMH-I). Cependant, alors que les lymphocytes T
cytotoxiques sont activés par la reconnaissance du non-soi, l’activité cytotoxique des
cellules NK est au contraire tenue en échec par la reconnaissance des antigénes du soi. La
réduction de I’expression des antigénes du CMH-I, leur modification ou leur élimination,
par exemple lors d’une infection virale ou d’une transformation maligne, feraient obstacle

a Pinteraction des récepteurs Ly49 inhibiteurs avec leurs ligands et rendraient les cellules

affectées sensibles a ’activité NK.

Cependant. pour bon nombre de ces récepteurs, aucune propriété fonctionnelle n’a été
démontrée, faute de réactifs appropriés pour les étudier. De plus, les voies métaboliques
par lesquelles cheminent les signaux d’activation et d’inhibition & I'intérieur des cellules
NK sont moins connues que celles qui ont cours dans les lymphocytes T et B. Chose

certaine, les molécules de la famille Ly49 jouent un role déterminant dans la spécificité
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des cellules NK en contribuant a la constitution de leur répertoire. De fait. a I’époque ot
ce projet a débuté, seulement 9 des membres de la famille Ly49 étaient connus
(Ly49A-I). Aujourd'hui, plus de 23 génes pouvant coder pour une molécule Ly49 ont été

identifiés (Ly49a-w) et plusieurs équipes s’entendent sur le fait que cette famille serait

vraisemblablement encore plus vaste.

L expression de récepteurs Ly49 inhibiteurs n’est pas exclusive aux cellules NK. En effet,
elle est aussi retrouvée a la surface, notamment, de certaines sous-populations de cellules
T qui sont restreintes par CD1d, nommées NKT ainsi qu’a la surface de cellules T CD8"
mémoires. Plusieurs études suggérent que les NKR puissent jouer un réle dans les
différentes réponses immunes pour lesquelles les lymphocytes T sont des effecteurs
cellulaires majeurs : notamment les réponses antivirales et antitumorales. Mais comment
réconcilier le fait que des récepteurs Ly49 inhibiteurs et des récepteurs d’activation des
cellules T (TCR) qui sont tous les deux spécifiques de molécules du CMH-I, puissent étre
exprimés a la surface d’une méme cellule? Quelles sont les fonctions des lymphocytes T
que les récepteurs Ly49 régulent? Quels sont les facteurs qui modulent la capacité de
signalisation de ces récepteurs? Quel est le role des cellules qui expriment les récepteurs
Ly49. par exemple, lors d’une infection virale? Ce ne sont la que quelques-unes des

questions prédominantes actuelles et auxquelles nous avons tenté de répondre lors de ce

projet de doctorat.

Voici comment cette thése est structurée. Le premier chapitre passe en revue les grandes
lignes des connaissances acquises concernant les récepteurs de la famille Ly49 exprimés a
la surface des cellules NK et des cellules T et les situe dans le contexte général des
récepteurs de type NK (NKR). Quelques-uns des questionnements et des modéles
hypothétiques relatifs aux roles biologiques de ces récepteurs y sont présentés. Les
résultats obtenus lors de mon projet de doctorat sont présentés sous forme de trois
chapitres constitués, respectivement, des trois articles se rapportant aux différents volets
de ce projet. Deux de ces articles sont déja parus dans des revues avec comités de lecture.

Le troisitme, a €té soumis pour publication au mois de mars dernier au journal



“Immunology™ et est actuellement en révision. Ces articles sont reproduits intégralement
dans leur version originale anglaise. Chacun des articles est précédé d’une courte
introduction permettant de bien en situer le contexte au moment ot nous avons débuté les
travaux. ainsi que d'une traduction frangaise du résumé original. Finalement. le dernier
chapitre est constitué d’une discussion générale. Cette derniére reprend les principaux
résultats que nous avons obtenus et qui sont discutés en paralléle avec ceux récemment
publiés par d’autres €quipes. Il est important de noter que dans I’ensemble, je référe

presque uniquement aux NKR murins afin de circonscrire le contexte de I’argumentation.



Avant-propos




Afin que le lecteur puisse évaluer ma contribution personnelle aux travaux rapportés dans
cette thése. voici le détail de la contribution de chacun des auteurs des trois articles qui en
constituent la partie expérimentale. Deux des trois articles présentés sont déja parus. Le
troisiéme article vient d'étre soumis pour publication. Les docteurs Suzanne Lemieux et
Pascale Duplay ont respectivement agit en tant que directrice et de codirectrice de ces
travaux. De plus. il est a noter que le docteur Silvia Vidal. de I'université¢ McGill, a été
une collaboratrice de premier plan lors des travaux abordés dans le deuxiéme chapitre de
cette thése. Par leur encadrement scientifique, elles ont toutes trois permis la réalisation
des travaux présentés ici, et sont, par conséquent, les auteures seniors des publications qui
en découlent. Outre les articles présentés dans la thése (Annexe E). les résultats obtenus

dans ce programme de recherche ont fait I'objet de plusieurs communications dont la liste

est présentée a I’ Annexe F.

Article I

Assessment of Cmvl candidates by genetic mapping and in vivo antibody depletion

of NK cell subsets.

Madame Catherine Paré avait. lors de sa maitrise dans le laboratoire du Dr Suzanne
Lemieux. produit et caractérisé I'AcMo 5GAS5 qui nous a permis de cibler la population
Ly49C/I" lors de cette étude. Monsieur Seung-Hwan Lee faisant partie du laboratoire du
Dr Silvia Vidal, a pour sa part, collaboré a la cartographie génétique. Madame Chantal
Depatie effectuait un doctorat a I'Université McGill sous la direction du Dr Vidal au
moment de ces travaux et est co-premiére auteure de cette publication. En effet, les
travaux rapportés dans cette publication ont été effectués a contribution égale de la part de
madame Chantal Depatie et de moi-méme. Madame Depatie a réalisé¢ I’ensemble de la
cartographie génétique et a effectué la mesure des titres infectieux permettant d'établir le
phénotype de résistance virale des souris. Pour ma part, j’ai effectué la production et la
purification des AcMo nécessaires a I’étude, la mise au point des expériences de déplétion
in vivo. les isolements de cellules NK ainsi que leur analyse par cytométrie en flux. Les
deux co-premiéres auteures ont travaillé en équipe pour les manipulations animales

(injections, prélévements et traitements des organes). La rédaction de larticle a été



effectuce de facon conjointe par les co-premieres auteures et leurs directrices de

recherche. les Dr Suzanne Lemieux et Silvia Vidal.

Article 11
Receptor/ligand avidity determines the capacity of Ly49 inhibitory receptors to

interfere with TCR-mediated activation.

Madame Joanne Roger a produit les vecteurs d’expression et les tous premiers clones
ayant permis la mise au point technique initiale du projet et a participé aux différents
travaux. Tous les résultats présentés dans cette publication sont issus de travaux que j’ai
moi-méme effectués. Ceci inclut la mise au point du systéme de stimulation par le SEE
(Staphylococcal Enterotoxin E™) ainsi que la construction et la caractérisation d’une
banque de clones de cellules T exprimant des niveaux variables des récepteurs Ly49A et
Ly49C. La rédaction de cet article a été réalisée grace au travail conjoint des directrices de

recherche, les Dr Suzanne Lemieux et Pascale Duplay ainsi que de moi-méme.

Article 11

Ly49A inhibits TCR/CD3-induced apoptosis and IL-2 secretion.

Dans ce troisiéme article, j’ai participé & un niveau moindre puisque la majorité des
résultats présentés sont le fruit des travaux effectués par madame Joanne Roger. J ai
effectué les travaux impliquant la stimulation des cellules effectrices a l'aide des ligands
naturels du TCR et du récepteur Ly49A. J’ai aussi participé aux discussions scientifiques
concernant I’analyse des résultats obtenus ainsi qu’a la préparation des figures du

manuscrit. La définition du projet ainsi que la totalité des expériences ont été réalisées

sous la direction du Dr Duplay.



Chapitre 1 :
Revue Bibliographique
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LES CELLULES NK

Découverte

Les cellules NK ont été découvertes grice a leur propriété de lyser spontanément certaines
lignées de cellules tumorales. surtout de nature hématopoiétique (Herberman er al., 1975
Kiessling et al.. 1975). Ne nécessitant aucune présensibilisation et n’étant pas restreinte
par les molécules du CMH de classe I, comme c’est le cas pour les lymphocytes T, cette
propriété antitumorale innée fut nommée “activité cytotoxique naturelle” ou “activité
NK”. Etant caractérisées par I’absence des récepteurs spécifiques d’antigénes des
lymphocytes-T (TCR) et B (BCR), les cellules NK ont méme porté le nom de “cellules
nulles™ (non-T et non-B) a une certaine époque (Niaudet et al., 1979). On sait maintenant

qu’elles sont dimportants effecteurs de la surveillance contre les infections et les tumeurs

et que les molécules du CMH-I régulent leurs fonctions.

Propriétés

Les cellules NK murines sont de phénotype CD3” CD4™ CD8” TCR’ CDI16" (FeyRIIA)
CDI122" (Interleukine(IL)-2/IL-15RB). Ces cellules possedent un cytoplasme abondant
contenant des granules azurophiles, d’oti I’appellation de grands lymphocytes granuleux.
Les cellules NK représentent de 5 a 15% des lymphocytes circulants et environ 3% des

lymphocytes spléniques. Elles sont aussi présentes dans les poumons, le systeme gastro-

intestinal, le foie et I'utérus (Whitelaw et Croy, 1996).

L activité biologique d’une cellule NK s’effectue soit par la lyse de cellules cibles ou soit
par la sécrétion de lymphokines qui sont impliquées dans les communications
intercellulaires et qui modulent le développement de I’immunité acquise subséquente. Les
cellules NK peuvent étre activées par certaines cytokines (IL-12, IL-15, IL-18, interféron
(IFN) o/B, TNF-a) produites trés tot lors de certaines infections. Ceci leur permet
d’intervenir trés rapidement dans les phases précoces d’invasion par des micro-
organismes pathogénes par la sécrétion de cytokines (IFNy, IL-3, IL-5, IL-10, IL-13, GM-
CSF, TNF-a) et de chimiokines (MIP-1a, RANTES, IL-18) (revu par Biron et al., 1999).
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En présence d'IL-12. les cellules NK (nommées NK1 chez I'homme) synthétisent
majoritairement de I'IFNy ainst que de I'[L-10, ce qui leur permet d'induire une réponse
immunitaire de type Thl qui se caractérise notamment par un recrutement et une
activation des macrophages; il s’agit d’une attaque dirigée contre les pathogénes
intracellulaires  (Scott et Trinchieri, 1995; Scharton-Kersten et Sher. 1997:
Peritt et al., 1998). En présence d'IL-4, les cellules NK (nommées NK2 chez I’homme)
synthétisent de I’IL-5 et de I'lL-13 et induisent une réponse de type Th2 caractérisée par la
production d’une réponse humorale; une réponse immunitaire davantage dirigée contre les
pathogenes extracellulaires. Notons que 'IL-2 peut aussi promouvoir la prolifération et
I"activation des cellules NK (Trinchieri. 1989; Peritt et «l.. 1998), mais cet effet est
mineur dans le cadre d'une réponse immune innée puisque |'IL-2 est synthétisée
subsequemment a la réponse NK (revu par Biron er al., 1999). Finalement, les cellules
NK semblent détruire leurs cibles davantage via I’exocytose granulaire. Toutefois, elles
expriment aussi FasL (“Fas Ligand” ou CD95L) et TRAIL (“TNF-Related Apoptosis-
Inducing Ligand”), des protéines qui peuvent enclencher ’apoptose des cellules cibles

exprimant leurs récepteurs respectifs (Zamai et al., 1998; Takeda et al., 2001).

Modes de reconnaissance

Hypothése de la reconnaissance de “I’absence du soi”

Il'y a plus de 30 ans, on observait que les molécules du CMH de classe I régissaient a la
fois la résistance naturelle face aux tumeurs et le rejet de greffes de moelle osseuse
(Cudkowicz et Bennett, 1971). Aussi, il avait été rapporté que les cellules NK étaient
aptes a éliminer des cellules lymphoides allogéniques dérivées de la moelle osseuse
(Kiessling er al., 1977; Klein et al., 1978). Etant donné que les cellules NK n’expriment
pas de TCR, on croyait qu’elles n’étaient pas restreintes par les molécules du CMH-I
comme les lymphocytes T cytotoxiques et il a fallu plusieurs années avant que I’on évalue
le role que pouvaient avoir les molécules du CMH-I dans la régulation de I’activité NK.
En 1986, une équipe observe que le niveau de susceptibilité de certaines lignées tumorales

a la lyse par les cellules NK est en corrélation inverse avec la quantité de molécules du



CMH-I qu’elles expriment (Karre er al., 1986). Suite a ces observations, Ljunggren et
Kirre suggeérent en 1990 I'hypothése de la reconnaissance de “I’absence du soi” selon
laquelle les cellules NK auraient notamment comme fonction de reconnaitre et d’éliminer
les cellules exprimant des niveaux réduits de molécules du CMH-I de I'hdte (soi)
(Ljunggren et Karre, 1990). L'habilité de ces molécules a prévenir la cytotoxicité NK a été
démontrée dans plusieurs modéles expérimentaux : i) les cellules d’origines parentales
sont rejetées chez des souris hybrides puisqu’elles n’expriment pas le répertoire complet
des molécules du CMH-I de ces souris (modéle de la “résistance hybride”, Bennett, 1987,
Cudkowicz et Bennett, 1971); ii) les cellules NK sont capables de distinguer les cellules
H-2"" des cellules H-2""", preuve de l'existence d’un mécanisme d’élimination sélectif
(Ljunggren e al.. 1988); iii) I’¢limination de cellules tumorales reliée a une chute du
niveau d’expression des molécules du CMH-I est abrogée suite a la déplétion des cellules
NK (Trinchieri, 1989) et iv) la transfection des génes de la f3,-microglobuline (Bom) ou de
molécules du CMH-I dans une lignée cellulaire B.m™, restaure a la fois ’expression des
molécules du CMH-I a la surface cellulaire et la résistance envers la cytotoxicité NK
(Sturmhofel et Hammerling, 1990; Lohwasser et al., 1999). En définitive. tout mécanisme
diminuant ou prévenant l'expression des molécules du CMH-1. ou encore altérant leur
nature. ferait obstacle a leur reconnaissance par les cellules NK et rendrait les cellules
affectées sensibles a l'activité cytotoxique NK. L’ensemble de ces observations suggére
que les cellules NK s'adaptent aux variations d’identité des cellules de I'hdte de fagon a
éliminer les cellules chez qui elles dénotent I'absence d'une des molécules du CMH-I du
soi, tout en manifestant une tolérance envers les cellules saines, évitant ainsi l'auto-
immunité. L’exemple le plus éloquent de la validit¢ du modéle de la reconnaissance de
“I"absence du soi” vient de la démonstration que les cellules NK des souris TAP”, Bm™
et TAP"""Bzm'f' ne lysent pas les cellules syngéniques CMH-I"", contrairement aux cellules

NK des lignées parentales respectives (Karre ¢t al., 1986; Ljunggren et Karre, 1990; Bix

etal..1991; Hoglund et al., 1991).

Le mécanisme moléculaire expliquant la théorie de la reconnaissance de “I’absence du

soi” a été établi suite a I’identification de récepteurs capables d’inhiber les fonctions NK
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lors de leur engagement avec une molécule du CMH-L. Toutefois. afin que la théorie de la
reconnaissance de “I"absence du soi” tienne, il faut que toutes les cellules NK expriment
au minimum un récepteur d’inhibition ayant comme ligand une molécule de I'hdte. Les
résultats d'analyses de cellules NK murines et humaines individuelles confirment cette

théorie (Valiante et al., 1997; Kubota e/ al., 1999b; Takei et al., 2001).

Modeéle des “deux récepteurs”

La présence de récepteurs d’inhibition spécifiques des molécules du CMH-I a la surface
des cellules NK n’explique que partiellement 1’hypothése de la reconnaissance de
“I’absence du soi”. En effet. I’absence de molécules du CMH-I ne peut a elle seule
expliquer 1'enclenchement de [lactivité cvtotoxique NK puisque certaines cellules.
comme les globules rouges. demeurent résistantes a cette attaque (Karlhofer er al.. 1992).
En 1993. Yokoyama propose le modéle des “deux récepteurs” selon lequel les cellules
NK posséderaient deux types de récepteurs a activités antagonistes : les récepteurs
d’inhibition et les récepteurs d’activation (Yokoyama, 1993). Ainsi, méme en absence de
ligands de récepteurs d’inhibition, une cellule donnée pourrait demeurer résistante a
I’action des cellules NK en autant qu'elle ne posséde aucun ligand de récepteurs
d’activation. Une telle situation pourrait se présenter par exemple, si le(s) récepteur(s)
d’activation des cellules NK sont spécifiques de ligand(s) dont I’expression est induite
lors d'une transformation ou d’une infection. Il y aurait donc deux niveaux de régulation.
Lors de leur engagement avec leurs ligands, les récepteurs d’inhibition préviendraient
I’enclenchement des mécanismes cytotoxiques des cellules NK envers les cellules
autologues normales de I'héte. En effet, le signal d'inhibition provenant de la
reconnaissance du soi domine généralement celui provenant de cascades signalétiques
d’activation (Burshtyn et al, 1996; Valiante et al., 1996; Nakamura ef al., 1997).
Toutefois, il est important de noter que dans certaines circonstances, le signal provenant
d’un récepteur d’inhibition peut étre surpassé et donc, que la préséance de I’activité des
récepteurs d’inhibition NK n’est pas absolue (Litwin ef al., 1993; Lanier ef al., 1997).
Puisque plusieurs types d’interactions récepteurs/ligands sont en jeu, la résultante de la

somme des deux tvpes de signaux déterminerait I’état d’activation de la cellule NK et par



le fait méme, le sort de la cellule cible reconnue (revu par Brumbaugh er al.. 1998:
Tomasello er al.. 2000a). La probabilit¢ que la puissance du signal généré par un
récepteur soit suffisante pour atteindre le niveau seuil lui permettant d’engendrer une
conséquence fonctionnelle, dépendrait de I’avidité de I’interaction récepteur/ligand.
L’avidité, définie comme étant la force totale de la liaison entre deux molécules, est
déterminée par la somme du niveau d’expression de chacune des deux molécules et de
I’affinité qu'elles ont 'une envers I'autre. L’abaissement d’un de ces paramétres
affecterait donc la puissance du signal transmis par ce récepteur. Il a été démontré que la
force d’adhésion de cellules exprimant un certain récepteur envers des cellules cibles
données est en corrélation avec la quantité de ligands accessibles qu’il reconnait
(Daniels er al.. 1994a: Kane, 1994). Plusieurs études suggérent que le niveau d’expression
(ou d’accessibilite) de ce récepteur ou de son ligand, détermine sa capacité d'inhiber
différentes fonctions des cellules NK, telles I'activité lytique (Nakamura et al., 1997;
Sivakumar et al., 1997; Hoglund et al.,, 1998; Mehta et al., 2001; Silver et al., 2000;
Silver et al., 2001) ou la synthese de cytokines (Kim et Yokoyama, 1998; Kambayashi et
al., 2001). L’équipe de Sentman va plus loin en démontrant que le niveau d’expression du
récepteur détermine le niveau de ligands nécessaire pour qu’une cellule cible puisse éviter
la lyse par les cellules NK (Olsson er al., 1995; Olsson-Alheim et al., 1997). Par exemple,
une cellule NK ayant un faible niveau de récepteurs d’inhibition nécessitera un niveau
d’expression plus élevé de ligands en surface de la cellule cible reconnue, pour réussir a
générer un signal qui ménera a I’inhibition de I’activité NK. Ainsi, cette cellule effectrice
est plus sensible a détecter une cellule cible présentant des niveaux réduits de ligands,

puisqu’une chute de moins grande amplitude est suffisante a enclencher son activité

lytique.

Réles biologiques des cellules NK

Par leur action rapide, les cellules NK agissent en complémentarité avec les lymphocytes
T qui eux nécessitent une période de stimulation et de prolifération pour devenir des
effecteurs immunitaires efficaces. Comme le stipule ’hypothése de la reconnaissance de

“I’absence du soi”. les cellules NK pourraient effectivement compléter I’action des
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cellules T en supprimant les cellules infectées et tumorales qui réussissent a échapper a la
surveillance des lvimphocytes T par le biais d’une anomalie concernant I’expression de
leurs molécules du CMH-I. L’incidence élevée de tumeurs et d’infections virales chez les
souris déficientes en cellules NK est en accord avec cette hypothése (Trinchieri, 1989;
Vargas-Cortes ef al., 1992). D’ailleurs, les cellules NK sont aussi reconnues pour
I'importance de leur réle dans les défenses immunitaires contre certaines infections par
des micro-organismes a développement intracellulaire telles les bactéries Listeria
monocytogenes et Mycobacterium Bovis (BCG) (Unanue, 1997; Brawand e al., 2000), les
parasites Toxoplasma gondii et Leishmania major (Scharton-Kersten et Sher, 1997) et les

virus ectromélia et MCMV (Delano et Brownstein, 1995) (revu par Biron ef al.. 1999).

Les cellules NK semblent aussi étre importantes dans le contexte des transplantations de
moclle osseuse puisqu’elles peuvent rejeter les cellules hématopoiétiques allogéniques.
Les premiéres preuves démontrant que les cellules NK sont capables d’alloréactivité
proviennent d’études de greffes de moelle osseuse effectuées chez des souris histo-
incompatibles (Kiessling ef al., 1977; Bennett et al., 1987). Cette réaction de rejet est
attribuée soit a I'absence des molécules du CMH-I du soi sur la greffe (hypothése de la

reconnaissance de “I’absence du soi”) et/ou soit a un récepteur d’activation qui reconnait

la présence d’un ligand allogénique.

On a toujours pensé que le role joué par les cellules NK dans la réponse immune était
essentiellement cytotoxique. Toutefois, on ne connait pas encore l'importance
physiologique que cette fonction peut avoir. D'ailleurs, de plus en plus d'observations in
vivo suggérent que la synthése de cytokines de la part des cellules NK serait critique dans
les processus de résistance anti-virales et anti-tumorales. A titre d'exemple, les souris
déficientes pour I'FNy (majoritairement synthétisée par les cellules NK) montrent une
susceptibilité accrue face a MCMV, Listeria monocytogenes et Toxoplasma gondii (revu
par Miller, 2002). In vitro, il a été¢ démontré que la présence de cytokines, de cellules
infectées ou transformées et que l'engagement de certains NKR activateurs (voir les

sections “Les récepteurs des cellules NK” et “Rdles des récepteurs Ly49 exprimés a la
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surface des cellules NK”) induisent la prolifération, la synthése de cytokines et l'activité
cytotoxique des cellules NK. Toutefois, il demeure difficile d'étudier les fonctions NK et
les récepteurs impliqués de par le manque de modéles in vivo et d'outils permettant de les
identifier spécifiquement. A ce jour, seule I'équipe de Yokoyama a pu générer une lignée
de souris qui semble étre déficiente uniquement pour les cellules NK; ses travaux
confirment le réle anti-tumoral des cellules NK ainsi que leur capacité a synthétiser de
grandes quantités d'IFNy en réponse a une infection (Kim er al.. 2000). D'autre part,
plusieurs équipes ont observé une chute du taux de cellules NK et de leur activité
cytotoxique chez les patients cancéreux (revu par Miller, 2002). Ceci pourrait étre
explicable notamment par la stimulation par un antigéne tumoral, d'un récepteur
activateur des cellules NK qui meénerait & I'épuisement de leur réponse ou encore qui
induirait leur mort par apoptose (Mason er «l., 1996; Nakajima et al., 1998), ou par la
stimulation d'un récepteur inhibiteur qui pourrait interférer avec leurs différentes
fonctions (voir les modéles de “I’échappement aux cellules NK” et de “I’inhibition
indirecte des cellules NK” dans la section “Stratégies d'échappement du CMV au systéme

immunitaire”), ou par un certain déficit quantitatif ou fonctionnel des cellules NK chez

ces individus.

LES RECEPTEURS DES CELLULES NK

Puisque la fonction des cellules NK est de reconnaitre 1’absence de molécules du CMH-I,
il existe obligatoirement un mécanisme indépendant de la reconnaissance de ces
molécules et qui permet I’activation des cellules NK. Aucun récepteur unique n’a encore
été identifié comme étant responsable de I’initiation de la cytotoxicité naturelle des
cellules NK envers leurs cellules cibles. Une hypothése envisagée serait que la
combinaison de plusieurs récepteurs pourrait étre responsable d’enclencher les différentes
fonctions NK. Drailleurs, il est trés important de noter que la plupart des récepteurs
inhibiteurs des familles présentées ici possédent une contrepartie activatrice. Le role
biologique de ces récepteurs activateurs est inconnu, d’autant plus que plusieurs sont

exprimés par toute une panoplie de cellules immunitaires autres que les cellules NK telles
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les cellules présentatrices d’antigénes (CPA : les monocytes, les macrophages, les cellules

dendritiques), les leucocytes, les lymphocytes T et B (revu par Ryan er al., 2001).

Les recepteurs impliqués dans la régulation des fonctions des cellules NK sont codés par
différentes familles de génes dont la plupart sont regroupées dans différents complexes

genctiques (revu par Barten ef al.. 2001).

Les cellules NK humaines expriment notamment les récepteurs de la famille KIR (“Killer-
cell Inhibitory Receptors™) qui appartiennent a la superfamille des immunoglobulines. Ce
sont des protéines transmembranaires de type I. Les KIR reconnaissent les molécules
HLA ("Human Leukocyte Antigen™) de classe I classiques nommées classe Ia. c’est a dire
HLA-A. HLA-B et HLA-C. Ces récepteurs ont une spécificité dite “dégénérée™ puisqu’ils
reconnaissent individuellement plusieurs molécules ou alleles du CMH-I. Ces récepteurs
aussi exprimés a la surface de sous-populations de lymphocytes T, se retrouvent

uniquement chez I"homme (revu par Long ef al., 2001 ainsi que par Nakamura et Seaman,

2001).

La majorité des cellules NK humaines et murines expriment des récepteurs CD94/NKG2.
Ce sont des protéines transmembranaires de type Il apparentées aux lectines de type C. La
plupart de ces récepteurs sont des hétérodimeres constitués de la chaine invariable CD94
qui s associe a différents membres de la famille NKG2. CD94 ne posséde pas de domaine
cytoplasmique et donc ne peut transmettre un signal par lui-méme. Ce serait donc la
chaine NKG2 associée qui serait responsable de I’activité fonctionnelle du récepteur
hétérodimérique (revu par O'Callaghan, 2000). Par exemple, les récepteurs
CD94/NKG2A et CD94/NKG2C se lient au méme ligand mais leur engagement respectif
met en route des cascades de signalisation d’inhibition et d’activation et ce, a cause de
diftérentes structures de leurs domaines cytoplasmiques. Chez I’humain, le ligand de ces
récepteurs est la molécule de classe Ib (molécules du CMH-I non-classiques) HLA-E. Son
expression a la surface cellulaire dépend de I’ancrage dans sa niche peptidique d’un

nonapeptide issu d’une portion du peptide signal clivé a partir de la chaine o de la plupart
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des molécules de classe la (Lee er al, 1998; Brawand et al., 2000). D’ailleurs, son
expression est en corrélation avec la disponibilité des peptides signal; la diminution de
production de ceux-ci, suite a des processus affectant la synthése d’une ou de plusieurs
molécules de classe Ia, atfectera le niveau d’expression de HLA-E et par conséquent la
capacité de ces molécules a initier la production d'un signal via CD94/NKG?2 (Braud er
al., 1998). Par ailleurs, I’expression de HLA-E a la surface de cellules cibles est suffisante
pour contrer Iactivité de cellules NK exprimant CD94/NKG2A ou pour enclencher
I"activité de cellules NK exprimant CD94/NKG2C (Braud er al., 1998; Lee er al.. 1998).
Donc. I'expression d’un récepteur CD94/NKG2 inhibiteur a la surface des cellules NK
jouerait un role trés important puisqu’il permettrait a ces cellules de vérifier " intégrité de
I’expression de la majorité des molécules polymorphiques du CMH-I (revu par Lopez-
Botet er al., 2001). 1l est important de noter que chez la souris, CD94/NKG2 interagit

avec la molécule de classe Ib, Qa-1°, qui est I’homologue fonctionnel de HLA-E (Salcedo

et al., 1998; Vance et al., 1998).

La séquence des différents nonapeptides pouvant se nicher dans HLA-E présente un léger
polymorphisme qui d’ailleurs influence I’affinité¢ avec laquelle CD94/NKG?2 interagit
(Llano er al., 1998; Brooks et al., 1999). Tel qu’il a été observé pour les contreparties
activatrices des KIR, le récepteur CD94/NKG2C activateur reconnait HLA-E avec une
affinité inférieure a celle du récepteur CD94/NKG2A inhibiteur (Llano e¢s al., 1998;
Vales-Gomez er al., 1999). Ceci pourrait expliquer pourquoi le signal d’inhibition

provenant de la reconnaissance du soi domine généralement celui provenant de cascades

signalétiques d’activation.

La mise en culture de cellules NK humaines et murines, en présence de cytokines, induit
I’expression des récepteurs CD94/NKG?2 de telle sorte qu’ils se retrouvent a la surface de
90% de ces cellules (Yu et al., 1998; Toomey et al., 1999). Chez la souris, la proportion
de cellules NK exprimant un récepteur CD94/NKG2 diminue avec I’age : 60% des
cellules NK néonatales expriment CD94/NKG2A., comparativement a 35% chez 1’adulte

(Dorfman et Raulet, 1998; Kubota er al., 1999b; Takei et al., 2001). Puisque la majorité



18

des cellules NK expriment CD94/NKG2A dés la naissance et que son engagement dépend
indirectement de 'expression de la plupart des molécules du CMH-I. il a été proposé qu'’il
prévienne I’auto-immunité de ces cellules face aux cellules de I’hote (Salcedo er al.,
1998: Sivakumar er al, 1999). Toutefois. cette hypothése serait contestée par
I"observation récente d’une lignée de souris qui n’exprime pas de fagon naturelle CD94 et
par le fait méme, n’exprime pas non plus les récepteurs CD94/NKG2, et qui ne présente
aucun signe pathologique (Vance et al., 2002). Pour sa part, le récepteur CD94/NKG2C
activateur ne se retrouve que sur 4% des cellules NK matures (Takei ef al., 2001).
Finalement, il est important de mentionner qu’une faible portion de lymphocytes T

expriment aussi NKG2A et que ce point est développé plus loin (Carena et al., 1997;

Le Drean ¢f al.. 1998).

Contrairement aux autres membres de cette famille, NKG2D ne forme pas
d’hétérodimeres avec CD94, mais forme plutét des homodiméres. Ce récepteur s’associe
a la protéine adaptatrice DAP10 (plutét qu’a DAPI2 comme le font les récepteurs
d’activation NKG2C et NKG2E), qui posséde un site de recrutement pour la
phosphatidylinositol ~ 3-kinase capable d’enclencher une cascade d’activation
(Wu et al, 1999). L’engagement de NKG2D induit, via DAPI10, I’activation non
seulement des cellules NK. mais aussi celle des lymphocytes T cytotoxiques et des
macrophages activés (Bauer er al., 1999; Cosman et al., 1999; Diefenbach et al.. 2000;
Groh et al., 2001). Fait intéressant, NKG2D humain aurait entre autres comme ligands les
ULBP (“UL16-Binding Protein”) 1 et 2 qui sont exprimées sur plusieurs types cellulaires
et tissulaires (Cosman ef al., 2001), ainsi que les protéines MIC (“MHC class I Chain-
related™) A et B, qui sont faiblement exprimées sur les cellules épithéliales intestinales,
mais dont I’expression est induite sur les tumeurs épithéliales et les cellules infectées pas
le CMV (Groh er al., 1996; Bauer et al., 1999; Groh et al., 2001). Chez la souris les
ligands de NKG2D sont H-60 (antigéne d’histocompatibilité mineur) et RAE-1 (“Retinoic
Acid Early inductible gene™) qui, comme son nom l’indique, est induit par I’acide
rétinoique (Cerwenka ef al., 2000). La famille RAE-1 comporte plusieurs isoformes

(Nomura ef al., 1994). Ces molécules sont rarement exprimées sur les tissus adultes sains,
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mais souvent retrouvées a la surface des lignées tumorales (Cerwenka er al.. 2000:
Diefenbach et al., 2000). Bien qu'elles ne s’associent pas a la Bom et qu’elles soient
incapables de présenter des peptides, toutes ces molécules présentent une faible, mais
réelle homologie avec les molécules du CMH-I (revu par Sutherland er al., 2001). Malgré
que I'on ait pu cristalliser la molécule NKG2D, on ne comprend toujours pas comment
elle peut lier autant de ligands aussi peu homologues entre eux (Wolan er al.. 2001). Outre
le CMV. nous ne savons pas si d’autres micro-organismes peuvent induire I’expression
des ULBP et MIC (Groh er al. 2001). Cependant, il est important de noter que
I'engagement de NKG2D (exprimé sur la majorité des cellules NK) par ces molécules.
engendre un signal d’activation dominant par rapport aux signaux que peuvent engendrer
les récepteurs d'inhibition des cellules NK spécifiques des molécules du CMH-I du soi
(Bauer et al.. 1999: Cosman er al., 1999; Diefenbach et al., 2000; Cosman er al., 2001;
Kubin et al., 2001; Sutherland er al., 2002). Donc, I’expression des ligands de NKG2D
pourrait servir de “signal de détresse” aux cellules de 1’hdte qui sont en péril en activant

I’immunité antivirale des cellules NK et T (revu par Sutherland et al., 2001).

Plusieurs autres récepteurs d’activation ont récemment été identifiés a la surface des
cellules NK humaines tels 2B4, NKp30, NKp44 et NKp46 (revu par Biassoni ef al..
2001). Cependant. les ligands de plusieurs de ces récepteurs demeurent inconnus.
Toutefois, il est intéressant de noter que certains d’entre eux semblent étre impliqués dans
la reconnaissance d’infections virales (revu par Moretta et al., 2001). Par exemple,
NKp44 et NKp46 aurait comme ligand I’hémaglutinine de certains virus (Arnon ef al.,
2001; Mandelboim et al., 2001; Mandelboim et Porgador, 2001). Aussi, 2B4 reconnaitrait
la molécule CD48 (Brown et al.. 1998; Latchman et al., 1998) dont I’expression est

fortement régulée a la hausse a la surface des cellules infectées par le EBV (revu par

Thorley-Lawson er al., 1993).

Le terme LIR (“Leukocyte Immunoglobulin-like Receptor”) désigne une famille de
récepteurs apparentés aux immunoglobulines qui sont exprimés surtout a la surface des

lymphocytes B, des monocytes et des cellules dendritiques, mais aussi a la surface d’une
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faible proportion de cellules NK et de cellules T (Borges er al., 1997: Cosman et al.,
1997: Leong et al., 1998). Trois différents groupes de molécules LIR ont été identitiés;
certaines possedent dans leur domaine cytoplasmique des motifs de signalisation propres
aux récepteurs de type inhibiteur, certaines possédent des propriétés propres aux
récepteurs d’activation et d’autres sont sécrétées (Nakajima er al.. 1999). Les formes
inhibitrices LIR-1 et LIR-2 auraient comme ligands les molécules du CMH-I HLA-A. -B,
-C, -G. contrairement aux récepteurs KIR qui lient soit HLA-A, ou -C. Il semblerait que

certaines des molécules LIR puissent reconnaitre des protéines virales (revu par Ravetch

et Lanier. 2000).

Chez la souris. trois différents types de récepteurs appartenant a des familles de protéines
apparentées aux lectines de type C sont exprimés a la surface des cellules NK : NKR-
P1(A-F), CD94/NKG2(A-E) (déja présentés dans la section précédente) et Ly49(A-W).
La plupart des génes qui codent ces récepteurs sont localisés dans le complexe de génes

nommé NKC (“NK gene complex™) (Figure 1).

Parmi les molécules du NKC, la famille NKR-P1 a été I'une des premiéres identifiées
(Yokoyama er al., 1991). Les molécules NKR-P1B et NKR-P1D seraient des récepteurs
d’inhibition (Carlyle er al., 1999; Kung et al., 1999), tandis que NKR-P1A, NKR-P1C et
NKR-P1F seraient des récepteurs d’activation (Arase et al., 1997, Plougastel et al., 2001).
NKR-PIE ne parait pas pouvoir étre exprimée puisque Nkr-ple semble étre un
pseudogene (Plougastel er al., 2001). La plus étudiée de toutes est la molécule NKR-PI1C,
communément nommeée NK1.1. Puisqu’elle est exprimée a la surface de plus de 80% des
cellules NK de la souris B6 (Koo et Peppard, 1984), on a longtemps cru qu’elle était une
bonne candidate comme récepteur d’activation unique de ces cellules. Par ailleurs,
certaines populations de lymphocytes T expriment aussi cette molécule (Bix et Locksley,
1995). Lors de son engagement avec un anticorps, NK1.1 initie ’exocytose granulaire, la

cytotoxicité, la synthése de cytokines et la prolifération des cellules NK



21

Centromeére
]
]
=1
NKR-P1 WL d
VIIFFIT, ’?
CD69 =
—— el
CD94/NKG2 | mummmmm N2
2 Nkg2c
I NkgZ2e
ENE ] 6
——¥ Cmv1
P2l 7 777 Z
FZ7Z7Z2 N
Ly49 —_ b
CZI7774 |
PZE7772 {n
i) C
a
: b
Rpml
TR
[ ]

Figure 1 : Carte génétique du chromosome 6 murin dans la région du NKC.

Les positions génétiques relatives des unités de transcription sont indiquées
par des boites noires. Les boites hachurées représentent des pseudogénes. La
description des génes CmvI et Rpml se trouve a la page 44 dans la section
“Cmvl”.



(Karlhofer et Yokoyama, 1991; Arase ef al., 1996: Kim et Yokoyama, 1998; Reichlin et
Yokovama, 1998). Il semble que l'absence d'expression de cette molécule a la surface des
cellules NK se solde par une incapacité de détruire certaines lignées cellulaires tumorales
(Ryan et al., 1995) ou allogéniques (Kung et Miller, 1995). Le ligand et le r6le biologique

de cette molécule demeurent toutefois inconnus.

Les récepteurs Ly49 sont exprimés en surface cellulaire sous forme d’homodimeéres dont
les chaines polypeptidiques sont reliées par des ponts disulfure (revu par Blery ef al,
2000). Ces récepteurs reconnaissent des molécules du CMH-I, tout comme les KIR chez
I’humain. A ce jour, 23 génes (Ly49a-w) codant pour des molécules appartenant a la
famille des récepteurs Ly49 ont été identifiés chez la souris (revu par Anderson ¢f al..
2001). Chez les cellules NK humaines, un seul gene Ly49 (Ly+49/) a été identifié.
Toutetois, celui-ci semble étre un pseudogéne puisqu’il code pour une protéine dont le
domaine apparenté au CRD (“Carbohydrate Recognition Domain”) est tronqué

(Westgaard et al., 1998). Les propriétés des récepteurs Ly49 sont présentées en détails

plus loin.

Cascades de signaux intracellulaires

L'engagement des différents récepteurs d’inhibition sur la cellule NK conduit a
I'interruption de I’activité de lyse et de sécrétion de cytokines. Un méme mécanisme
d’action est partagé par tous ces récepteurs. En effet, ils se distinguent par la présence
dans leur portion cytoplasmique, d’un ITIM (“Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory
Motif) qui se définit par la séquence consensus I/V/L/SxYxxL/V (Vivier et Daeron,
1997). L'engagement de ces récepteurs inhibiteurs engendre la phosphorylation des
résidus tyrosine du ou des ITIM qu’ils possédent (Figure 2) (D'Ambrosio et al., 1995), ce
qui permet le recrutement de protéines tyrosine phosphatase (PTP) possédant un domaine
SH2 (“Src Homology 2 domain”) telle SHP-1 (“SH2-containing Phosphatase-1)
(D'Ambrosio et al., 1995; Nakamura er al., 1997, Motoda et al., 2000) et/ou SHP-2
(Olcese er al., 1996). Grace a leur potentiel de déphosphorylation, celles-ci ont le pouvoir

d’interrompre la cascade de signalisation induite par des récepteurs d’activation couplés a
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Figure 2 : Représentation schématique des récepteurs de la famille Ly49.

Les récepteurs Ly49 se présentent sous forme d’homodiméres dont les chaines
peptidiques sont reliées par des ponts disulfure. Etant des protéines de type II, ces
molécules ont leur extrémité amino-terminale dans la partie intracellulaire (IC). La
portion extracellulaire (EC) est constituée d’un domaine de reconnaissance analogue a
celui que les lectines utilisent pour reconnaitre des sucres (CRD) ainsi que d’une tige.
Grace a la présence d’un acide aminé chargé dans leur portion transmembranaire (TM),
les récepteurs Ly49 activateurs s’apparient a la protéine adaptatrice DAP12 par
opposition de charges. DAP12 posséde un ITAM qui lui permet de transmettre le signal
d’activation a Dintérieur de la cellule (voir Figure 3). Les récepteurs Ly49 inhibiteurs
sont caractérisés par la présence d’un ITIM dans leur portion IC. CRD, “Carbohydrate
Recognition Domain”; EC, extracellulaire; IC, intracellulaire; ITAM, “Immunoreceptor
Tyrosine-based Activation Motif”; ITIM, “Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory
Motif”; TM, transmembranaire.



I"activite de protéines tyrosine kinases (PTK) (Figure 3). Méme si plusieurs candidats ont
été proposés. les substrats de SHP-1 demeurent inconnus. Ses cibles potentielles (directes
ou indirectes) sont des protéines adaptatrices telles que LAT et SLP-76, ainsi que des
protéines effectrices comme la PLC-y ou les PTK ZAP-70 et p725yk (revu par Tomasello
et al.. 2000b ainsi que par Ugolini et Vivier. 2000). Un point particuliérement important
est que les récepteurs & ITIM fonctionnent par co-agrégation ce qui assurerait la
spécificité de leur action uniquement envers les récepteurs d’activation co-engagés (Blery
et al.. 1997: Renard er al.. 1997). La nécessité que ce co-engagement doive s’effectuer
dans un environnement restreint expliquerait la capacité d’une méme cellule NK de
pouvoir simultanément discriminer différentes cellules cibles CMH-I" ou CMH-I" et

détruire uniquement les derniéres (Eriksson et al., 1999a; Eriksson et al.. 1999b).

Pour ce qui est des récepteurs d’activation, ils sont dépourvus de motifs connus pouvant
étre impliqués dans la transduction de signal. Toutefois, ils possédent un acide aminé
chargé positivement dans leur portion transmembranaire qui leur permet de pouvoir
s’associer par complémentarité de charges a des protéines membranaires chargées
négativement telles. DAP10, DAP12, CD3C ou FcRy (Olcese et al., 1997; Lanier et al.,
1998b; Mason et al., 1998; Wu et al.,, 1999; Wilson et al., 2000). Ce type de protéine
spécialisée dans la transduction de signaux activateurs, possede un ITAM
(“Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif’) dans sa portion cytoplasmique
(Lanier et al., 1998a; Lanier et al, 1998b). Ce motif est défini par un enchainement
YxxL/1(x)s.s/ YxxL/I, dont les résidus tyrosine sont phosphorylés suite a I’engagement du
récepteur. Ce motif est une configuration d’ancrage particuliére pour les domaines SH2
contenus dans les PTK de la famille Syk (Syk et ZAP-70) (Hatada et al., 1995; McVicar
et al., 1998). L activation de ces derniéres entraine une cascade signalétique qui se solde
entre autres par la mobilisation de calcium intracellulaire, la synthése de cytokines et

I’induction de I"activité cytotoxique naturelle (Moretta et al., 2001).
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Figure 3 : Cascades de signaux intracellulaires initiées via des récepteurs des cellules NK.

L’engagement de CD16 (FcyRIIIA) induit une cascade de signaux d’activation. En fait,
CDI16 est associé a des homodiméres formés de sous-unités transmembranaires de
transduction, £ ou y, qui possédent un motif nommé ITAM dans leur queue cytoplasmique.
Suite a ’engagement de CD16, on assiste a la phosphorylation des résidus tyrosine de ce
motif, ce qui permet le recrutement et ’activation de PTK possédant des domaines SH2,
telles que ZAP-70 et Syk. Les PTK ainsi activées, phosphorylent les résidus tyrosine
appartenant a différents substrats, ce qui permet le recrutement d’effecteurs secondaires et
qui meéneront finalement, a ’activation de la cellule. D’autre part, 1’engagement d’un
récepteur Ly49 inhibiteur provoque la phosphorylation de I'ITIM de sa queue
cytoplasmique. Ceci induit le recrutement et 1’activation de PTP telles SHP-1 et SHP-2. La
co-agrégation d’un récepteur inhibiteur associé a une activité phosphatase et d’un récepteur
activateur associé a une activité kinase, conduit a I’inhibition de la cascade d’activation par
déphosphorylation. ITAM, “Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif”; ITIM,
“Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory Motif’; PTK, Protéin Tyrosine Kinase; PTP,
Protéine Tyrosine Phosphatase; SH2, “Src Homology 2 domain”; SHP-1, “SH2-containing
phosphatase”.
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Méme si le détail de ces voies signalétiques demeure inconnu, il est important de
mentionner que les cascades de signalisation enclenchées par les différents récepteurs NK
sont différemment constituées et régulées. A titre d'exemple, la lyse dépendante des
anticorps (ADCC) et la lyse naturelle de cellules cibles sont deux formes de cytotoxicité
initiées par des récepteurs différents (respectivement, CD16" (FcyRIIIA) et NKR-P1, par
exemple) et qui ne partagent que seulement certains des éléments de leur cascade de
signalisation. En effet, contrairement a 'ADCC, la cytotoxicité naturelle peut se faire via
une voie dépendante de la protéine kinase C et indépendante de la phosphatidylinositol
3-kinase (Bonnema er al., 1994). D'autre part, il a été¢ démontré que l'engagement d'un des

NKR activateur humain induit la synthése de cytokines et non l'activité cytotoxique des

cellules NK (Rajagopalan et al.. 2001).

LES RECEPTEURS DE LA FAMILLE LY49

L'appellation Ly49 (“Lymphocyte cell-surface antigen 49™) a été utilisée pour la premiére
fois en 1990 par I'équipe de Yokoyama et référe a une molécule (antigéne YE1/48) dont
I'expression avait initialement été observée & la surface de lignées de cellules T tumorales
(Chan et Takei, 1986), mais qui s'avérera étre aussi exprimée a la surface d'une sous-
population de cellules NK (Yokoyama er al., 1990). Tel que mentionné précédemment.
les récepteurs Ly49 appartiennent a la superfamille des lectines dimériques de type C
(revu par Blery er al., 2000). Ils sont constitués d’une portion extracellulaire comprenant
un CRD et une tige, d’une portion transmembranaire ainsi que d’une portion
cytoplasmique (Figure 2). Cette famille se compose de deux types de récepteurs. A partir
des séquences des 23 génes identifiés a ce jour, il semble que 13 d’entre eux possédent
des caractéristiques propres a des récepteurs d’inhibition (Ly49A, B, C, E, F, G, 1, J, O, Q,
S, T, V) et 10 a des récepteurs d’activation (Ly49D, H, K, L, M, N, P, R, U, W) (revu par
Anderson et al., 2001). Toutefois, certains d’entre eux pourraient ne pas coder de

molécules fonctionnelles puisque I’on n'a pas encore détecté les ARNm (ARN messagers)

correspondants (McQueen et al., 1999).



Développement du répertoire de récepteurs Ly49 des cellules NK

Dans les années 90, plusieurs travaux appuyaient I’hypothése de la reconnaissance de
“I’absence du soi” par I’identitication de récepteurs capables d’inhiber I’activité NK suite
a la reconnaissance de molécules du CMH-I de I'héte (revu par Trinchieri, 1994). On a
alors supposé que si les cellules NK sont capables d’un tel discernement entre le soi et le
non-soi. elles doivent posséder un répertoire de récepteurs qui a su s'adapter aux
molécules du CMH-I de I’hote. La multiplicité des membres de la famille Ly49 n’est pas
le seul argument qui nous indique qu’ils jouent un réle déterminant dans le répertoire de
ces cellules. La diversité structurale de ces molécules, le polymorphisme de leurs génes, la
variation de leur niveau d’expression, I’existence de sous-populations chevauchantes de
différentes tailles. la co-expression de plus d’un type de récepteur Ly49 de spécificité non-
exclusive et “dégénérée” sur une méme cellule. I'excluston allélique, I'épissage alternatif’
de leur ARN. la délétion et la recombinaison de certains exons de différents génes
(Makrigiannis et Anderson, 2000; Makrigiannis et Anderson, 2001), seraient autant
d’éléments contribuant a la définition du répertoire des cellules NK (revu par Anderson ef
al., 2001). La technique de RT-PCR a permis d’analyser a I’échelle unicellulaire, le
répertoire des récepteurs Ly49 exprimés a la surface de cellules NK de la souris B6
(Kubota et al., 1999b; Takei et al., 2001). Parmi les 80 cellules analysées, 66 patrons de

co-expression distincts ont été observés.

Le(s) mécanisme(s) par lequel(lesquels) les cellules NK atteignent leur maturité
fonctionnelle est(sont) encore inconnu(s). La définition du répertoire des cellules NK
serait la conséquence de leur adaptation au répertoire des molécules du soi lors de leur
développement dans la moelle osseuse (Roth er al., 2000). Les molécules du CMH-I
semblent étre déterminantes dans la définition du nombre de cellules exprimant un
récepteur donné et dans le nombre de récepteurs qu'une méme cellule peut posséder
(Manilay er al., 1998; Korten e al., 1999). On observe chez les souris CMH-I"" une
augmentation substantielle de ces deux éléments comparativement aux souris de souches
sauvages (Held et al,, 1996b; Dorfman et al., 1997; Salcedo et al., 1997). Aussi, par

exemple, les cellules NK d’une souris d’haplotype H-2° rejettent les cellules d'une souris
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d’haplotype 11-2%. par contre les cellules NK d’une souris d’haplotype H-2° transgénique
pour le récepteur Ly49A inhibiteur ne rejette pas les cellules d’haplotype H-2¢, mais
conserve la capacité de rejeter les cibles H-2°" et H-2*". Donc, ’expression de Ly49A
sur la totalité des cellules NK inhibe leur capacité a rejeter les cellules de provenance
allogénique H-2¢. On présume que les cellules NK de la souris parentale H-2° qui sont
capables de rejeter des cellules d’haplotype H-2¢ n’expriment pas le récepteur Ly49A ou
tout autre récepteur d’inhibition spécifique de H-2¢ et que conséquemment, le récepteur
Ly49A est suffisant pour conférer une spécificité aux cellules NK qui I’expriment
(Dortfman et Raulet, 1996). Ces résultats suggérent que la restriction de I’expression de
chacun des récepteurs Ly49 a une proportion définie (sous-population) des cellules NK
cst essenticlle pour que celles-ci puissent demeurer capables d'attaquer les cellules
allogéniques qu'elles rencontrent. D’ailleurs, la plupart des tumeurs présentent une chute
sélective de I’expression d’une des molécules du CMH-I (Garrido et al., 1997; Cohen et
al., 1999; Tortorella et al., 2000). Sur une méme cellule NK, la présence de plusieurs
récepteurs d’inhibition de différentes spécificités réduirait sa capacité de pouvoir éliminer
une cellule dont une seule molécule du CMH-I est atteinte. Les mécanismes qui
minimiseraient la co-expression de plusieurs récepteurs Ly49 d’inhibition maximiseraient
la fonctionnalité NK. Le modéle de “sélection” suppose que les cellules NK exprimant
trop de récepteurs spécifiques du soi seraient tout simplement éliminées ou rendues
anergiques (revu par Hoglund er al, 1997). Le modele “d’expression séquentielle”
(Raulet et al., 1997) fut suggéré suite a I’observation que les cellules NK acquiérent
’expression des récepteurs Ly49 de fagon séquentielle et cumulative & partir de la
naissance de ’animal. En effet, la fréquence de cellules NK exprimant plus de deux
récepteurs Ly49 est supérieure chez des souris CMH-I"" comparativement aux souris de
souches parentales (Held ef al., 1996b; Raulet ef al., 1997; Salcedo et al., 1997). On pense
que ce processus serait régulé par les interactions CMH-I/Ly49 : tant que la cellule
n’exprime pas de récepteur spécifique du soi, elle serait soumise a des rondes

consécutives d’initiation d’expression de nouveaux récepteurs.
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Le processus de sélection du répertoire des cellules NK aurait deux conséquences
majeures : il éduquerait les cellules NK a reconnaitre et a éliminer les cellules qui
présentent le phénotype de "I’absence du soi" et il permettrait d’induire la tolérance au soi
chez les cellules NK potentiellement autoréactives qui expriment des récepteurs
d’activation reconnaissant des molécules a la surface des cellules de I’héte (Ohlen ef al.,
1989). Voict que quelques exemples démontrant la capacité des cellules NK a s’adapter
aux différentes molécules du CMH-I qui composent leur environnement : les cellules NK
provenant d’une souris B6 (H-2%) ne lysent pas des cellules cibles de provenance B6 (elles
reconnaissent le soi), mais lysent celles provenant d’une souris congénique B6.D2 (H-2¢)
(elles reconnaissent H-2" comme "I’absence du soi"). Par contre, les cellules NK
provenant d'une souris B6.D2 ne lysent pas les cellules cibles de nature B6.D2 (elles
reconnaissent le soi). mais lysent celles de nature B6 (elles reconnaissent H-2DY comme
“I’absence du soi”). Aussi, les cellules NK provenant des souris B6 et B6.D2 lysent les
cellules cibles provenant de souris 3om™ (elles reconnaissent “I’absence du soi”). Par
contre, les cellules NK d’une souris f,m™ ne lysent pas des cellules cibles autologues,

Bom™" (elles reconnaissent le soi) (Ohlen et al., 1989, loannidis et al., 2001).

Modéle de la “calibration” des récepteurs

Il a été proposé que le niveau d’expression des récepteurs Ly49 d’inhibition a la surface
des cellules NK soit “calibré” par rapport aux molécules du CMH-I de I’héte. Ce
mécanisme aurait comme but d’ajuster leur réactivité envers le soi afin de rendre les
cellules NK les plus sensibles possible aux altérations mineures que peuvent subir les
cellules dont elles ont a vérifier I’intégrité (Olsson ef al., 1995; Sentman et al., 1995). Les
observations a la base du modele proposé sont les suivantes : i) le niveau d’expression des
récepteurs Ly49 d’inhibition est régulé a la baisse in vivo chez les souris exprimant des
ligands de ces récepteurs (Sykes et al., 1993; Karlhofer et al., 1994; Olsson et al., 1995)
et ii) les cellules NK Ly49™"" semblent physiologiquement plus efficaces que les cellules
présentant un niveau d’expression élevé de récepteurs, puisqu’elles parviennent a
discerner les cellules cibles CMH-I"™ (qui sont détruites) des cellules CMH- (qui

IélCVé

sont épargnées), alors que les deux types de cellules cibles ne sont pas lysés par les



cellules Ly49°" (Olsson er al., 1995). Conséquemment, les cellules NK Ly49™P* ot
Ly49"" se distinguent fonctionnellement par leur capacité différentielle & pouvoir
éliminer les cellules cibles présentant un faible niveau de molécules du CMH-I. L équipe
de Kirre propose qu’il puisse donc y avoir une corrélation entre le nombre d’interactions
récepteur/ligand et I'amplitude des signaux générés a I'intérieur de la cellule et qu’un
certain niveau seuil doive étre atteint pour que cette amplitude soit assez élevée pour
engendrer une conséquence fonctionnelle, telle I'inhibition de I’activité lytique NK
(Sentman et al., 1995). Les cellules NK Ly49™"* seraient incapables de recevoir un signal
d’inhibition supérieur & ce niveau seuil de la part des cellules CMH-1™®*, ces derniéres
étant conséquemment éliminées. Au contraire, les cellules NK Ly49" épargnent les
cellules CMH-I""""* puisque le niveau seuil est atteint (Figure 4). En définitive, ce modéle
propose que le phénotype Ly49™"™, fruit d'une “calibration” de la part de I’héte, puisse
permetire & la cellule NK de reconnaitre les cellules de faible niveau d’expression du
CMH-I avec une sensibilité accrue tout en préservant sa propriété d’auto-tolérance. Dans
ces circonstances, les cellules NK Ly49* seraient inutiles dans le contexte d’infections
par des micro-organismes pathogénes ou de transformations néoplasiques, situations

auxquelles ces cellules seraient incapables de réagir par leur état d’activation

constamment tenu en échec.

Plusieurs études ont démontré que les molécules du CMH-I présentes 4 la fois a la surface
des cellules environnantes (molécules du CMH-I dites externes) (Sykes er al., 1993;
Johansson et al., 1997; Andersson et al., 1998; Kase ef al., 1998) et 4 la surface méme des
cellules NK (molécules du CMH-I dites internes) (Andersson ef al., 1998; Kase et al.,
1998), modulent le niveau d’expression des récepteurs Ly49 a la surface des cellules NK,
méme matures (voir plus loin). De plus, cette modulation est en corrélation avec le niveau
d’expression du ligand (Sykes et al., 1993) et avec la proportion de cellules environnantes
'exprimant (Kase er al., 1998; Manilay er al.. 1999). L'équipe de Sykes a procédé au
transfert de différentes quantités de cellules de moelle osseuse provenant de souris
exprimant le ligand de Ly49A, H-2DY, chez des souris allogéniques H-2° préalablement

irradiées, créant ainsi des souris présentant différents niveaux de chimérisme.
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NK Ly49 éléevé

Figure 4 : Modéle de la “calibration” des récepteurs Ly49.

Portion du bas de la figure. Selon ce modeéle, les cellules NK Ly49%* provenant d’une
souris exprimant le ligand du récepteur Ly49, peuvent distinguer les cellules cibles de bas
(CMH-1fbky et haut (CMH-1¢¥) niveau d’expression de molécules du CMH-I : seules les
cellules CMH-I¥¢¥¢ engendrent un signal d'inhibition suffisamment fort pour étre
protégées de la lyse NK; a I’opposé les cellules CMH-1"""* seront éliminées. Portion du
haut de la figure. Les cellules NK Ly49¥¢*¢ provenant d’une souris chez qui le ligand du
récepteur est absent. voient leurs récepteurs suffisamment engagés par les deux types de
cellules cibles (CMH-Ibe et CMH-I¥*") pour engendrer un signal d’inhibition
fonctionnellement perceptible : aucune des deux cibles ne sera lysée.

Tirée de Hoglund et al.. 1997.



Les résultats démontrent que le niveau d’expression de Ly49A a la surface des cellules du
donneur et du receveur, qui respectivement expriment ou n’expriment pas son ligand, est
en corrélation inverse avec le niveau de chimérisme; soit la proportion de cellules du
donneur ligand® transférées chez le receveur ligand. Etonnamment. le niveau
d’expression de Ly49A a la surface des cellules du donneur (exprimant le ligand H-2DY)
est plus élevé a faible pourcentage de chimérisme qu’il ne I'est chez la souris parentale
qui est la source méme de ces cellules. Selon le modéle de la “calibration”. puisque le
ligand de ce récepteur est présent a la fois chez la souris chimérique et chez la souris
parentale, les cellules NK de ces souris devraient exprimées le méme niveau de Ly49A.
Donc, le niveau d’expression des NKR serait modulé en corrélation inverse avec la
fréquence de contact qu’ils ont avec leurs ligands (“receptor modulation theory”;
Manilay er al., 1999) plutdt que d’étre uniquement calibré par rapport a4 un niveau
optimal prédéterminé, mécanisme qui serait enclenché que par la simple présence

(qualitative) de leurs ligands dans leur environnement (“receptor calibration theory™;

Sentman et al., 1995).

Fait intéressant, les molécules du CMH-I internes et externes ne semblent toutefois pas
jouer le méme réle dans la régulation de niveau d’expression des récepteurs Ly49.
Lorsque des cellules NK matures sont activées, par exemple en présence d’IL-2, celles de
phénotype ligand™ voient leur niveau d’expression de Ly49 augmenter de fagon
importante, qu’elles soient ou non en présence de cellules ligand®, contrairement aux
cellules NK ligand™ qui conservent un faible niveau de Ly49. Les molécules du CMH-I
internes assureraient donc une stabilité du niveau d’expression de ces récepteurs pour
qu'il demeure faible (Andersson er al., 1998; Kase et al., 1998). Suite au transfert adoptif
de cellules spléniques provenant d'une souris B6 (H-2°, chez qui il y a absence de ligand
pour Ly49A) chez une souris irradiée BALB/c (H-2%, chez qui le ligand H-2D¢ de Ly49A
est présent), Hoglund et collaborateurs ont observé que le niveau d’expression de Ly49A
chute rapidement a la surface des cellules NK matures d'origine B6 dans les premiéres
heures suivant leur transfert, comparativement au niveau retrouvé chez la souris B6

parentale (Kase et al., 1998). Ainsi, la modulation du niveau d’expression des récepteurs
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Ly49 serait un parameétre reflétant la conséquence d une adaptation rapide et constante a
I'environnement dans lequel se retrouvent les cellules NK (Kase et al., 1998). Les
mécanismes moléculaires responsables de réguler la quantité de récepteurs Ly49 exprimés
a la surface des cellules NK sont inconnus. Un des mécanismes proposés est celui de
I"internalisation puisqu’elle est indépendante du développement des cellules NK et que

c’est un mécanisme permettant une adaptation rapide (Held et Raulet, 1997;

Kase et al., 1998).

Ligands

Ayant €té identifié le premier, Lv49A est en quelque sorte le récepteur inhibiteur
prototype de la famille L.y49. La spécificité de ce récepteur a été beaucoup étudice et ce.
genéralement par des analyses d’adhésion de cellules Ly49A™ en présence de molécules
purifiées ou de formes tétramériques du CMH-I, ou encore, en présence de cellules
CMH-I" d’identité connue. Le traitement de cellules cibles a ’aide de différents AcMo
spécifiques des différents domaines de la molécule H-2DY abroge [I’interaction
Ly49A/H-2DY. Ceci a permis de déterminer que les portions al et a2 de la molécule
H-2DY sont requises pour la reconnaissance de Ly49A, contrairement a la portion a3
(Karlhofer et al., 1992; Daniels et al., 1994b; Kane, 1994). L’utilisation de molécules du
CMH-I chimériques a permis de confirmer ces résultats (Sentman et al., 1994; Matsumoto
et al., 1998; Sundback er al., 1998). La spécificité de plusieurs des membres de la famille
Ly49 a été identifiée par des méthodes analogues. Il ne serait pas pertinent de discuter ici
de la spécificité de chacun des récepteurs Ly49. Je ne vais qu’énumérer celle des
récepteurs faisant I'objet de mes travaux qui ont tous été effectués chez des souris
d’haplotypes H-2" et H-2" (Tableau 1/Annexe A). Pour les molécules de ces haplotypes,
Ly49A reconnaitrait H-2D? (Tableau 2/Annexe B), Ly49C reconnaitrait H-2D9, H-2K¢,
H-2K" (Tableau 2/Annexe B), Ly49G2 reconnaitrait H-2D® et Ly49I reconnaitrait H-2D*
ainsi que H-2K" (Hanke et al., 1999; Michaelsson et al., 2000; Silver et al., 2000; Silver
et al., 2001). Toutefois, il est important de noter que pour la majorité de ces études, les
techniques utilisées ne correspondent pas a des analyses fonctionnelles. L’importance de

cet aspect est d’ailleurs le sujet du deuxiéme article de cette thése. La spécificité des



récepteurs Ly49 identifiée jusqu’a présent ne semble pas fournir un répertoire de
reconnaissance permettant d’éviter totalement I’auto-immunité. Par exemple, seuls Ly49C
et Ly49l qui sont exprimés sur environ 30% des cellules NK semblent reconnaitre une
molécule du CMH-I de la souris B6 (H-2h) (Hanke et al., 1999; Lian ef al., 1999; Liu et
al., 2000). Toutefois, il est important de noter que la spécificité de plusieurs molécules
Ly49 n"a pas encore été identifiée et que les membres de cette famille ne semblent pas

encore €tre tous identifiés (Depatie er al., 2000; Makrigiannis et Anderson, 2000).

La capacité des récepteurs Ly49 a pouvoir reconnaitre de fagon sélective le peptide niché
dans les molécules du CMH-I est un sujet trés controversé. En voici quelques exemples.
Ly49A semble reconnaitre H-2D? seulement lorsqu’il est couplé & un peptide. sans
toutefois €tre en mesure de distinguer la nature de ce dernier (Correa et Raulet. 1995;
Orihuela et al., 1996; Tormo et al., 1999). Par contre, les interactions Ly49C/H-2Kb et
Ly491/H-2KY semblent étre a la fois dépendantes de la présence du peptide et sélectives de
sa séquence (Franksson ef al., 1999; Hanke ef al., 1999; Michaelsson et al., 2000). Ceci
pourrait conférer aux cellules NK la capacité de reconnaitre des cellules infectées chez qui
les peptides présentés sont de nature virale. D’autre part, il est important de noter qu’il
existe une corrélation entre le niveau de protection induite contre ’activité cytotoxique

NK et le niveau de stabilité qu’assure la présence d’un peptide dans une molécule du

CMH-I (Correa et Raulet, 1995).

Plusieurs études suggérent aussi I’importance de I’implication de la B,m pour I’interaction
Ly49/CMH-1. L’équipe de Margulies a démontré que la molécule Bom semble jouer un
role dans la reconnaissance de H-2D¢ par le récepteur Ly49A (Wang et al., 2002), puisque
Iutilisation d’un AcMo dirigé contre la molécule B,m, abroge complétement cette
reconnaissance. Aussi, I’utilisation d’une f,m de nature humaine plutét que murine, dans
la formation de formes tétramériques des molécules du CMH-I, cause l’absence

d’interaction entre Ly49A et DY ainsi qu’entre Ly49C et K® (Michaelsson et al., 2001).



La capacité des récepteurs Ly49 a pouvoir reconnaitre les sucres des molécules du CMH-I
est aussi un sujet controversé. Les récepteurs appartenant a la superfamille des lectines de
type C. par extrapolation a partir de la structure tridimensionnelle de Ly49, semblent
démontrer un trés faible niveau d’homologie avec d’autres membres de cette famille qui
ont les sucres comme ligands et ce, dans les régions critiques de liaison récepteur/ligand.
Et méme si le CRD des récepteurs Ly49 posséde certains motifs trés similaires a ceux
retrouvés dans les lectines de type C, les séquences en sont divergentes (Drickamer et
Taylor, 1993). Ceci se reflete d’ailleurs par la diversité structurale des ligands que ces
récepteurs reconnaissent (revu par Hofer er al., 2001). Par exemple, les molécules du
CMH-I exprimées dans des systémes bactériens peuvent étre utilisées avec efficacité dans
les tests d’adhésion aux récepteurs Ly49, de méme que pour la préparation des formes
tétramériques des molécules du CMH-1 (Hanke ¢r al., 1999: Michaelsson er al., 2000).
Toutefois. il a été démontré que le glucose peut interférer partiellement avec I’inhibition
de I’activité cytotoxique NK par Ly49A (Daniels et al., 1994b; Brennan et al., 1995). Le
traitement de cellules cibles a la tunicamycine, un inhibiteur de la glycosylation, atténue
I’interaction Ly49A/H-2Dd (Chang et Kane, 1998) et cause les mémes effets que le
glucose (Daniels er al., 1994b). De plus, I’équipe de Takei a démontré qu’un des deux
sites conservés de glycosylation de la molécule H-2D! est nécessaire pour que les
récepteurs Ly49A et Ly49C puissent la reconnaitre (Lian et al., 1998). A la lumiére de ces
résultats, il demeure possible que la glycosylation des molécules du CMH-I puisse
influencer I’avidité de I’interaction Ly49/CMH-I. Aussi, il ne faut pas perdre de vue que
I'interaction des récepteurs Ly49 avec les cellules cibles pourrait impliquer la

reconnaissance de sites de glycosylation retrouvés sur d’autres molécules que celles du

CMH-L.

L’équipe de Mariuzza fut la premiére a cristalliser le complexe Ly49A/H-2D? dans lequel
deux sites de liaison ont été identifiés (Tormo et al., 1999). Le premier site implique la
liaison entre Ly49A et un c6té exposé du domaine a2 de la molécule du CMH-I qui forme
la niche peptidique. Ce site exclut tout contact avec le peptide lui-méme, donc seuls les

changements conformationnels des régions reconnues par le récepteur et conséquents des



36

variations de la nature du peptide qui s’y trouve peuvent expliquer la nécessité de la
présence du peptide pour que I'interaction récepteur/ligand ait lieu. Ce site est constitué
de nombreux résidus polymorphiques parmi les alléles des molécules du CMH-I qui
pourraient expliquer la spécificité de Ly49A. En effet, les résidus de ce site sont conservés
chez H-2D*, qui est aussi un ligand de Ly49A, mais pas dans les molécules
H-2D". H-2K" et H-2K* qui ne semblent pas étre des ligands fonctionnels du récepteur.
Par contre. des analyses de mutagenése dirigée ont récemment démontré que ces résidus

ne sont pas responsables de la spécificitt de Ly49A envers H-2DY

(Matsumoto ef al.. 2001b).

Le site 2 est en quelque sorte une concavité formée des domaines al. a2 et a3 et de la
f.m de la molécule du CMH-I (Tormo et al., 1999). Puisque aucun résidu polymorphique
ne s’y trouve, seuls des changements conformationnels conséquents de variations
alléliques a des positions distantes de ce site pourraient expliquer la spécificité des
récepteurs Ly49. Puisque !’interruption de I’interaction entre le site 2 de la molécule
H-2D" et le récepteur Ly49A enclenche la cytotoxicité NK, ce dernier constituerait le site
de liaison fonctionnel de ce récepteur (Nakamura et al., 2000; Matsumoto ef al., 2001a).
De méme, des études rapportent que ce sont les mutations dans le site 2 qui semblent
affecter davantage |'interaction Ly49A/H-2DY (Chung et al.. 2000; Nakamura ¢t al., 2000;
Matsumoto et al.. 2001b). Or, ces résultats n’expliquent pas la spécificité allélique que
peut avoir Ly49A puisque les résidus du site 2 responsables du contact avec la molécule
H-2D ne sont pas polymorphiques entre les différents alléles des molécules du CMH-I.
D’ailleurs, Kirre et collaborateurs viennent tout juste de publier une étude démontrant que
les régions de Ly49C impliquées dans ’interaction avec ses ligands sont les mémes que
celles identifiées pour Ly49A (Sundback et al., 2002). Toutefois, I’équipe de Margulies
vient de publier une étude qui suggere I’implication de molécules d’eau dans le site 2. Les
résidus de la molécule H-2 impliqués dans les interaction avec ces molécules d’eau

pourraient offrir une base moléculaire a la spécificité allélique des NKR

(Wang et al., 2002).
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Finalement, il est important de noter que les sites | et 2 sont distincts de celui du TCR, ce
qui suggére la possibilité qu’une interaction simultanée de la molécule du CMH-I avec

ces deux types de récepteurs puisse avoir lieu (Chung et al., 1999; Natarajan ¢t al.. 1999).

Reconnaissance “non-exclusive” et “dégénérée”

Plusieurs récepteurs Ly49 reconnaissent des molécules du CMH de classe [ comme
ligands et ce de fagon “non-exclusive”, c’est-a-dire que leur(s) spécificité(s) sont
partagées par différents récepteurs. La plupart des récepteurs Ly49 inhibiteurs (Ly49A,
Ly49C et Ly49G2) et activateurs (Ly49D, Ly49P et Ly49W) dont les ligands ont été
identifiés, se lient a H-2D* (George et al., 1999a; Nakamura et al., 1999; Silver et al..
2000: Silver ef al., 2001). Toutefois, des études de mutagenése dirigée ont démontré que
le récepteur Ly49A inhibiteur et le récepteur Ly49D activateur posseédent des exigences
distinctes pour leur interaction avec cette molécule (Nakamura er al., 2000). En effet,
I’interaction Ly49D/I—I—2Dd est beaucoup plus sensible aux mutations des domaines a1 et
a2 de H-2D? que I’interaction Ly49A/H-2D". Cette observation pourrait étre expliquée
par deux hypothéses qui ne s’excluent pas nécessairement. La premiére hypothése suggére
que les sites de contact récepteur/ligand soient distincts. La deuxiéme suggére que
’avidité de ces deux récepteurs pour ce ligand puisse ne pas étre de méme puissance. La
deuxiéme hypothése cadre bien avec les différentes observations suggérant que les
récepteurs d’inhibition et d’activation NK différent dans leur affinité de liaison. En effet,
de fagon générale les récepteurs d’inhibition possédent une affinité plus grande pour leurs
ligands que leurs contreparties activatrices (Biassoni ef al., 1997; Vales-Gomez et al.,
1998a; Vales-Gomez et al., 1998b; Winter et al., 1998; Vales-Gomez er al., 1999,
Moretta et al., 2000; Nakamura et Seaman, 2001). Les différences observées dans la
reconnaissance des molécules du CMH-I entre les récepteurs d’activation et d’inhibition,
peuvent étre importantes dans la régulation des réponses NK. Par exemple, la majorité des
cellules Ly49D" dont le ligand est H-2DY, co-expriment un récepteur d’inhibition
spécifique de la méme molécule (Kubota et al., 1999b; Takei et al., 2001). Puisque les
cellules NK peuvent exprimer simultanément des récepteurs d’activation et d’inhibition

spécifiques de molécules du CMH-I du soi, la plus forte affinité des récepteurs
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d’inhibition pour leurs ligands pourrait prévenir I’auto-immunité envers les cellules

exprimant des niveaux normaux de molécules du CMH-I.

Certains des récepteurs Ly49 possédent une reconnaissance dite “dégénérée” puisque
chacun d’eux peut reconnaitre plusieurs molécules ou alleles du CMH-I (revu par
Anderson et al.. 2001). De fagon surprenante. le récepteur Ly49C semble reconnaitre
toutes les molécules du CMH-I testées jusqu’a maintenant, a I’exception de H-2LY, Est-ce
que ce récepteur pourrait permettre aux cellules NK de vérifier I’intégrité globale des
molécules du CMH-I des cellules de I’hdte? Le méme type de rdle pourrait étre attribué a
Ly49V. un récepteur inhibiteur de la souris 129/] qui reconnait aussi une panoplie de

molécules du CMH-I (Makrigiannis et al., 2001).

Réles des récepteurs Ly49 exprimés a la surface des cellules NK

L’équipe de Yokoyama a été la premiére & identifier la propriété inhibitrice du récepteur
Ly49A suite a son engagement avec des molécules du CMH-I (Karlhofer ef al., 1992). En
effet. les cellules cibles exprimant les molécules d’haplotype H-2¢ ou H-2* étaient
préférentiellement réfractaires a l’attaque des cellules NK Ly49A". Aujourd’hui,
I’identification des ligands de plusieurs récepteurs Ly49 a permis I’analyse de leurs
fonctions. Notamment, les récepteurs Ly49A, Ly49C et Ly49G2 sont capables d’abroger
la production de cytokines et I’activité cytotoxique des cellules NK lorsqu'ils
reconnaissent leurs ligands a la surface de cellules cibles (Daniels et al., 1994a; Mason et
al., 1995; Murphy et al., 1995; Yu et al., 1996; Mason et al., 1997; Kim et Yokoyama,
1998; Raziuddin er al., 1998; Ortaldo et al., 1999a). 1l a été démontré que I’engagement
du récepteur Ly49A inhibe I’activation (exocytose granulaire et production de cytokines)
résultant de la stimulation via NK1.1 (Kim et Yokoyama, 1998) et via Ly49D (George et
al., 1999b). Il en est de méme pour le récepteur Ly49G2 inhibiteur face au récepteur
Ly49D activateur (George et al., 1999b). Cependant, un récepteur d’inhibition n’a pas
besoin d’appartenir 4 la méme famille que le récepteur d’activation avec lequel il est co-
agrégé pour parvenir a inhiber son action. Par exemple, les récepteurs KIR et

CD94/NKG2 inhibiteurs abrogent I’activation initiée via le récepteur CD16 activateur
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(Binstadt er al.. 1996; Le Drean er al, 1998) qui appartient a la famille MIRR
(“Multichain Immune Recognition Receptor”) et dont font d’ailleurs partie le TCR et le

BCR qui peuvent aussi étre inhibés par ce type de récepteur inhibiteur (Poggi er al., 1997:

Motoda ef al.. 2000).

L'équipe d’Ortaldo a €été la premiére a rapporter une fonction activatrice pour un des
membres de la famille Ly49 (Mason er al., 1996). Elle a observé que la présence d’AcMo
anti-Ly49D augmentait la lyse de cellules FcyR" par les cellules NK. Ultérieurement, il a
été rapporté que l'engagement des récepteurs Ly49D et Ly49H peut initier différentes
cascades signalétiques menant a la synthése de cytokines et a I’enclenchement de
["activité cytotoxique des cellules NK qui les expriment (Lanier, 1998; Mason er «l..

1998: Smith er al.. 1998; Gosselin er al., 1999; Mason et al.. 2000; Ortaldo er al.. 2001).

Les récepteurs d’inhibition et d’activation différent en plusieurs points : leur patron
d’expression a la surface des cellules NK, leur fagon de reconnaitre leurs ligands ainsi que
leur fagon de transmettre leurs signaux a I’intérieur de la cellule (revu par Anderson er al.,
2001 ainsi que par Raulet er al., 2001). Peut étre que ces différences ont une incidence sur
leurs implications différentielles dans les différentes fonctions des cellules NK? Le role
des récepteurs Ly49 inhibiteurs serait de reconnaitre “I’absence du soi”. Toutefois, le role
biologique de récepteurs d’activation spécifiques des molécules du CMH-I a la surface
des cellules NK est une énigme. La co-expression d’un récepteur d’activation spécifique
des mémes molécules du CMH-I qu’un récepteur d’inhibition, pourrait permettre le
recrutement de PTK nécessaires pour phosphoryler 'ITIM de ce récepteur d’inhibition
(qui ne posséde pas d’activité tyrosine kinase intrinséque). Alternativement, si les deux
récepteurs co-exprimés n’ont pas les mémes molécules du CMH-I comme ligands, la
perte préférentielle du ligand du récepteur d’inhibition a la surface de cellules cibles
permettrait une activation cellulaire (Lanier, 1998). Si les récepteurs d’activation
reconnaissent des ligands qui ne sont pas des molécules du CMH-I, ne pourraient-ils pas
correspondre a des ligands exprimés par certains micro-organismes ou dont 1’expression

est induite dans certaines conditions pathologiques? L’existence de ligands dont
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I"expression peut étre induite. suggére un réle important pour les récepteurs d’activation
respectifs dans la surveillance immunitaire des cellules NK contre les tumeurs et les
infections par des micro-organismes pathogenes. De plus, la nature diverse des récepteurs
d’activation des cellules NK suggére que ces cellules soient capables de reconnaitre un
large éventail de tumeurs et de pathogénes (Nakamura et Seaman. 2001; Smith er al.,
2001). Aussi, un role pourrait étre envisagé pour les récepteurs d’activation lors du
développement des cellules NK. En effet, I’initiation de cascades d’activation suite a la
reconnaissance des molécules du CMH-I pourrait étre nécessaire a la sélection positive
des cellules NK (Lanier, 1998). Finalement, ’existence de ligands allogéniques pourrait
avoir un role a jouer dans le rejet de cellules étrangeres comme par exemple dans le cas de
greffes. Notons que pour les souches murines examinées jusqu'a maintenant. les
recepteurs Ly49 activateurs exprimés sont majoritairement de spécificités allogéniques

(George et al., 1999b; Nakamura et al., 1999; Silver et al., 2000; Silver et al., 2001).

LES CELLULES NK ET LA RESISTANCE ANTIVIRALE

Tel que mentionné précédemment, I’importance de la participation des cellules NK dans
’immunité anti-infectieuse a été démontrée et ce, pour plusieurs types d’infections par
des micro-organismes pathogénes. Puisque I’infection par le cytomégalovirus fait I’objet

du premier volet de mon projet de recherche. elle sera présentée de fagon plus détaillée.

cwv

Le cytomégalovirus est un micro-organisme pathogéne important puisque plus de 80% de
la population est séropositive. Il cause une infection latente dont les épisodes de
réactivation sont habituellement asymptomatiques chez les individus immunocompétents
(revu par Reddehase, 2000). Cette symbiose hote/virus nécessite qu’il y ait un équilibre
entre la réplication du virus et la réponse immunitaire de I’hdte. Toutefois, toute situation

anormale peut perturber cet équilibre et déclencher une propagation virale non contrdlée
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dont les conséquences physiopathologiques sont importantes. L’état d’immunodéficience
que I’on retrouve chez les personnes greffées et chez les personnes séropositives pour le
VIH en est un bon exemple. Le nombre croissant de personnes qui en sont atteintes
suscite d’ailleurs une préoccupation croissante dans le monde médical. Chez les
personnes immunocompétentes, le CMV entraine rarement des dommages hépatiques
(Snover et Horwitz, 1984; Cohen et Corey. 1985). Chez les personnes immunodéficientes
par contre, le CMV cause des hépatites fulminantes ou chroniques qui peuvent mener a
des cirrthoses et méme, entrainer la mort de I’'individu (revu par Smith et Brennessel,
1994). Ceci illustre bien le role actif du systéme immunitaire pour contrdler I’infection
virale afin que les épisodes de réactivation ne causent ni de morbidité et ni de mortalité

par complications pathologiques (Rook. 1988: Wattre et al., 1995).

Stratégies d’échappement du CMV au systeme immunitaire

Le CMV appartient a la famille des virus herpétiques dont les membres, lors de leur
évolution, ont développé plusieurs stratégies leur permettant d’échapper a la surveillance
immunitaire et aussi d’étre transmis sans le moindre symptome apparent (revu par Farrell
et Davis-Poynter, 1998). Afin de coexister de fagon permanente chez ses hotes, le CMV
établit un état de latence et restreint au maximum le nombre de génes viraux exprimés
dans le but de diminuer son exposition au systéme immunitaire. De plus, il utilise pour sa
réplication des tissus dans lesquels la surveillance immune est moins rigoureuse. Son
bourgeonnement dans des fluides corporels Iui permet d’étre facilement transmissible
entre les individus. Finalement, il arrive a compromettre les défenses antivirales de son
hote en exprimant différents facteurs dont la fonction est d’amortir la réponse immune de
I'hote. Voici quelque exemples de stratégies qu’adopte ce virus pour arriver a ses fins :
inhibition de I’expression des molécules du CMH-I, synthése d’homologues de
chimiokines, de cytokines, de récepteurs de chimiokines, de récepteurs d’anticorps et
d’homologues des molécules du CMH-I (revu par Hengel ez al., 1998). A titre d’exemple.
la protéine codée par le géne US3 retient les molécules du CMH-I dans le réticulum
endoplasmique, celles codées par US2 et US11 les redirigent vers le cytoplasme ou elles

sont dégradées et interfére ainsi avec leur progression vers |’appareil de Golgi et US6
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interfére avec le processus de chargement peptidique de ces molécules (revu par Hengel er
al., 1999). Ceci empéchera les molécules du CMH-I d’étre exprimées convenablement en
surface cellulaire et rendra la cellule infectée hors de portée des lymphocytes T
cytotoxiques. Par contre, la chute des molécules du CMH-I rendra la cellule infectée
susceptible a 1’attaque par des cellules NK qui elles patrouillent pour “I’absence du soi”
(tel que décrit précédemment). En guise d’explication, on avait alors émis I’hypothése que
des homologues viraux des molécules du CMH-I, puissent interférer avec I’activation des
cellules NK lors de I'infection par le CMV (Fahnestock et al., 1995). Deux modéles ont
été proposés : le modele de “I’échappement aux cellules NK” et le modele de “I’inhibition
indirecte des cellules NK” (revu par Davis-Poynter er al., 1999). Le premier modéle
suggere que les ccllules infectées présentant un faible niveau d’expression des molécules
du CMH-I et qui sont normalement susceptibles aux cellules NK, deviendraient
résistantes a I'attaque de ces derniéres par I'expression d’un homologue de classe I viral
qui lui. engagerait un récepteur d’inhibition a la surface des cellules NK (Fahnestock et
al., 1995). Le modéle de “I’inhibition indirecte des cellules NK” suggére que les cellules
auxiliaires requises pour le recrutement et I’activation des cellules NK seraient réprimées
dans leurs actions (syntheése de chimiokines et de cytokines), par I’interaction de leurs
récepteurs d’inhibition avec les homologues viraux du CMH-I exprimés a la surface des
cellules infectées de leur environnement. Par exemple, les cellules dendritiques qui
peuvent stimuler les cellules NK par la production d’IL-12 (Fernandez et al., 1999),
pourraient étre inhibées par I’interaction entre leur récepteur LIR-1 et la molécule UL18
(Borges et al., 1997). En effet, le CMV code pour un homologue de molécules du CMH-I
nommé UL18 (Beck et Barrell, 1988) dont I’expression n’est pas affectée par les protéines
US2, US3, US6 et US11 (Park et al, 2002). Or, UL18 lie LIR-1 qui est un récepteur
d’inhibition (Cosman et al., 1997; Fanger et al., 1998). Cependant, méme si I’hypothése
est attrayante, on ne posséde toujours pas de preuve que UL18 puisse offrir une protection
aux cellules infectées par le biais d’une interaction avec la molécule LIR-1 exprimée 4 la
surface des cellules cytotoxiques NK ou d’autres types cellulaires pouvant participer a la

réponse immune de 1’hdte contre cette infection.



Le CMV code aussi pour deux autres types de leurres bien distincts : UL/6 et UL40. La
protéine UL16 reconnait les mémes ligands que NKG2D, soit ULBP et MIC dont
expression est induite a la surface des cellules infectées par le CMV (Cosman et al.,
2001; Kubin et al, 2001). Puisqu’il a été observé que [I’interaction MIC/NKG2D
augmente [activité des cellules NK et des lymphocytes T cytotoxiques et que la présence
de molecule soluble UL16 inhibe I’initiation de cette interaction (Groh ef al.. 2001; Kubin
et al., 2001; Sutherland er al., 2002), il a été proposé que UL16 permettrait au CMV
d’échapper a la surveillance du systtme immunitaire. On pense que UL16 pourrait
masquer la présence des ligands de NKG2D a la surface des cellules infectées ou encore,
pourrait séquestrer ces ligands a Iintérieur de vésicules intracellulaires, ce qui
empécherait leur acheminement a la surface membranaire (Sutherland er al., 2001).
D’autre part, le CMV code le géene UL40 qui est identique a la séquence du peptide signal
de HLA-Cw03 (Tomasec et al., 2000; Ulbrecht et al., 2000). Ce dernier, lorsqu’il est
associé 4 HLA-E, est reconnu par le récepteur CD94/NKG2A inhibiteur (Braud et al..
1998; Lee ef al., 1998). L’expression de UL40 chez des cellules présentant un haut niveau
d’expression de la molécule HLA-E, leur confére une résistance contre I’attaque de
cellules NK exprimant le récepteur CD94/NKG2A (Tomasec et al., 2000; Ulbrecht et al.,
2000; Cerboni et al., 2001). Donc. I’expression des génes UL/6 et UL40 a la surface de
cellules infectées permettrait au virus de tromper la surveillance effectuée par les cellules

NK exprimant les récepteurs NKG2D et CD94/NKG2A, respectivement.

En résumé le CMV peut stimuler ou inhiber le systtme immunitaire & son avantage. Ainsi
il peut induire I’augmentation de son taux réplicatif, le recrutement de cellules non-
infectées au site d’infection, I’inhibition de I’activation de cellules immunes ou
I’altération du trafic de cellules immunes. L’ensemble de ces mécanismes permet a ce
virus de n’étre ni détecté ni substantiellement éliminé tout au long de son cycle infectieux.
La démonstration que ULI8 puisse inhiber I’activité lytique des cellules NK a été la
premicre démonstration que les virus ont développé des stratégies pour échapper a la
surveillance de ces cellules. Si le CMV qui a coévolué chez les mammiféres depuis des

millions d’années (McGeoch er al., 1995) a développé de telles stratégies, c’est que le
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besoin d’éviter I’activité NK doit représenter une pression sélective assez puissante pour

influencer I’évolution de certains pathogénes.

MCMV

L’infection par le MCMV chez la souris constitue I’un des modéles expérimentaux du
CMV les plus utilisés (Scalzo ef al., 1990). En effet, les caractéristiques des pathologies
que ce virus engendre chez la souris sont trés similaires a celles observées chez I’humain
(Olver et al., 1994). Mis a part I’hépatite, les manifestations pathologiques les plus
importantes de cette infection sont la rétinite, la pneumonie et les problémes gastro-
intestinaux. L’éventail de ces manifestations s’explique par la multitude et la localisation
ubiquitaire des types cellulaires pouvant étre infectés par ce virus. En effet, le MCMV
peut infecter les cellules endothéliales et épithéliales. les fibroblastes et surtout les
monocytes/macrophages qui constituent le site de latence de prédilection de ce virus (revu
par Sinclair et Sissons, 1996 ainsi que par Sinzger et Jahn, 1996). Le MCMV partage
aussi avec son homologue humain, plusieurs stratégies d’échappement. A titre d’exemple,
le MCMYV code un homologue des molécules du CMH-I nommé m144 (Rawlinson et al..
1996). L’ensemble des travaux concernant ml44, suggeére qu’il contribuerait a
I’échappement viral en interférant avec I’élimination des cellules infectées par les cellules
NK (Farrell et al., 1997: Cretney et al., 1999; Kubota et al., 1999a). Toutefois, on ne sait

toujours pas s’il existe un récepteur murin qui puisse reconnaitre la molécule m144 de

fagon spécifique et fonctionnelle.

Cmvl
Le géne Cmvl détermine la réponse précoce a ’infection par le MCMV dans la rate, la

moelle osseuse et le thymus, mais pas dans le foie (Scalzo et al., 1990; Price et al., 1993).
Il y a deux formes alléliques au Cmv/ : un alléle de résistance dominant nommé Cmv/”
qui est présent chez les souris de fond génétique C57BL ainsi que chez la souris Ma/MyJ
(Bancroft et al., 1981; Shellam et al, 1981; Bukowski et al, 1984) et un alléle de
susceptibilité récessif nommé CmvI® qui est présent chez les souches murines BALB/c,

A/] et DBA/2 (Scalzo et al., 1992). Les souris de phénotype CmvI™ montrent des titres



45

viraux spléniques de 10° a 10* fois plus faibles que ceux retrouvés chez les souris de
phénotype Cmv/’ et ce, aussi tot que deux jours post-infection (Scalzo er al., 1992).
Cependant, les titres hépatiques demeurent les mémes chez les souris des deux groupes.
Ce phénotype de résistance dépendante de I’organe pourrait refléter I’utilisation de deux
mécanismes distincts par le systéme immunitaire pour arriver a contrdler I’infection. En
effet. il a été démontré que le contrdle de I'infection par le MCMYV dans la rate semble
s'effectuer par un mécanisme dépendant de la perforine alors que dans le foie, il semble

s’effectuer par un mécanisme dépendant de la synthése d’IFNy (Orange ef al., 1995; Tay

et Welsh, 1997).

Par ailleurs. il a été clairement démontré que les cellules NK jouent un rdle déterminant
dans la résistance au MCMYV : 1) les souris “beige” (déficientes pour ’activité cytotoxique
NK) sont fortement susceptibles & [Iinfection (Shellam et al, 1981),
ii) I’élimination sélective des cellules NK supprime le phénotype de résistance chez les
souris Cmvl” (Bukowski ef al., 1984; Welsh er al., 1990; Scalzo et al., 1992), iii) le
transfert adoptif de cellules NK provenant de souris CmvI” 4 des souris hdtes Cmv/®, leur
contére la protection contre le MCMV (Bukowski et al., 1988; Tay et al.. 1999), iv) la
déplétion de cellules NK chez les souris SCID sur fond B6 qui sont atteintes d’un déficit
immunitaire combiné sévere abolit le phénotype de résistance (Bukowski ef al., 1984;
Welsh er al., 1986), v) I’apparition du phénotype de résistance est observée dés que les
souris atteignent 1’dge de trois semaines, période a laquelle les cellules NK complétent
leur cycle de maturation et ou I’expression des récepteurs Ly49 atteint son maximum
(Williams er al., 2000) et vi) plusieurs patients présentant des déficits de leur activité NK
montrent une plus grande susceptibilité¢ a I’infection par le CMV (Haliotis et al., 1980;
Biron et al., 1989; Bonavida ef al., 1986). L’ensemble de ces observations démontre que
les cellules NK sont responsables de la résistance au CMV. Par contre, le mécanisme par

lequel le Cmv/ controle I’activité NK était inconnu au moment de la réalisation de nos

travaux.
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Cmvl est localisé dans le NKC (Yokoyama et al.. 1991; Scalzo et al., 1995; Lathbury et
al.. 1996; Brown et al., 1997b) (Figure 1). Tel que mentionné précédemment, ce
complexe contient plusieurs génes impliqués dans la régulation des fonctions des cellules
NK. En plus de toutes les familles de NKR. on y retrouve également le géne Rpm/ qui
controle la résistance au virus ectromélia (Delano et Brownstein, 1995) et Chok
(responsable de la résistance antitumorale attribuable aux cellules NK; Idris er al., 1999;
Nakamura et al., 1999). Il est intéressant de noter que la souris B6, qui exprime le
phénotype de résistance au MCMV, posséde des alléles qui lui sont propres pour plusieurs
des récepteurs Ly49. Ces observations offrent une base génétique au fait que Cmv/ puisse
réguler I'activité NK en correspondant 4 un gene d’une des familles de récepteurs du

NKC. dont notamment la famille Ly49.

Afin de comprendre le(s) mécanisme(s) qu’utilisent les cellules NK pour permettre
d’établir un phénotype de résistance virale, nous nous sommes fixé comme objectif

d’identifier le géne correspondant & Cmv/. Les travaux qui en découlent sont présentés

dans I"article [ de cette thése.

LES SOUS-POPULATIONS DE LYMPHOCYTES T EXPRIMANT DES RECEPTEURS NK

Dans les années’80, des récepteurs de cellules NK ont été identifiés a la surface de lignées
de cellules T tumorales et de rares populations de lymphocytes T murins (Chan et Takeli,
1986; Nagasawa et al., 1987). Chez les souches de souris qui expriment NK1.1, il y a
effectivement des populations T CD4'NK1.1%, CD8'NK1.1" et CD4CD8NK1.1" dans
tous les tissus ou I’on retrouve normalement des lymphocytes T. Puisque ces populations
cellulaires présentent des caractéristiques variables telles leur distribution tissulaire, leur
proportion relative par rapport aux cellules T conventionnelles, leur capacité a synthétiser
certaines cytokines, I’expression de marqueurs NK et d’un TCR restreint ou non par
CD1d (une molécule analogue aux molécules du CMH-I) (revu par Behar et Cardell, 2000

ainsi que par McMahon et Raulet, 2001), il semblerait qu’elles puissent exercer diverses
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fonctions. Il est important de noter qu’en ce qui concerne les récepteurs Ly49 chez la
souris. seuls des récepteurs d’inhibition sont retrouvés a la surface de ces cellules (Ortaldo
et al.. 1998; Coles et al.. 2000), alors que chez I’humain on y retrouve a la fois des NKR
d’inhibition et d’activation (Ferrini et al., 1994; Mandelboim et al., 1996; Andre et al..
1999). Toutefois. il reste a vérifier que ces formes activatrices sont fonctionnelles

(Mandelboim et al., 1998: Huard et Karlsson, 2000b).

La détection de cellules T NKR" et NKR™ présentant des TCR oligoclonaux ou
monoclonaux suggére que les NKR sont exprimés aprés les réarrangement du TCR
(Ugolini et Vivier, 2000). Leur expression peut étre induite par différents stimuli in vitro
tels I’IL-2, I'IL-15 (Mingart ef al., 1998a; Mingari ef al., 1998b; Maeda er al., 2001) ou
encore par l'engagement du TCR (Huard et Karlsson, 2000b) et ce, dans différents
contextes tels lors de I’infection par le virus de I’influenza (Assarsson et al., 2000;
Kambayashi et al.. 2000) et par la bactérie Salmonella choleraesuis (Nishimura et al.,
1999). Leur expression peut aussi étre régulée a la baisse par la présence de leurs ligands

(Fahlen et «l., 2000; Huard et Karlsson, 2000b).

Les cellules NKT restreintes par CD1d

Les cellules NKT sont définies sur la base de leur mécanisme de reconnaissance
antigénique restreint par CDI1d (Bendelac, 1995), une molécule essentielle a leur
développement (Chiu ef al., 1999). Les protéines CD1 sont des molécules apparentées
aux molécules du CMH-I. Elles participent a la présentation d’antigénes glycolipidiques
et sont exprimées a la surface des CPA, des thymocytes et des cellules de 1’épithélium
intestinal (revu par Behar et Cardell, 2000). Des cinq génes Cdla-e de cette famille,
seulement quatre produits (CD1a-d) sont exprimés chez I’homme et sont séparés en deux
groupes : CDla-c dans le groupe 1 et CDI1d dans le groupe 2. Le premier groupe aurait
comme fonction de présenter des antigénes glycolipidiques étrangers aux lymphocytes T
en général, tandis que le deuxieme groupe interagirait avec une population particuliére de
cellules T, les cellules NKT. Chez la souris chez qui seul le géne Cdld est exprimé, ces

cellules possedent un TCR canonique composé de la chaine invariante Val4-Jo281
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associée préférentiellement aux chaines VB2, VB7 et VB8 (Lantz et Bendelac. 1994;
Taniguchi er al., 1996). Le processus de développement des cellules NKT restreintes par
CD1d est encore peu connu (revu par Kronenberg et Gapin, 2002). Malgré que le TCR
Vald4-Ja281 soit essentiel au développement des cellules NKT puisqu'il est responsable
de la reconnaissance de la molécule CD1d (Cui et al., 1997), la signification de
l'utilisation préférentielle de certaines chaines TCRp est toujours controversée (revu par
MacDonald, 2002). Deux modéles ont été proposés pour tenter d'expliquer l'origine des
cellules NKT. Selon le premier, ces cellules se développeraient a partir d'une sous-
population minoritaire de thymocytes CD4'CD8" qui, par réarrangement aléatoire
(tout comme c'est le cas pour les cellules T conventionnelles), exprimeraient un TCR
semi-invariant (revu par Bendelac er al., 1997). L'engagement de leur TCR Val4-Jo281
avec la molécule CDId exprimée a la surface de thymocytes corticaux de nature
hématopoiétique (Eberl et al., 1999a; Shimamura et al., 1999), permettrait leur sélection
positive. Par la suite, leur maturation semblerait étre notamment caractérisée par un
certain processus de sélection négative des cellules CD8" puisque les cellules NKT sont
essentiellement soit CD4" ou CD4°CDS8". Plus tardivement, on assistera a l'acquisition de
marqueurs NK, tels NK1.1 ou CD69, observé dés que la souris a atteint 1'dge de 7 jours
(Pellicci et al., 2002). Cependant, on ne sait pas si cette étape a lieu dans le thymus
(voir plus loin). Quant 4 elle, l'interaction entre le TCR des autres cellules CD4"CD8" et
les molécules du CMH-I ou CMH-II des cellules épithéliales thymiques, permettrait la
maturation des lymphocytes T CD4" et T CD8" conventionnels. C'est d'ailleurs ce modéle
qui est présentement privilégié (revu par MacDonald, 2002). En effet, on a notamment
démontré que les thymocytes immatures CD4"CD8” sont des précurseurs des cellules T
conventionnelles et des cellules NKT restreintes par le CD1d (Gapin er al., 2001).
Toutefois, puisque ce ne sont pas les mémes facteurs qui influencent le développement
des cellules NKT comparativement aux cellules T conventionnelles (revu par Kronenberg
et Gapin, 2002), un deuxiéme modele propose plutdt l'existence d'un précurseur distinct
pour les cellules NKT (Sato ef al., 1999). Le TCR des cellules issues de ce précurseur
devrait subir un réarrangement de fagon a pouvoir interagir avec CD1d, sans quoi, faute

de subir une sélection positive, elles succomberaient a une mort cellulaire programmeée.
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Quel que soit le processus permettant la maturation des cellules NKT, on ne peut détecter
des cellules Va14" qui soit NK1.1" avant que la souris n'atteigne I'dge de 7 jours et leur
nombre atteint un plateau vers I'dge de 5 4 6 semaines. Suite & leur maturation, les NKT
migreraient a partir du thymus vers le foie, la rate, et la moelle osseuse, sans toutefois que
l'acquisition du marqueur NK1.1 soit obligatoire a cette migration puisque bon nombre de
cellules NKT NK1.1" y sont retrouvées. D'ailleurs, puisque la majorité des cellules NKT
exportées au foie n'expriment pas NK1.1, il est possible que le processus de maturation de
ces cellules soit complété a l'extérieur du thymus (Pellicci et al., 2002). Finalement,
mentionnons que puisque certains travaux rapportent la présence de cellules NKT chez les
souris thymectomisées, malgré le fait que leur nombre y soit tres faible, on n'a pu écarter

la possibilité que ces cellules puissent se développer de fagon extra-thymique (revu par

Kronenberg et Gapin, 2002).

La molécule CDId aurait comme ligands certains glycolipides et dérivés du
phosphatidylinositol (Joyce et al., 1998), cependant leur nature demeure encore inconnue.
Toutefois. les cellules NKT reconnaissent et sont activées par le glycolipide de synthése
dérivé d'éponges marines, l'alpha-galactosylcéramide (o-GalCer) lorsqu'il est associé a
CDId (Kawano et al., 1997). Les cellules NKT sont majoritairement de phénotype
NK1.1* chez les souches qui expriment NKR-P1C (Bendelac er al., 1997). Elles sont
essentiellement CD4 CD8 et CD4'CD8 (MacDonald et al., 1995; Sugie et al., 1996). Les
cellules NKT ont le potentiel de synthétiser rapidement de grandes quantités d’IL-4 et
d’IFNy suite a leur stimulation (Bendelac et al., 1994; Yoshimoto et Paul, 1994). Leur
présence est surtout concentrée dans le foie, le thymus et la moelle osseuse (10 a 50% des
cellules T matures, Godfrey et al., 2000). Le patron d’expression des récepteurs Ly49
inhibiteurs a la surface des cellules NKT varie beaucoup selon 1’organe. Par exemple, de
16 a 51% des NKT thymiques expriment Ly49A, Ly49C/I ou Ly49G2, comparativement
au foie ol moins de 11% des cellules NKT expriment un de ces récepteurs (MacDonald et
al., 1998b; Hammond et al., 2001; Maeda et al., 2001). Certaines cellules NKT possédent
un TCR plus diversifié (mais pas entiérement non biaisé) et sont capables de reconnaitre

toute une série de ligands glycolipidiques présentés par CD1d incluant des glycolipides du
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soi. ce qui est un indice d’un plus large spectre de reconnaissance que celui qui leur avait

¢été initialement attitré (Gumperz ef al., 2000).

Méme si la molécule CD1d présente des antigénes endogénes, il n’y a aucune preuve
physiologique que les cellules NKT soient capables d’auto-réactivité. Ces antigénes
lipidiques endogénes pourraient notamment servir de ligands lors de la sélection du
répertoire restreint par CD1d lors de I’ontogénie de ces cellules. Aussi, ils pourraient
signaler que la cellule du soi n’est plus en bon état puisque plusieurs phospholipides
reconnus par CD1d ne sont normalement pas exprimés en surface extracellulaire. D’autre
part, les cellules T restreintes par CD1d semblent étre impliquées dans plusieurs fonctions
immunitaires. Les souris CDI1d”" et Jo281” qui sont déficientes en cellules NKT.
présentent une incidence tumorale élevée (Cui ef al., 1997; Smyth et al., 2000; Takeda et
al., 2000; Wilson et Byrne, 2001). L injection d’a—GalCer chez la souris, malgré qu’elle
puisse mener a une destruction massive du foie (Osman et al., 2000), stimule les cellules
NKT de fagon a ce qu’elles engendrent notamment une immunité antitumorale accrue
(Nakagawa et al., 2000), une protection contre la malaria murine et le virus respiratoire
syncitial (Gonzalez-Aseguinolaza et al.,, 2000; Gonzalez-Aseguinolaza et al., 2002;
Johnson et al., 2002), une augmentation de |’activité cytotoxique des lymphocytes T
(Nishimura er al, 2000) ainsi qu’une protection contre I’encéphalite allergique
expérimentale (Jahng et al., 2001; Singh ef al., 2001). Finalement une des fonctions les
plus étudiées que ces cellules exercent est la prévention du diabéte de type I. En effet, il a
été démontré que le transfert de cellules NKT chez des souris diabétiques non obéses
(NOD) déficientes pour ces cellules (Gombert et al., 1996), confére une protection contre
le diabéte de type I initialement causé par un déréglement de la réponse immune Thi
(Hammond et al., 1998; Lehuen er al., 1998). D’ailleurs, les sujets humains diabétiques
possédent un nombre réduit ou fonctionnellement altéré de cellules NKT (Wilson et
Hand, 1998; Wilson et Byrne, 2001). Finalement, I’injection d’a—GalCer chez les souris

NOD prévient le développement du diabéte de type I (Hong et al., 2001; Naumov et al.,
2001; Sharif et al., 2001).
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Plusieurs équipes ont tenté d’élucider les mécanismes d’action permettant aux cellules
NKT d’exercer une activité antitumorale. Notamment, griace a l’utilisation de souris
déficientes en cellules NKT, en cellules NK ou pour la synthése d’IFNy, il a été démontré
que la production d’IFNy séquentielle de la part des cellules NKT et des cellules NK est
essentielle a I’effet antitumoral induit par a—GalCer (Smyth et al., 2002b). Aussi, cet effet
antitumoral est altéré chez des souris déficientes pour la synthése d’IL-12 (Smyth et al..
2000; Smyth et al., 2002b). Gréce a ces observations, entre autres, un modéle d’activation
des cellules NKT par o—GalCer a été récemment proposé (revu par Smyth et al., 2002a).
La premiére étape impliquerait la reconnaissance de CDI1d par les cellules NKT,
probablement de pair avec un antigéne glycolipidique, reconnaissance qui pourrait
également dépendre de I’engagement de CD28. Ainsi. des CPA telles les cellules
dendritiques, seraient impliquées. Une premiére vague de cytokines serait alors
synthétisée par les cellules NKT telles I'IFNy et I’IL-4 qui induisent respectivement des
réponses de types Thl (pro-inflammatoires) et Th2 (anti-inflammatoires) (Hayakawa et
al., 2001). La stimulation des cellules NKT via le récepteur de I’'IL-12 ou via le récepteur
NKI1.1 induirait préférentiellement la synthése d’IFNy (Terabe ef al., 2000). A I’opposé,
’engagement du récepteur de I’IL-18 menerait a la synthése d’IL-4 (Leite-De-Moraes et
al.,, 2001). Ce serait la résultante de la somme de tous ces signaux intracellulaires qui
déterminerait lequel de ces deux types de cytokines prédominerait; Th1 ou Th2 (Terabe et
al., 2000; Hayakawa et al., 2001; Kadowaki er al., 2001). L’interaction entre la cellule
NKT et la CPA permettrait aussi I’induction de I’expression de CD40L et du récepteur de
I'IL-12 a la surface des cellules NKT (Kitamura et al., 1999; Tomura et al., 1999). Dans
un deuxiéme temps, l’interaction CD40L (de la cellule NKT)/CD40 (de la CPA)
provoquerait 1’activation de la CPA qui alors, produirait une grande quantité d’IL-12
(Eberl et al., 2000). Dans un troisiéme temps, I’IL-12 induirait une deuxiéme vague de
synthése d’IFNy de la part des cellules NKT ainsi que de la part de certaines cellules
environnantes, dont les cellules NK majoritairement (Carnaud er al.,, 1999; Eberl et
MacDonald, 2000. Hayakawa et al.,, 2001). On pense qu’ainsi l’activité antitumorale

induite par a—GalCer serait principalement exercée par les cellules NK grice a la



stimulation initiale des cellules NKT et a la participation des cellules dendritiques

(revu par Smyth ef «l.. 2002a).

Les lymphocytes T CD8" exprimant des récepteurs Ly49

Ces lymphocytes présentent le phénotype caractéristique des cellules mémoires
(CD44"* Ly6C*. CD122", CD25", Fas") (Mingari et al., 1996; Ortaldo et al., 1998;
Coles et al., 2000). IlIs possédent un répertoire TCRof plutot limité et non restreint par
CD1d (Chiu et al., 1999). Ils nécessitent la présence des molécules du CMH-I classiques
pour leur développement (Coles et al., 2000). Ils ne produisent pas d’IL-4 suite a leur
stimulation, mais plutot de I'IFNy et du TNF-o. Ces cellules se retrouvent principalement
dans la rate. les ganglions lvmphatiques et la moelle osseuse. Alors que 15% des
thymocytes matures et <1% des splénocytes sont des NKT, les cellules T Ly49"CD8" sont
absentes du thymus mais peuvent représenter jusqu’a 5% des splénocytes. Aussi, 10% des
cellules T CD8" périphériques exprimeraient au moins un des récepteurs Ly49 (Ortaldo et
al., 1998; Coles et al., 2000; Emoto et al., 2000). Il semble que les cellules T Ly49*CD8"
murines (Coles et al., 2000) et les cellules T KIR'CD8" humaines s’accumulent avec
I’4ge, ce qui est compatible avec leur phénotype préférentiel de cellules mémoires (revu
par Gumperz et Brenner, 2001). L'oligoclonalité de ces cellules (Mingari er al., 1996)
jumelée a I’ensemble de ces observations suggére donc que la présence de récepteurs NK
d’inhibition a la surface de ce type de cellules, puisse étre expliquée par une stimulation
antigénique chronique telle lors d’une infection persistante ou d’une réaction auto-
immune. D’ailleurs, d’autres types cellulaires stimulés de fagon chronique par des

antigénes du soi, dont notamment des cellules B, expriment des NKR inhibiteurs

(Benlagha et al., 2000; Ochi et Watanabe, 2000).

Les cellules T Ly49"CD8" semblent étre notamment impliquées dans I’immunité
antitumorale et antivirale. En effet, on a isolé des cellules T CD8'KIR" ou CD8'Ly49"
spécifiques d’antigénes tumoraux (Ikeda et al., 1997; Speiser et al., 1999a; Speiser et al.,
1999b; Huard et Karlsson, 2000b; Peacock et al., 2000) et viraux (Kambayashi et al.,

2000; Peacock et al., 2000) chez I’homme et la souris. Il a aussi ét¢ démontré chez
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I'homme, que I’injection de cellules T CD8'KIR" périphériques préalablement cultivées
en présence de certaines cytokines, protége contre le développement de tumeurs tout en

évitant le développement de “Graft Versus Host Disease” (Hoyle et al., 1998).

Puisque plusieurs travaux rapportent la présence de cellules T CD8" spécifiques
d’antigénes du soi et exprimant un NKR, il s’avére possible que ces cellules puissent
prévenir I’établissement de réactions auto-immunitaires (Noppen ef al., 1998; Speiser et
al . 1999b; Huard et Karlsson, 2000a; Huard et Karlsson, 2000b). Par exemple. lors d’une
réponse antitumorale, la présence d’un récepteur inhibiteur spécifique de molécules du
CMH-I du soi a la surface de cellules T cytotoxiques pourrait prévenir la lyse de cellules

du soi. tout en permettant la lyse de cellules tumorales chez qui I’expression de ces

molécules est altérée.

Réles des récepteurs Ly49 exprimés a la surface des cellules T

Les analyses de cristallographie ont démontré que les sites de liaison du récepteur Ly49A
a la molécule H-2D* sont distincts de ceux utilisés par le TCR (Natarajan et al., 1999;
Tormo ¢t al., 1999). 11 a donc été proposé que des complexes Ly49A/H-2D%TCR puissent

se former et qu’ainsi, les récepteurs Ly49 puissent moduler la signalisation issue de

I’engagement du TCR.

Chez les souris transgéniques pour Ly49A exprimé a la surface des cellules T sur fond
H-2¢ (chez qui le ligand H-2D? de ce récepteur est présent), on observe que le nombre de
cellules T potentiellement autoréactives est plus élevé (MacDonald et al., 1998b; Oberg et
al., 2000; Pauza et al., 2000), que le niveau d’expression de Ly49A est diminué chez tous
les types cellulaires qui 1’expriment (cellules TCD4" et TCD8*, Fahlen er al., 1997,
cellules T, B et NK pour la souche de souris transgénique utilisée par Held et Raulet
(1997) chez qui le transgeéne Ly49A est exprimé chez toutes ces cellules) et que le niveau
d’expression des autres NKR dont H-2DY est le ligand, est altéré tout comme la
proportion de cellules qui les expriment (Held et Raulet, 1997), tel que le modele de

“sélection” décrit précédemment, le prédit (voir la section “Développement du répertoire
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de récepteurs Ly49 des cellules NK™). Il a été proposé que les pathologies auto-immunes
inflammatoires observées chez ces souris pourraient étre la conséquence de I’expression
précoce de Ly49A, qui perturberait le processus de sélection négative des lymphocytes

(Fahlen er al., 2000; Pauza et al., 2000; Hanke et Raulet, 2001).

L’engagement de Ly49A avec son ligand réduit la sécrétion d’IL-2 chez les cellules EL-4
lorsqu’elles sont mises en présence de cellules cibles H-2D* (Ortaldo et al., 1998) et
inhibe la hausse du niveau d’expression de CD69 normalement induite par la stimulation
du TCR (Coles et al., 2000). D’autre part, I’expression de Ly49G2 a la surface des
lymphocytes CD8" T spécifiques pour le virus de la chorio-méningite lymphocytaire
(LCMV), altére leur capacité a lyser les cellules infectées exprimant le ligand de ce
récepteur (Peacock er al, 2000). Il a ét¢ démontré que les cellules NKT murines
restreintes par CD1d peuvent étre inhibées par I’engagement de Ly49A et Ly49G2
(Ortaldo et al., 1998) et ce, tant au point de vue de leur prolifération (Held ef al., 1996a;
Hanke et al., 1999; Oberg et al., 2000), de leur synthése de cytokines (Ortaldo et al.,

1998; Brawand et al., 2000) que de I’induction de leur activité cytotoxique (Zajac et al.,

1999).

L'expression des molécules Ly49 a la surface des lymphocytes T CD8" pourrait
simplement étre la conséquence d’une stimulation antigénique prolongée ou chronique.
En effet, ces molécules ne sont pas exprimées a la surface des cellules T CD8" naives,
mais seulement a la surface des cellules T CD8" matures présentant un phénotype de
cellules mémoires (Coles et al., 2000). Ainsi, ces molécules pourraient permettre d’éviter
une hyper-stimulation de la cellule. Aussi, les molécules Ly49 pourraient avoir comme
role daccroitre ’efficacité de la réponse immune. Effectivement, 1’expression des NKR
peut étre induite a la surface d’un grand nombre de cellules T CD8" suite a une
stimulation virale ou tumorale (Blaser ef al., 1998; Diefenbach et al., 2000; Kambayashi
et al., 2000; Slifka et al., 2000). Donc, peut-étre qu’en haussant le seuil de réponse du
TCR, leur réle serait d’assurer que seuls les antigénes de haute affinité ou présents en

haute concentration, puissent activer ces cellules. Aussi, en élevant le seuil de réponse du



>
TJ‘

TCR, ces récepteurs pourraient protéger de I’apoptose les cellules T activées, qui
normalement, sont majoritairement €liminés suite a une réponse immune de fagon a
maintenir I’homéostasie du systéme. Les cellules T activées qui survivent a cette étape
constituent le bassin de cellule T mémoires (revu par Kramer, 2000). D’autre part, il a
aussi été observé que les signaux conséquents de I’engagement des récepteurs Ly49
d’inhibition peuvent étre cumulatifs lorsqu’ils sont exprimés a la surface de lymphocytes
T (Hanke et Raulet, 2001). Toutefois, dans certaines conditions, ces signaux inhibiteurs

peuvent étre surpassés par ceux du TCR (Oberg e al., 2000; Pauza et al., 2000).

En conclusion, I’ensemble de ces résultats démontre que les différentes réponses de la
cellule T sont régulées de fagon quantitative par la résultante de la somme de I’ensemble

des signaux provenant notamment du TCR et des récepteurs Ly49 d’inhibition.



Chapitre 2 :

Article I : Assessment of Crmv1
candidates by genetic mapping and in
vivo antibody depletion of NK cell
subsets.
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MISE EN CONTEXTE DE L'ARTICLE I

L’importance du réle que jouent les cellules NK dans la résistance contre le MCMV est
connue depuis longtemps. L’équipe de Shellam a été la premiére a démontrer qu’un géne
de résistance, nommé Cmv/, contrdle la réplication du MCMV dans la rate et ce, par
I’entremise des cellules NK (Bancroft e al., 1981). Les souris consanguines de différentes
souches résistent ou non a l’infection selon qu’elles expriment I’alléle de résistance
Cmvl” ou I’allele de susceptibilité Cmv/® (Scalzo et al., 1990). La mesure des titres
infectieux retrouvés chez des souris recombinantes consanguines et rétro-croisées a
permis de localiser Cmv/ dans le NKC (Scalzo et al., 1992; Scalzo et al., 1995). Cette
observation souléve I'hypothése que Cmv/ puisse correspondre a un des génes des
récepteurs des cellules NK localisés dans cette portion du chromosome 6. L’équipe du Dr.
Vidal de I’Université d’Ottawa, s’intéressait justement a préciser la localisation génétique
du geéne Cmv/ et a identifier la molécule qui lui correspond. Pour ce faire, cette équipe a
produit un grand nombre de souris issues de rétro-croisements de souris hybrides
résistantes avec des souris parentales susceptibles [(BALB/c x B6)r; x BALB/c] et
[(A/] x B6)r; x A/]]. Ainsi, elle a pu déterminer par I’analyse de la ségrégation génétique
de plusieurs marqueurs polymorphiques et par la détermination du phénotype de
résistance de chaque souris présentant un événement de recombinaison dans la région de
Cmvl. que ce dernier et Nk/.] étaient deux genes distincts (Depatie et al., 1997). Elle a
aussi localisé Cmv/! a moins de 0,7 cM de la famille des génes Ly49 (Depatie et al.,
1997), ce qui faisait des membres de cette famille des candidats potentiels pour ce géne de
résistance, une hypothese également postulée par 1I’équipe de Scalzo (Scalzo ef al., 1995;

Brown et al., 1997b; Forbes et al., 1997).

Au moment d’entreprendre le travail exposé dans I’article I, 9 génes Ly+49(a-i) avaient été
clonés chez la souris B6 résistante a I’infection par MCMV (Wong et al., 1991; Brennan
et al., 1994; Smith et al., 1994; Brennan et al., 1996). L’homologie existante entre les
différentes molécules de cette famille fait en sorte que la majorité des anticorps anti-Ly49

roduits reconnaissent un épitope commun a plus d’un récepteur. A titre d’exemple. le
P p
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seul AcMo dirigé contre un récepteur Ly49 activateur alors disponible était le 12A8 qui
reconnait Ly49D mais aussi Ly49A (Mason et al., 1996: Takei er al., 1997). De plus.
aucun AcMo dirigé contre Ly49B. Ly49E, Ly49F et Ly49H n’était disponible. Ainsi, a
I’époque, seulement trois des produits des geénes de la famille Ly49 étaient reconnus par
des AcMo dirigés contre un épitope spécifique d’un seul récepteur : Al produit par le
laboratoire de Allison qui ne reconnait que l’alléle B6 de Ly49A (Nagasawa ef al., 1987,
Yokoyama et al., 1990), 4LO3311 produit par notre laboratoire qui reconnait Ly49C
(Lemieux er al., 1991, Brennan er al., 1996; Gosselin et al., 1997) et 4L0439. également
produit par notre équipe et qui ne réagit qu’avec I’allele B6 de la molécule Ly49G2
(Lemieux et al., 1991; Takei, communication personnelle). Les études faisant appel a
["utilisation d’AcMo ne pouvaient donc cibler qu'un nombre limité de récepteurs Ly49.
Notons que nous avions également produit au laboratoire I’AcMo 5GAS5 (Paré. 1995) qui
reconnait les molécules Ly49C et Ly49l (Takei, communication personnelle). I est
important de noter que les récepteurs Ly49C et Ly49l possédent dans leur queue
cytoplasmique un ITIM ainsi qu’un acide aminé chargé dans leur portion

transmembranaire, ce qui posait certaines interrogations quant a leur fonction.

Donc, par un intérét commun de parvenir a identifier d’une part la molécule codée par
Cmvl" et d’autre part, d’établir le role des récepteurs Ly49 des cellules NK dans la
résistance antivirale, une collaboration a été établie entre les laboratoires des Dr Vidal et
Lemieux. La problématique de ce projet était qu’un récepteur des cellules NK de la souris
B6 est apte a reconnaitre I’infection par le MCMYV et par conséquent, provoquait de fagon
quelconque I’enclenchement de I’activité des cellules NK qui est responsable de la
résistance a cette infection virale. L’hypothése de ce travail était que ce récepteur
appartienne a la famille Ly49. En effet, le polymorphisme allélique du Cmv/ pouvait étre
expliquer de différentes tagons. Par exemple, un récepteur Ly49 activateur exprimé a la
surface de cellules NK des souris résistantes ou encore un récepteur Ly49 inhibiteur
exprimé a la surface de cellules NK des souris susceptibles pourrait reconnaitre une
molécule dont I’expression est induite par I’infection, un peptide viral présenté dans le

contexte des molécules du CMH-I ou encore, une protéine virale et ainsi, enclencher une
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cascade de signaux menant respectivement, a ['attaque ou a I’épargne des cellules
infectées. Aussi, un récepteur Ly49 inhibiteur exprimé a la surface de cellules NK des
souris résistantes pourrait, en reconnaissant une molécule soluble sécrétée par le virus,
étre dans I’impossibilité d’interagir avec son ligand naturel et d’enclencher sa cascade
d’inhibition habituelle, ce qui aurait comme conséquence de permettre I’activation de ces
cellules. L’importance des effets pathologiques causés par I’infection du MCMV chez les
souris susceptibles, nous a empéchée de procéder a la purification adéquate de leurs
cellules NK. Nous avons donc procédé a I’analyse de ces cellules chez les souris

résistantes et ce, pour les récepteurs inhibiteurs Ly49A, Ly49C, Ly49C/I et Ly49G?2.

Les objectifs que nous nous étions fixés étaient de i) restreindre I’intervalle dans lequel se
trouve le géne Cmv/ par cartographie génétique; ii) évaluer par cytométrie en flux
comment le niveau d’expression des récepteurs Ly49 et la taille des populations de
cellules NK qui les expriment sont modulés au cours de I’infection par le MCMV et
iif) évaluer I’implication de sous-populations de cellules NK exprimant différents
récepteurs Ly49 dans la résistance au MCMYV par leur déplétion sélective chez des souris
de phénotype Cmvi” et ce, dans le but d’abolir ce phénotype. A ce titre, rappelons que
Iutilisation de I’AcMo anti-NK1.1 avait permis d’identifier que les cellules NK sont
impliquées de fagon importante dans I’établissement du phénotype de résistance au

MCMYV et ce, malgré que le récepteur NK 1.1 n’en soit pas lui-méme responsable (Scalzo

et al., 1992).
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Le gene Cmvl, localisé sur le chromosome 6 murin, contrdle la résistance a 1’infection par
le MCMV. Nous avons préalablement démontré que Cmv/ est étroitement lié aux
membres du NKC qui inclut notamment les génes de la famille Ly49. Afin d’évaluer la
possibilité que 1’'un des génes du NKC puisse occuper ce locus de résistance, nous avons
dans un premier temps étudié les patrons de co-ségrégation de Cd94, Nkg2d, Ly49a.
Ly49c et Ly+49g par rapport a Cmvl, chez des souris issues de rétro-croisements de souris
hybrides résistantes avec des souris parentales susceptibles. La séquence des génes et les
distances (en cM) qui les séparent sont les suivantes : centromére-Cd94/Nkg2d-(0,05)-
Ly49alLy49c/Ly49g/Cmv1-(0,3)-Prp/Kap/D6Mit13/111/219. Ce résultat exclut Cd94 et
Nkg2d comme candidats mais par contre, situe les génes Ly49 dans I’intervalle génétique
minimal de Cmvl. Dans un deuxiéme temps, nous avons examiné |’expression de
différents récepteurs Ly49 a la surface des cellules NK au cours de I’infection par le
MCMV chez la souris. La proportion des cellules NK Ly49C™ et Ly49C/I* diminue alors
que celle des cellules Ly49A" et Ly49G2" demeure constante. Etonnamment, le niveau
d’expression de Ly49G2 augmente lors de I’infection. Ces résultats suggérent que les
différentes sous-populations NK puissent avoir différents réles dans la régulation de

infection par le MCMV. Troisiémement, nous avons éliminé de facon sélective
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différentes sous-populations NK préalablement a l'infection chez la souris. Les traitements
ciblant un seul récepteur n-ont pas affecté le phénotype de résistance suggérant que les
sous-populations exprimant Ly49A, Ly49C, Ly49G2 ou Ly49C/I ne jouent pas de role
majeur dans la résistance contre le MCMV, ce qui par conséquent exclut les genes
respectifs comme candidats pour le Cmv1. Toutefois, les souris ayant subi des traitements
ciblant plusieurs récepteurs, démontrent un phénotype de type intermédiaire. Qu'une
population de cellules NK résiduelle exprimant un autre récepteur Ly49 ou qu'une
molécule codée par un géne encore inconnu puisse étre responsable du phénotype de

résistance sont les deux hypothéses discutées.
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Article II : Receptor/ligand avidity
determines the capacity of Ly49
inhibitory receptors to interfere with

TCR-mediated activation.




74

MISE EN C