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1 - INTRODUCTION 

La fonction principale du système immunitaire consiste à protéger 

l'organisme des agents infectieux et des produits toxiques qu'ils sont amenés 

a excréter ou sécréter. Ce système a d&veloppé une série de mécanismes très 

efficaces pour localiser et éliminer (ou neutraliser) les cellules 

étrangères, les virus ou les produits macromoléculaires de ces pathogènes. 

Une surveillance est ainsi réalisée grâce h des protéines et à des cellules 

circulant au travers de l'organisme. Nombreux sont les mécanismes qui 

permettent une telle surveillance et ceux-ci peuvent être divisés en 2 

catégories : 

- mécanismes de l'immunit6 non-adaptative, également appelée 

immunité non-spbcif ique ou imanunit6 naturelle, 

- mécanismes de l'immunité adaptative que l'on nomme aussi immunité 

spécifique ou immunitb mémoire. 

A - IMMUNITE NON-ADAPTATIVE 

Elle constitue une première ligne de défense capable d'arrêter la plupart 

des agents pathogènes avant que ne s'établisse une véritable infection. 

L'immunité non-adaptative est générée par des cellules répondant non- 

spécifiquement aux molécules étrangères. Elle inclue : 

- la phagocytose par les cellules de la lignée monocytes/macrophages; 

- la libération de lysozyme dans la plupart des sécrétions; 
- la lyse cellulaire par les cellules tueuses naturelles ("Natural 

Killer") ; 

- la sécrétion des glandes sébacées; 
- l'acidité gastrique; 



s6lection par I'antiqene 

cellules B 

production d'anticorps 2 

Figure 1 : Spécificité (distinction du "soi" et du "non soi") et mémoire 

de la réponse immune. 



- la peau, etc.. 
Ce type d'immunité n'est pas modifié, même si les molécules étrangères 

sont exposées de façon répétée au système immunitaire. 

B - IMMüNITE ADAPTATIM 

En cas d'échec de l'immunité non-adaptative, les mécanismes de l'immunité 

adaptative entrent en action. Ils déclenchent une réaction dirigée 

spécifiquement contre l'intrus, entrahant généralement sa destruction ou son 

élimination de l'organisme. 

La réponse adaptative présente 2 caractères importants : la sp&cificit& 

et la mdmoire. L'immunité adaptative est dirigée contre des molécules 

spécifiques. Elle s'adapte aux caractéristiques physico-chimiques de chaque 

immunogéne et augmente par réexposition de celles-ci au système immunitaire, 

car elle conserve la mémoire de l'intrus (Figure 1). L'immunité établie 

envers un agent étranger ne s'exerce, a court ou a long terme, qu'envers cet 

agent. 

Il existe 2 types d'immunité adaptative : 

- l'immunit6 8pécifique humorale faisant intervenir des anticorps 
synthétisés par une catégorie de cellules, appelées cellules B (= 

r&ponse humorale) ; 

- l'iPPmunit6 spécifique cellulaire faisant intervenir une autre 

catégorie de cellules, appelées cellules T (= r6ponse A médiation 

cellulaire) . 

Signalons également que la réponse immunitaire adaptative se montre 

x&nophobe, h savoir que le système immunitaire ne tolère aucun élément qui 



lui soit étranger. Cela implique que les agents responsables de la réponse 

immunitaire fassent la discrimination entre le "soi" que sont les éléments 

constitutifs de l'organisme auquel ils appartiennent et le "non-soin que 

sont les substances étrangères a cet organisme. Le système immunitaire ne 

pourra tolérer que des éléments de variation très proches des constituants de 

l'organisme qu'il défend. Cette faible marge de tolérance immunitaire a été 

utilisée pour mettre au point toutes les techniques de transfusion et, plus 

récemment, a travers la définition des groupes tissulaires, pour déboucher 

sur la codification des greffes d'organes. 

C - ANTIGENICITE 

La notion de spécificité fait appel a un phénomène important de 

l'immunité adaptative, que l'on retrouve également dans de nombreuses 

fonctions de l'organisme : la reconnaissance au niveau moléculaire. Les 

cellules du systame immunitaire portent a leur surface de nombreuses 

structures leur permettant de reconnaître ou d'être reconnues. 

Une molécule (ligand) capable d'Atre reconnue spécifiquement par un 

récepteur de l'immunité adaptative est appelé antighne. Ce peuvent être des 

structures extrêmement diverses (protéines, polyosides, lipides, acides 

nucléiques), existant chez l'individu même (structures autologues ou 

synginiques) , chez d'autres individus de la même espace (structures 

allog&niques), chez tous les individus de la même espèce (structures 

isoginiques), chez des individus d'une autre espèce, d'un autre ordre, 

d'une autre classe (structures x4aoginiques) ou enfin d'origine organique 

ou même minérale. 



Le terme d1antig&nicit& designe donc la capacité d'une structure 

moléculaire particulière d'être reconnue par le récepteur A la surface des 

lymphocytes T ou par celui a la surface des lymphocytes B ou enfin par les 

anticorps solubles, protéines produites par ces mêmes lymphocytes B. Nous 

définirons plus loin la nature des récepteurs pour l'antigène des lymphocytes 

T et B, ainsi que celle des anticorps solubles. 

Trés longtemps, le terme d'antigéne a été utilisé A la place de celui 

d'immunogène et cette confusion se rencontre encore parfois de nos jours. 

La notion dlimmunog&niciti est trés importante. Elle définit la 

capacité d'une structure moléculaire A induire une réponse immune mesurable 

dans un organisme hôte. Une telle structure est appelée immunogQne. 

L'immunogène est un antigène présenté sous une forme capable d'induire une 

réponse immunitaire spécifique. Cette propriété dépend donc de la capacité de 

réponse de l'hôte, c'est a dire d'une multitude de facteurs de régulation 

dont on peut citer : 

- la différence entre l'antigène et les molécules du "soi" (plus cette 
différence est importante, plus l'antigène a de chances d'être 

inununogène); 

- l'activité des lymphocytes T auxilliaires (aussi nommés 
amplificateurs) ; 

- les réseaux idiotypiques; 

- la présentation de l'antigéne; 
- le répertoire des lymphocytes B et T (donc l'antigénicité). 



Certaines molécules ne sont pas capables, sans couplage préalable avec de 

grosses molécules porteuses, d'induire la production d'anticorps spécifiques. 

Par contre elles peuvent se lier a des anticorps spécifiques, qu'elles soient 

couplées ou non. De telles molécules sont appelées hapthnes. 

E - NOTION D'EPITOPE 

Trop souvent le terme dVantigè.ne a été utilisé pour désigner 

indifférament une molécule '(molécule organique simple, peptide, 

oligonucléotide, sucre simple, macromolécule), un virus, une bactérie et même 

un organe. Généralement cette confusion se faisait dans le cadre d'une 

reconnaissance par les récepteurs a la surface des lymphocytes B et par les 

anticorps solubles qu'ils produisent. 

En fait, comme nous le verrons plus loin, les anticorps ne sont pas des 

récepteurs complémentaires d'une macromolécule ou d'une cellule entière mais 

d'un determinant antigenique unique possèdant une taille limitée. Un tel 

déterminant est appelé dpitope et il fait partie de l'ensemble, antigène. Un 

antigène peut présenter plusieurs épitopes différents ou plusieurs épitopes 

identiques (épitopes répétitifs). La partie du récepteur qui reconnait 

l'épitope est appelée paratope. 

Il en va de même pour le recepteur spécifique a la surface des 

lymphocytes T I  complémentaire d'un déterminant antigénique unique possédant 

lui aussi une taille limitée. Ce déterminant antigènique est également appelé 

épitope. 

Pour différencier ces deux types d'épitopes, on parle communément 

d16pitopes B pour les déterminants reconnus par le récepteur a la surface 



des lymphocytes B et par les anticorps solubles, et d'bpitopes T pour les 

déterminants reconnus par le récepteur h la surface des lymphocyte8 T. 

B - CELLULES B ET CELLULES T 

Le système immunitaire contient plus de log lymphocytes répartis dans 

tout l'organisme et ainsi, il présente la possibilité de répondre rapidement 

en n'importe quel site h de très nombreux antigènes. 

Il existe deux grandes catégories de lymphocytes responsables de 

l'immunité adaptative, les cellules B et les cellules T. Elles remplissent 

des fonctions distinctes mais sont toutes deux capables de reconnaltre 

l'antigène. Il existe une troisième population de cellules lymphoïdes, 

nommées non-BI non-T ou cellules nulles, mais elles n'expriment pas de 

récepteur h l'antigene. 

1 - Cellules B 

Les cellules B ont pour fonction de produire des anticorps. Les 

cellules immunocompétentes portent elles-mêmes des récepteurs de type 

anticorps à leur surface. Ce sont les marqueurs qui les caractérisent et dont 

la spécificité est identique h celle des anticorps sécrétés par leur 

descendance après activation et différenciation. Ces molécules sont insérées 

dans la membrane cellulaire où elles jouent le r81e de récepteurs spécifiques 

pour llantig&ne. 

Chaque cellule immunocompétente porte des récepteurs anticorps de 

spécifité unique et donc chaque cellule B est monosp6cifique. La 

compétence d'une cellule B pour la synthèse d'anticorps d'une spécificité 



donnée s'instaure pendant sa phase de différenciation, préalablement a tout 

contact avec l'antigène. 

Les lois les plus simples de la thermodynamique indiquent qu'un épitope 

au sein de l'antigène se lie plus facilement au meilleur récepteur (le plus 

affin) parmi les millions de récepteurs possibles A la surface des millions 

de cellules B de l'organisme hôte. Cette interaction active la cellule qui 

prolif&re et se différencie pour former un clone cellulaire (plasmocyte) 

produisant un anticorps de spécificité donnée et des cellules mémoires de 

spécificité identique. Cet ensemble d'évenements constitue la theorie de l a  

s4lect ion clonale de BURNET (BUR.NET F.M., 1959.). 

2 - Cellules  T 

Les cellules T reconnaissent l'antigène et les molécules du CMH grâce a 

un récepteur de surface de la super-f amille des immunoglobulines, distinct 

des anticorps présents h la surface des cellules B. Ce récepteur est 

étroitement associé h une glycoprotéine nommée T3, présente sur toutes les 

cellules T matures chez l'homme. Comme les cellules B, chaque cellule 

immunocompétente porte des récepteurs de spécifité unique et donc chaque 

c e l l u l e  T est monosp0cif ique. 

On distingue trois types principaux de sous-populations cellulaires TI 

selon leurs fonctions immunologiques et les marqueurs polypeptidiques 

présents A leur surface : 

- les cellules T auxiliaires dgalement nordes T amplificatrices ("T 
helpersn) ; 

- les cellules T cytotoxiques; 
- les cellules T suppressives. 



Les cellules T auxiliaires contrôlent et régulent le développement 

des réponses immunes. Elles peuvent coopérer avec les cellules B pour induire 

la production d'anticorps dirigés contre des antigènes T-dépendants, pour 

participer à la maturation des cellules T cytotoxiques et T suppressives ou 

pour moduler l'activité d'autres cellules effectrices. 

Les cellules T cytotoxiques sont des cellules effectrices jouant un 

rôle particulièrement important dans les réactions immunitaires envers les 

parasites intracellulaires et les virus, mais également dans le cadre des 

rejets de greffe. On appelle souvent cellules cibles les cellules qui peuvent 

être reconnues par les cellules T cytotoxiques soit parce qu'elles sont 

infectées, soit parce qu'elles portent des déterminants allogéniques ou 

xénogéniques. 

Les cellules T auxiliaires et T cytotoxiques, comme les cellules B, 

peuvent subir l'influence de cellules T suppressives, c'est à dire un 

phénomène de régulation négative par inhibition. Il est admis en général que 

les cellules T, auxiliaires et suppressives, contrôlent ensemble 1 'activit6 

des cellules B et des cellules T cytotoxiques, principales cellules 

effectrices du système immunitaire. Les cellules T auxiliaires agissent 

directement sur les cellules effectrices, tandis que les cellules T 

suppressives, beaucoup moins bien connues, semblent agir en inhibant 

essentiellement les cellules T auxiliaires dont dépendent les cellules 

effectrices . 

De manière trés simplifiée, il est possible de représenter la réponse 

immunitaire sous la double influence des lymphocytes T régulateurs aux 

fonctions amplificatrices (+, cellules T auxiliaires) ou inhibitrices (-, 



Figure 2 : Interactions entre lymphocytes. Contribution à la régulation 

de la réponse immune. 



cellules T suppressives) et du contrôle mutuel qu'exercent les lymphocytes T 

régulateurs entre eux (Figure 2). 

Le réseau complexe d'interactions cellulaires que nous venons de décrire 

briévement ne constitue qu'un maillon de la chaîne de régulation complexe de 

la réponse immune. En dehors de l'antigéne lui-même dont le rôle est crucial, 

il existe d'autres mécanismes régulateurs du système immunitaire qui peuvent 

pari ois interagir avec 1' antigène. Parmi les plus importants, nous pouvons 

citer l'effet immunorégulateur des anticorps et des complexes immuns, la 

regulation idiotypique des récepteurs des cellules B et des cellules TI la 

reconnaissance du "soi" et du "non-soi", la régulation par les systèmes 

nerveux et endocrinien, etc.. 

G - LES RECEPTEURS DE L' ANTIGENE 

Il est aujourd'hui clairement établi qu'il existe 2 types de molécules 

impliquées dans le processus de reconnaissance de l'antigène : les anticorps 

et les récepteurs pour l'antigéne des lymphocytes T. Ces molécules 

constituent de véritables familles caractérisées par leur diversité et leur 

hétérogénéité. Leur élaboration est trés semblable du point de vue de la 

génétique moléculaire. Elles nécessitent, en effet, des réorganisations 

génétiques permettant de générer une multitude de récepteurs distincts 

capables de reconnaltre un univers antigénique important. 

La spécificité de la repense immune est en partie contralée par un 

mécanisme trés simple, qui porte le nom d'exclusion allhlique : une 

cellule reconnait un d4terminant antigénique (épitope) . En effet, tous les 
récepteurs de l'antigène sont identiques a la surface d'un même lymphocyte. 

C'est la monosp4cificiti cellulaire. La spécificité est maintenue par un 



4 processus n'autorisant l'expression que d'un type de récepteur au sein de 

chaque lymphocyte : bien que tous les lymphocytes d'un individu normal 

portent deux gènes pour chaque locus, un seul allèle de chaque polypeptide 

composant le récepteur est exprimé dans une même cellule. Nous l'avons déjd 

dit, la production de ce dernier s'effectue en l'absence d'antigène. 

Néammoins, un répertoire très diversifie de récepteurs de l'antigène est 

disponible avant l'introduction de celui-ci dans l'organisme. Ceci s'applique 

aussi bien aux cellules B qu'aux cellules T I  dont nous allons étudier en 

détail la structure des récepteurs pour l'antigène et le mode de 

reconnaissance de ce dernier. 

H - CHOIX DE L'ETUDE DES ANTIGENES PEPTIDIQUES ET 

POLYREPTIDIQUES 

Les antigènes de nature glucidique, lipidique et nucléique peuvent être 

reconnus par les cellules B. Cependant, les connaissances les plus 

approfondies sur l'antigénicité concernent les antigènes de nature protéique. 

Les principes de base de la reconnaissance des protéines et des peptides par 

les anticorps peuvent toutefois 6tre appliqués a des antigènes de nature non 

protéique. 

Quant aux cellules T I  elles ne reconnaissent que des antigènes de nature 

proteique qui, à l'inverse des cellules BI ne peuvent être considérés 

isolement mais uniquement en association avec des molécules codées par le 

CMH, à la surface de cellules présentatrices. 

Ainsi  t o u t  au long de notre thbse, nous envisagerons l e s  

antighnes peptidiquea et  polypeptidiques, l a i s s a n t  volontairement 

da c a t i  les antighnes d'autres natures. 



II - RECEPTEUR POUR L'ANTIGENE DES CELLULES B 

(RECEPTEUR B) 

La reconnaissance spécifique de l'antigène peut induire une prolifération 

de lymphocytes B qui, transformés en plasmocytes avec l'aide des lymphocytes T 

auxiliaires, sécrètent des anticorps dirigés contre l'antigène inducteur. 

C'est l'immunit8 specifique humorale. Les anticorps produits circulent 

dans le sang et la lymphe où ils s'associent aux antigènes étrangers ("non 

soi"). Les complexes antigène-anticorps sont alors éliminés de la circulation 

principalement par la phagocytose qu'opèrent les macrophages. Lymphocytes B et 

plasmocytes présentent à leur surface des anticorps ayant la même spécificité 

que ceux qui sont sécrètés. 

Le terme d'immunoglobuline est employé de manière interchangeable avec 

celui d'anticorps. Formellement, un anticorps est une glycoprotéine, 

récepteur de surface des cellules B ou sécrété par ces dernières, qui se lie 

de façon spécifique à un épitope sur un antigène. Le terme d'immunoglobuline 

se réfère aussi à une super-famille de glycoprotéines présentant des 

homologies de séquence et de structure, dont font partie les anticorps ainsi 

que le récepteur à la surface des cellules T et le complexe majeur 

d'histocompatibilité (CMH) dont nous parlerons plus loin. 

A - STRUCTURE GLOBALE DE L'ANTICORPS 

A la différence de la plupart des autres récepteurs, les anticorps 

existent non seulement sous forme membranaire ( à  la surface des cellules B), 

mais aussi sous forme circulante, ce qui a permis de les préparer en 

relativement grande quantité et de déterminer leur structure par analyse 
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Figure 3 : Fonct ions  e t  p r o p r i é t é s  des  d i f f é r e n t e s  c l a s s e s  d ' a n t i c o r p s .  



pour l'antigène les mieux connus. 

1 - Chatne lourde et chalne l&g&re 

Les anticorps constituent une grande famille de glycoprotéines composées 

d'une ou plusieurs copies de l'unité caractéristique de base observée au 

microscope électronique sous la forme d'un "Y". Chaque unité structurale "Y" 

contient 4 chaînes polypeptidiques : 

- 2 copies d'un polypeptide connu sous le nom de chatne lourde H 

("heavy") contenant environ 440 acides aminés et pesant 50 à 77 kDa, 

- 2 copies d'un polypeptide nommé chalne 18gére L ("light") contenant 

environ 220 acides aminés et pesant 25 kDa. 

Chez les mammifères on distingue 5 c l a s s e s  d'anticorps (ou 

immunoglobulines : Ig) : IgA, IgD, IgE, IgG et IgM, dont il existe, pour 

chacune, une forme membranaire et une forme sécrètée. Ces 5 classes se 

différencient selon le nombre d'unités structurales "Y" et le type de chaîne 

lourde qu'elles contiennent (a pour IgA, 8 pour IgD, E pour IgE, Y pour IgG et 

p pour IgM). Pour certaines classes d'immunoglobulines, il s'ajoute une 

hétérogénéité au niveau de la chaîne lourde (H), ce qui a donné naissance à 

des sous-classes dont le type et le nombre varient d'une espèce de mammifère 

à l'autre (Figure 3). Les différences dans le type de chaîne lourde et le 

nombre d'unités structurales "Y" permettent a ces glycoprotéines d'apparaître 

et d'agir dans différentes sortes de réponses immunitaires et à des étapes 

particulières de la maturation de ces réponses. 

Il existe 2 types de chaînes légères (L) chez la plupart des vertébrés : 

K et A. Potentiellement chaque type de chaPne L peut se combiner avec chaque 



reconnaissance 

Figure 4 : Structure de l'anticorps reflétant sa bivalence (2 paratopes) et 
1 

sa bifonctionnalité (paratopes et région constante). 



type de chaîne H, mais une molécule d'anticorps possède un seul type de chaîne 

L et un seul type de chaîne H, les hybrides naturels n'existant pas. 

Les 2 chaînes L et les 2 chaPnes H sont reliées par 4 ponts disulfure 

intercat4naires (2 entre les 2 chalnes H et 2 reliant chacun 1 chaîne H 

avec 1 chalne L) dans le cas des IgGl et IgG4 humaines, et par des liaisons 

non covalentes. 

Chaîne L et chaîne H se composent de plusieurs domaines globulaires ayant 

une structure tertiaire particulière. Chaque domaine est constitué d'environ 

110 acides aminés et comporte plusieurs boucles et feuillets plissés P 

antiparallèles, stabilisés par des ponts disulfure8 intracathnaires 

responsables, chacun, d'une boucle rapprochant dans l'espace 2 acides aminés 

éloignés d'environ 60 résidus. Les ponts disulfures entre les chaînes 

polypeptidiques ne sont pas aussi protégés que ceux situés h l'intérieur des 

domaines et sont donc plus facilement clivés en milieu réducteur. Si ce milieu 

réducteur est éliminé et si l'on rétablit un pH neutre, les chalnes se 

réassocient pour former la molécule native, même si les groupements SH des 

cystéines ont été bloqués chimiquement. Cette expérience démontre qu'il existe 

des interactions secondaires bien déf inies entre les différents domaines des 

chaînes L et H. 

2 - Doamines variables, domaines constants et region charniera 

La structure des anticorps est plus facile h appréhender en considérant 

l'immunoglobuline la plus abondante dans le sérum, l'IgG, qui ne contient 

qu'une unité structurale "Y". L'IgG possède 3 régions protéiques qui reflètent 

sa bifonctionnaliti, c'est-a-dire sa capacité h associer l'antigène h une 

cellule effectrice (Figure 4) : 



- 2 de ces régions sont identiques et forment l'extrêmité des "brasw de 
l'unité structurale "Yn. Chaque "bras" contient un site pouvant lier 

spécifiquement un déterminant antigénique (épitope) au niveau du site 

de reconnaissance, appel6 paratope, que forment les domaines N- 

terminaux des chaînes L et H et qui font de 1'IgG une molécule 

bivalente. Ces régions sont trés variables entre les différentes 

molécules d'anticorps. Ce sont les domaines variables (domaines 

V ) .  On retrouve 1 domaine variable dans la partie N-terminale de chaque 

chaîne L (VL) et 1 domaine variable dans la partie N-terminale de 

chaque chaîne H (VH) , 

- la troisième région forme la base de l'unité structurale '*Yn . Elle est 
constituée de domaines dont la variabilité est nettement moindre et que 

l'on appelle domaines constants (domaines C )  . On retrouve 1 
domaine constant dans la partie C-terminale de chaque chaîne L (CL) et 

3 domaines constants dans la partie C-terminale de chaque chaîne H 

(Cyl, C'y2 et Cy3). Cette région est très importante dans certains 

aspects de la réponse immune. 

La région charniera de llimmunoglobuline est située au niveau de la 

chaîne lourde, entre les domaines CY1 et Cy2 où se forment les ponts 

disulfures reliant les 2 chaînes H entre elles. Elle sépare également les 2 

régions Fab et Fc dont nous parlerons plus loin, car à cet endroit, la 

structure primaire des chalnes H est particulièrement exposée aux diverses 

actions enzymatiques (papaïne, pepsine, etc.). Elle est suffisamment flexible 

pour accorder à 1'Ig une certaine souplesse et permettre aux "brasn de l'unité 

structurale "Y" de se fixer sur des épitopes séparés (épitopes répétés sur le 

même antigène ou épitopes identiques sur deux molécules d'antigène) par des 

mouvements latéraux mais également rotatifs. 
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Figure 5 : Sites de clivage enzymatique de llIgG1 humaine. 



En résumé, l'ensemble des informations qui précèdent concernant la 

structure de la molécule d'immunoglobuline (IgG) montrent qu'au niveau des 

régions N-terminales, les domaines variables (VL et VH) sont impliqués dans la 

reconnaissance de l'antigène et contiennent les 2 paratopes. Les régions 

constantes CL et Cyl, proches des régions variables, sont impliquées dans la 

stabilisation de l'ensemble cha4ne L-chalne H au moyen de liaisons covalentes 

et non covalentes. Les regions Cy2 et Cy3 sont impliquées dans les fonctions 

effectrices de l'immunoglobuline. 

Structure globulaire compacte et ponts disulfures (il en existe 16 dans 

1'19 G humaine) confèrent aux anticorps une stabilité inhabituelle pour des 

protéines. Ceci explique que le faible nombre de clivages causés aux Ig 

natives par les protéases est essentiellement localisé dans la région 

charnière qui constitue la zone la plus exposée de la molécule (Figure 5). 

Ainsi, la molécule d'anticorps peut être fragmentée en 3 parties par 

l'action de la papaxxm qui coupe essentiellement en position Nt de la région 

charnière pour donner: 

- 2 parties Pab (Fragment ayant un site dt"antigen binding") univalentes, 
composées chacune d'un "bras" de l'unité structurale "Y" c'est à dire 

(VL-CL) (VH-CH); chaque Fab contient un paratope; 

- 1 partie Pc (Fragment qui cristallise) composé de la base de l'unité 
structurale "Y", donc (Cy2-Cy3) (m-Cy3)  . 

La pepsine, quant h elle, lib&re 3 fragments principaux en coupant en 

position Ct de la région charniére : 



isotypique allotypique idiotypique 

* 
Figure 6 : Antigbnicitb des anticorps (en relation avec leur variabilité). 



- 1 fragment F ( a b V ) p  bivalent qui, aprhs réduction douce, donne 2 
fragments Pab' contenant chacun un paratope; 

- 2 fragments pPc' correspondant au domaine C'y3 plus d'autres produits 

de dégradation mineurs. 

B - STRUCTURES IMPLIQUEES DANS LA LIAISON A L'ANTIGENE 

(DOMAINES VARIABLES DES CHAINES L ET H) 

Comme n'importe quelle autre protéine, les anticorps eux-mêmes 

contiennent des déterminants antigéniques (Figure 6). Ces sites antigéniques 

se situent a des endroits distincts de la molécule et ils déterminent la 

spécificité propre a l'espèce (irotypie) qui concerne les domaines constants 

des chalnes lourdes, la spbcificité propre d l'individu (allotypie) qui 

concerne le plus souvent des zones des domaines constants, et la spécificitk 

propre A la protéine d'anticorps elle-même (idiotypie) qui apparaPt dans les 

domaines variables. 

L1idiotypie révèle que si, exceptionnellement, l'information codant pour 

une spécificité anticorps donnée est transmise de génération en génération 

dans des lignées d'animaux consanguins, la majorité du répertoire exprimé ne 

semble pas faire partie du patrimoine génétique d'une espèce donnée. De plus 

une analyse comparative des séquences d'acides aminés d'un grand nombre de 

régions V montre que la variabilité n'est pas répartie de façon homogène le 

long des 110 acides amines qui constituent les domaines VL et VH. Trois 

niveaux de variabilité sont observables : 

- 1 : zones hypervariables ou la sequence diffère très largement d'une 
chalne a l'autre. On sait maintenant que ces séquences sont impliquées 

directement dans la liaison a l1antig&ne; 



1 24 34 50 56 89 97 l07-- 
VL --- 

FR1 CDRl FR2 CDRP FR3 CDR3 FR4 

- 1  35 50 65 95 102 113--- 

--- 
FR1 CDRl FR2 CDRP FR3 CDR3 FR4 

Figure 7 : Répartition des régions hypervariables (CDR) a l'intérieur des E 

domaines variables des chaînes légères (VL) et des chaînes 

lourdes (VH) des anticorps. 



- 2 : des zones, au contraire, très conservées où les mutations sont 

rares ; 

- 3 : des zones intermédiaires, hypovariables, présentant un certain 

"bruit de fond" de variabilité. 

Le niveau 1 de la classification qui précède, correspond aux régions 

hypervariables aussi appelées CDR ("Complementary Determining Region") . Les 
niveaux 2 et 3 correspondent aux régions intermédiaires formant l'armature ou 

la charpente des domaines V. On les nomme FR ("Framework") . La comparaison 
d'un grand nombre de régions variables VL et VH permet d'établir une 

cartographie précise de la succession des régions CDR et FR, applicable à la 

fois chez l'homme et chez la souris (Figure 7). 

On trouve ainsi 3 CDR (CDR1 à CDR3) et 4 FR (FR1 à FR4) dans les régions 

V des chaSnes L et H. Le site de liaison à l'antigène est situé dans la partie 

N-terminale du Fab et il est composé des 6 régions hypervariables (CDR) des 

domaines VH et VL qui, une fois réunis, forment une surface hypervariable 

continue . 

C - MODE DE RECONNAISSANCE (ANTIGENICITE) DES PROTEINES ET DES 

PEPTIDES 

Les anticorps reconnaissent les antigènes généralement dans leur 

conformation native en solution ou présents sur les surfaces cellulaires. 

La discussion portera sur la base structurale de l'antigénicité des 

protéines car ce sont les antigenes les plus divers et les plus abondants 

rencontrés par le système immunitaire. Comme nous l'avons déjà dit, les 

principes de base de la reconnaissance des protéines par les anticorps 
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Figure 8 : Différents types dlépitopes sur les antigènes protéiques. 



semblent pouvoir être également appl iquables  h des an t igènes  de n a t u r e  non 

proté ique .  

1 - DiffQrents types d'bpitopea 

Tous les déterminants  ant igéniques (épi topes)  reconnus p a r  l e s  a n t i c o r p s  

son t  s i t u é s  h l a  s u r f a c e  de l a  p ro té ine  (a condi t ion  que les a n t i c o r p s  a i e n t  

é t é  obtenus chez des animaux h u n i s é s  avec l a  p ro té ine  na t ive  s t r u c t u r é e ) .  On 

d é f i n i t  généralement 2 c l a s s e s  d 'épi topes  : 

(1) &pitopes confornmtionnels n é c e s s i t a n t  l ' i n t é g r i t é  de l a  s t r u c t u r e  

t e r t i a i r e  de l a  p ro té ine .  On les a p p e l l e  p a r f o i s  ép i topes  "topographiques". 

Ils peuvent être continua s ' i l s  correspondent  h une région d ' a c i d e s  aminés 

cont igus  ar rangés  dans une conformation b ien  d é f i n i e  ou non continus s ' i l s  

correspondent  h des régions  non cont iguës  q u i  se re t rouven t  "côte  à cô te"  

quand l a  p ro té ine  est r e p l i é e  dans s a  conformation na t ive ,  e t  il s ' a g i t  a l o r s  

d 'une  j u x t a p o s i t i o n  s p a t i a l e  de r é s i d u s  non a d j a c e n t s  dans l a  s t r u c t u r e  

primaire.  

(11) Qpitopes sdquentiels  dépendant  uniquement de l a  s t r u c t u r e  

p r ima i re  de  l a  p r o t é i n e ,  que c e l l e - c i  s o i t  n a t i v e  ou dénaturée .  I ls  s o n t  

necessa i rement  continus c'est h d i r e  q u ' i l s  ne  correspondent  p a s  à des 

régions séparées dans l a  protb ine  (Figure 8 ) .  

L e s  a n t i c o r p s  d i r i g é s  c o n t r e  des é p i t o p e s  s é q u e n t i e l s  r econna i s sen t  

généralement très bien les pep t ides  correspondants q u i  sont  a l o r s  capables  de 

les m i m e r .  L e s  an t i co rps  d i r i g é s  con t re  des  épi topes  conformationnels cont inus  

peuvent p a r f o i s  se l ier  aux p e p t i d e s  correspondant  mais seulement s i  c e  

d e r n i e r  posshde une s t r u c t u r e  secondai re  ( h 4 l i c e  a ou coude p, par  exemple) 

su f f i sament  proche d e  cette p a r t i e  d e  l a  p r o t é i n e  n a t i v e .  L e s  a n t i c o r p s  

d i r i g é s  c o n t r e  d e s  é p i t o p e s  conformationnels  d i s c o n t i n u s  pourront  p a r f o i s  
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reconnaitre le peptide correspondant à une des parties de 1'6pitope mais avec 

une affinité considérablement affaiblie du fait de la diminution du nombre de 

sites de liaison. 

A l'aide d'un peptide, il est donc trés facile de mimer un épitope 

séquentiel, un peu plus difficile de mimer un épitope conformationnel continu 

et quasiment impossible de mimer un épitope conformationnel discontinu bien 

qu'une équipe française soit parvenue à mimer un Bpitope conformationnel 

impliquant un segment de l'a-hCG et un segment de la P-hcG dans une structure 

quaternaire (BIDART J.M. et col., 1990.). 

La distinction dpitope conf ormationnel, bpitope séquentiel, est 

quelque peu abusive mais 8118 a 18 mérite de simplifier la vision 

que l'on peut avoir des ddterminants antigdniques. En realit& tous 

les dpitopes sont conformationn~ls puisqu'ils ndcessitent un 

arrangement spatial approprid des chasne8 d'acides amindi pour 

interagir avec l'anticorps. 

2 - Liaisons impliqudes dans la reconnaissance antighne- 

anticorpu 

De nombreuses liaisons non covalentes participent à la liaison entre 

lvépitope et les acides amines du paratope. Bien qu'elles soient 

énergétiquement faibles, comparées aux liaisons covalentes, leur grand nombre 

fournit néanmoins une énergie de liaison élevée. On compte quatre grandes 

classes de liaisons intermol6culaires impliquées dans la liaison entre 

l'épitope et le paratope (Figure 9). 



a - Liaison hydrogQno 

Lorsque l'hydrogène est lié a un élément fortement électronégatif (dans 

le cas des protéines : O, N et éventuellement S) la liaison a cet é16ment est 

fortement polarisée et présente un moment dipolaire important, l'hydrogène 

constituant alors un centre positif a+. D'autre part, les atomes N et O sont 

porteurs, respectivement de 1 et 2 doublets électroniques non-liants, 

constituant des centres négatifs a-. Les centres de d'une molécule et a- d'une 

autre peuvent donc s'approcher a très courte distance et les forces 

d'attraction devenir très grandes. Ces associations ayant toujours lieu par 

l'intermédiaire d'un atome d'hydrogène, on leur donne le nom de liaison 

hydrogène ou de l i a i son  par pont hyâroghnr. 

On sait que les doublets non-liants se localisent préférentiellement dans 

certaines directions de l'espace. Dans ces directions les interactions avec 

l'hydrogène a+ s'établissent plus facilement et plus fortement, de sorte que 

la liaison hydrogène n'est pas omnidirectionnelle mais dirigée (l'angle A-H-B 

ayant une valeur moyenne de 180°, avec une variation maximale de 30'). 

La liaison hydrogène correspond B des énergies de 4 h 40 kJ/mol. De 

telles énergies d'interaction restent cependant encore faibles par rapport aux 

énergies des liaisons covalentes, qui se situent entre 200 et 800 kJ/mol. Un 

atome d'hydrogène demeure donc beaucoup plus fortement lié h sa molécule 

d'origine qu'a la molécule avec laquelle s'établit l'interaction. 

En présence d'eau, les liaisons hydrogène mettant en jeu les molécules 

d'eau et les macromolécules entrent en compétition avec les liaisons hydrogène 

intermacromoléculaires. L'exclusion des molécules d'eau entre les 



macromolécules accroît donc de façon importante l'énergie de liaison, en 

réduisant fortement la constante diélectrique portée par l'eau. 

Au pH physiologique (environ pH 7,2)  certains acides aminés sont chargés 

positivement et d'autres négativement selon qu'ils perdent ou gagnent un 

proton. Pour un pH donné, leur état d'ionisation est déterminé par la valeur 

de leur pHi. Sous l'effet de forces de Coulomb, des liaisons intermoléculaires 

peuvent alors s'établir entre des groupements ionisés de charge opposée. Une 

charge + peut se rencontrer sur une Arg, une His, une Lys ou la fonction NH2- 

terminale et une charge - sur un Asp, un Glu ou la fonction COOH-terminale. 

Très fortes en l'absence d'eau (de l'ordre de 4 0  h 4 0 0  kJ/mol), les 

liaisons électrostatiques deviennent relativement faibles en milieu aqueux (de 

l'ordre de 4  à 4 0  k~/mol) où des liaisons de type ion-dipôle avec les 

molécules d'eau tendent A les supplanter. Ceci est dQ a la valeur élevée de la 

constante diélectrique de l'eau. 

D'autre part, il faut garder h l'esprit qu'une charge ne peut exister 

isolée dans un milieu contenant des sels, mais qu'elle est toujours acompagnée 

d'un contre-ion qu'il sera nécessaire de déplacer, moyennant un apport 

énergétique, pour f o m r  une liason électrostatique intermoléculaire. 

Des réactions de transfert de charge entre l'anticorps et l'antigène 

créent également parfois des forces ressemblant aux forces électrostatiques. 



u c - Porc08 48 VAN DER WAALS 

Elles concernent trois formes d'interactions entre les macromolécules. 

. Interaction entre 2 dipbles permanent8 (forces de KEESOM) . Il 
existe entre les molécules polaires des forces d'attraction électrostatiques, 

le p61e + de l'une attirant le pôle - de la voisine, et ainsi de proche en 
proche. Ces forces sont directement proportionnelles au moment dipolaire des 

liaisons portant les dipôles. Les énergies mises en jeu sont souvent comprises 

entre 0,02 et 3,s kJ/mol. 

. Interaction entre  1 dipble permanent et 1 dipble  induit  

(force8 de DEBYE). Une molécule polaire crée autour d'elle un champ 

électrique et si une molécule non polaire vient dans son voisinage elle subit 

l'influence de ce champ. Il se crée une polarisation induite (qui dispara4t 

quand les molécules s'éloignent) et il existe alors une force d'attraction 

entre les 2 dip6les, comme entre 2 dipôles permanents 

a+ a- a+--a- 

dipôle induit dipôle permanent (inducteur). 

 importance de cet effet induit dépend de la grandeur du moment 

dipolaire de la molécule polaire (dipôle permanent), mais aussi de la 

polarisabilité de la molécule non polaire (dipôle induit). Les énergies mises 

en jeu sont de l'ordre de 3 kJ/mol. 

. BoxCe8 de dispersion (force8 de LONDON). On peut considérer 

d'abord le cas d'un simple atome d'hydrogène. Son unique électron et son noyau 

forment a chaque instant un dipôle, dont l'orientation et le moment varient 

continuellement. Comme la probabilité de presence de l'électron est la même 

dans toutes les directions, en moyenne l'atome ne possède pas de moment 



Y électrique permanent. Le raisonnement est identique pour un atome possèdant 

plusieurs électrons ou pour une molécule non-polaire : l'absence de moment 

dipolaire résulte d'un effet de moyenne dans le temps. Mais, à un instant 

donné la distribution des charges dans l'espace est telle qu'il existe un 

dip6le non nul. Dans ces conditions, si 2 atomes viennent à proximité l'un de 

l'autre, le moment dipolaire instantané de l'un crée un moment dipolaire 

induit dans l'autre, et réciproquement. Il s'établit ainsi une sorte de 

concordance, ou de couplage, entre les mouvements de leurs électrons 

respectifs, qui diminue l'energie résultant de l'interaction de ces deux 

atomes. Ce phénoméne est g6néral. Il constitue la seule forme d'interaction 

entre des molécules non polaires, mais dans le cas des molécules polaires, il 

se superpose aux forces de KEESOM et de DEBYE. Les forces de LONDON induisent 

des énergies de l'ordre de 30 kJ/mol. Elles constituent donc les plus 

importantes forces de VAN DER WAALS. 

d - Liaison hydrophobe ("8polaiteW) 

Les résidus apolaires hydrocarbonés ne sont pas solubles dans l'eau, 

principalement parce qu'ils sont incapables de former des liaisons hydrogène 

avec les molécules d'eau. En conséquence, ces dernières s'ordonnent autour des 

résidus apolaires pour former, au niveau moléculaire, une interface comparable 

à l'interface liquide-gaz. L'augmentation de la structuration du solvant qui 

en résulte (par rapport aux molécules d'eau seules) conduit 3 un système plus 

ordonné que celui existant hors de la zone interactive et donc 3 une 

diminution de l'entropie. Quand les structures apolaires se rejoignent, elles 

excluent les molécules d'eau liees structurées entre elles. Comme l'eau 

déplacée ne fait plus partie de la zone interactive, il y a un retour à un 

système moins ordonne provoquant un gain d'entropie. Ce changement est 

suffisant pour diminuer l'énergie libre du système lié et pour le rendre plus 



stable. Cela est équivalent i3 une liaison énergétique car il favorise 

l'association des structures hydrophobes. Naturellement, dès que les résidus 

hydrophobes sont i3 une distance suffisante, les forces de VAN DER WAALS 

(essentiellement les forces de LONDON) deviennent opérationnelles entres ces 

résidus. Une fois l'eau exclue et les résidus apolaires en contact, son retour 

dans la zone d'interaction apolaire est hautement défavorisé par la nécessité 

de franchir une barrière énergétique élevée. 

Les liaisons hydrophobes se produisent entre les résidus non chargés des 

molécules interagissant et, en présence d'eau, les résidus, tels Ala, Ile, 

Leu, Met, Phe et Val, ont tendance à s'agréger pour former des structures 

stables. 

Efin, il faut signaler que l'exclusion de l'"écrann constitué de 

molécules d'eau au voisinage des interactions hydrophobes favorise 

l'établissement de liaisons hydrogène et électrostatiques fortes. 

CHOTHIA C. et JANIN J. en étudiant les principes de la reconnaissance 

protéine-protéine ont montré que les liaisons hydrophobes constituent le 

facteur principal de stabilisation des associations protéine-protéine (CHOTHIA 

C. et JANIN J., 1975.). Le problème est que les liaisons hydrophobes sont très 

peu spécifiques. Les liaisons hydrophobes contribuent grandement à la 

stabilité du complexe protéine-protéine, et la stricte complémentarité exigée 

pour la formation des liaisons hydrogène, des liaisons électrostatiques et 

l'établissement des forces de VAN DER WAALS assure la spécificité de la 

reconnaissance. 
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Figure 9 : Forces attractives intermol6culaires impliquees dans la liaison 

entre l'antigène et l'anticorps. Distances relatives 

dl interaction. 



1 * e - Distance d'interaction 

La distance optimale entre les groupes interagissant varie avec le type 

de liaison et cette distance d est un facteur critique pour l'établissement de 

liaisons non covalentes (Figure 9) . 

Par exemple, la force de liaison décrozt selon un facteur l/d pour les 

liaisons électrostatiques ion-dipôle, l/d2 pour les liaisons électrostatiques 

ion-ion et l/d6 pour les forces de VAN DER WAALS où les entités sont 

virtuellement en contact. Pour être efficaces, ces forces exigent donc un 

contact étroit entre les différents groupes réactifs, bien que la distance 

optimale entre deux atomes varie suivant le type d'interaction : 0,3 A 0,4 nm 

pour une interaction de type VAN DER WAALS ou une distance plus importante 

pour les atomes porteurs de charges opposées dans une liaison électrostatique. 

Les forces mettant en jeu des atomes porteurs de charges opposées dans une 

liaison électrostatique agissent h une distance relativement élevée par 

rapport aux autres liaisons non covalentes. Aussi, les interactions non 

spécifiques entre un anticorps et d'autres macromolécules mettent souvent en 

cause des liaisons électrostatiques. 

Globalement, les forces intermoléculaires n'atteignent des valeurs 

significatives que si les 2 molécules sont en contact étroit, et d'autant plus 

que les molécules d'eau se trouvent exclues de la zone d'interaction. 

Epitope et paratope doivent donc posséder des structures 

compl&mentaires capables de se combiner, c'est-&-dire : 





- la forme du paratope doit être la mieux adaptée possible A celle de 
l'épitope dont il est spécifique, afin que le plus grand nombre 

possible de liaisons non covalentes puissent se former simultanément; 

- les groupements atomiques "agonistes" (susceptibles de former des 

liaisons non covalentes) doivent être bien positionnés sur l'épitope et 

le paratope et les groupements "antagonistesn doivent se trouver le 

plus loin possible les uns des autres. 

Des structures complémentaires permettent l'association étroite des 2 

molécules seulement si la distance intermoléculaire devient minime et donc si 

les forces dont nous venons de parler peuvent s'établir. Dans le cas d'une 

complémentarité parfaite, l'énergie de liaison est telle qu'elle peut 

quasiment interdire une rupture, du point de vue thermodynamique. Cependant, 

si les nuages électroniques de l'épitope et du paratope tendent à se 

rencontrer, des forces stériques de répulsion, proportionnelles à l/dl 

(d représentant la distance séparant les 2 nuages interactifs) entrent alors 

en jeu. Ces forces jouent un rôle important quant à la spécificité de 

l'anticorps pour un épitope donné et quant à sa capacité de reconnartre 

différents épitopes. En effet, toute modification de la structure 

complémentaire entraîne une augmentation des forces répulsives avec une 

diminution des forces attractives, donc globalement une baisse de l'énergie de 

liaison (Figure 10) . 

Enfin, l'énergie de liaison entre protéines provient de facteurs 

enthalpiques et entropiques. Les forces que nous avons décrites sont autant de 

contributions positives 3 l'établissement de la liaison antigène-anticorps. 

Mais la perte d'entropie, résultant de l'immobilisation des molécules ainsi 

que de leur squelette peptidique et de leurs chaPnes latérales, constitue un 



Figure 11 : Affinité de l'anticorps pour l'antigène. 

affinité = Z forces attractives et répulsives 

fone affinité - fone attiaction faible affinitb - Faible attraction 

' 



effet négatif. Aussi cet effet doit être dominé par un facteur enthalpique 

plus important pour que la liaison antigène-anticorps puisse s'établir. 

La force de liaison antigène-anticorps est globalement appelée affinit6 

de l'anticorps pour l'antigène. Elle représente la résultante des forces 

attractives et répulsives décrites ci-dessus (Figure 11). Elle peut être 

mesurée thermodynamiquement et son calcul requiert l'utilisation d'un antigène 

monovalent (c'est-A-dire possèdant plusieurs épitopes représentés une seule 

fois) ou d'un déterminant antigénique isolé. 

Les liaisons non covalentes épitope-paratope sont dissociables et donc 

l'ensemble de la liaison entre un antigène et un anticorps est une réaction 

réversible. Dans ce cas, la loi d'action de masse peut être appliquée et la 

constante d'équilibre K déterminée. C'est la constante d'af f init6 

intrinseque de l'anticorps pour l'antigène (force avec laquelle un seul site 

anticorps se lie a un déterminant antigénique unique) : 

K = [Ac-Ag] / [Ac] [Ag] (en l/mole) . 

La liaison antigène-anticorps étant en équilibre, elle est sensible la 

température, au pH et au solvant. Le changement de l'un de ces facteurs peut 

augmenter ou diminuer le nombre de complexes antigène-anticorps trouvé a 

l'équilibre (par modification de la constante d'affinité). La mesure de 

1 'affinité renseigne sur la nature immunochimique de la réaction ant igène- 

anticorps. 

On sait aujourd'hui que l'univers des sites de reconnaissance des 

anticorps, bien que trés vaste, est limité et qu'il est donc probablement plus 



restreint que l'univers des antigènes. En fait, au sein de l'anticorps, chaque 

paratope peut potentiellement reconnaltre plusieurs épitopes proches les uns 

des autres mais avec des affinités différentes. La reconnaissance de 

l'antigène par l'anticorps semble donc partiellement dégénérée mais, comme 

1' antighne est composé de plusieurs épitopes distincts et que la réponse 

immunitaire naturelle A un antigène est polyclonale (plusieurs spécificités 

sécrétées), celle-ci est suffisament diversifiée pour être globalement 

spécifique vis à vis de l'antigène. Pourtant, la plupart des modifications 

liées à l'évolution dans une protéine antigénique semblent immunologiquement 

détectables . 

4 - Structures  radiocri8tallographique8 d e  complexes antigdne- 

anticorps 

De nombreuses données structurales, chimiques et spatiales, concernant 

les anticorps sont apparues dans les années 1970. Elles ont permis de 

comprendre les variations structurales des anticorps mais on s'est longtemps 

demandé comment différents anticorps pouvaient reconnaitre spécifiquement 

différents épitopes. 

Depuis peu, nos connaissances sur la nature de l'interaction anticorps- 

protéine antigenique se sont considérablement améliorées grâce à la 

détermination, par plusieurs équipes, de la structure radiocristallographique 

de 6 complexes Fab monoclonal-protéine antigenique : 

- 3 complexes Fab-lysozyme (du blanc d'oeuf de poule) (AMIT A. G. et 

col., 1986, MARIUZZA R.A. et col., 1987, SHERIFF S. et col., 1987 et 

PADLAN E.A. et col., 1989.) ; 

- 1 complexe Fab-neuraminidase (du virus de la grippe) (COLMAN P . M .  et 

col., 1987.) 



4 (Revues de DAVIES D.R. et col., 1988 et LAVER W.G. et col., 1990.); 

- 1 complexe ~ab(anti-idiotope)-Fab(anti-lysozyme du blanc d'oeuf de 

poule) porteur de l'idiotope (BENTLEY G.A. et col., 1990.); 

- 1 complexe Fv-lysozyme (du blanc d'oeuf de poule) (le fragment Fv, 

fragment variable, est composé exclusivement des domaines variables de 

la challne lourde et de la challne légère) (BHAT T.N. et col., 1990.). 

De plus, trés récemment, la premiére structure radiocristallographique 

d'un complexe Fabl-peptide a pu être déterminée avec une très bonne résolution 

(STANFIELD R.L. et COI., 1990.). 

Jusquta présent, seule la détermination de la structure de complexes 

antigéne-anticorps cristallisés a permis la définition complète et exacte dr 

bpitopea. Une nouvelle technique utilisant la spectroscopie de résonance 

magnétique nucléaire du proton a 2 dimentions a permis d'étudier 

i 
t l'antigénicité du cytochrome c de cheval. Ceci a été rendu possible en 

4, comparant la vitesse d'échange hydrogéne-deutérium au niveau des résidus de la 
i 

protéine antigénique en contact avec un anticorps monoclonal (immunoprotection 

de llantigéne par l'anticorps), avec la vitesse d'échange des résidus 

accessibles hors de lrépitope (PATERSON Y. et col., 1990 .) . Ce type d'étude 
complète les données sur l'antigénicité des protéines, apportées par les 

structures radiocristallographiques des complexes antigène-anticorps, tant au 

niveau de la surface de l'épitope que de sa nature fine. 

Etant donné qu'on évalue a environ 108 a log le nombre des spécificités 

différentes dans le répertoire des anticorps et que seulement 5 complexes Fab- 

protéine, 1 complexe Fv-protéine et 1 complexe FabS-peptide ont été étudiés, 

il est hasardeux de pousser trés loin l'extrapolation a d'autres complexes 

antig&ne-anticorps. N&arnmoins, comme la nature tend souvent a généraliser les 



solutions apportées à un problème donné, plusieurs conclusions d'ordre global 

peuvent être envisagées h partir des informations existantes. 

l - Pr6sence en surface et conformation8 

Les trois anticorps (Fab) anti-lysozyme se lient en différentes positions 

de la protéine même s'il existe un petit recouvrement entre deux des trois 

épitopes. Les trois épitopes couvrent ensemble approximativement la moitié de 

la surface de la protéine. Chaque épitope est composé de résidus répartis sur 

plusieurs segments de la séquence protéique et réunis de façon contiguë h la 

surface (de manière accessible au solvant) après reploiement de la chaPne 

protéique. Même si un de ces segments semble important (14 résidus), la 

plupart sont relativement courts. Il en va de meme pour les segments 

discontinus composant l'épitope caractérisé à la surface de la neuraminidase. 

Dans tous les cas, l'interaction s'étend sur une surface comprise entre 

650 et 900 Angstrom carrés et concerne 15 à 22 résidus d'acides aminés de 

l'antigène et de l'anticorps, sans que l'on connaisse leur contribution 

respective exacte 8 lr6nergie de liaison. Toutefois des calculs énergétiques 

effectués après modélisation moléculaire suggèrent que seul un petit nombre de 

résidus d'acides aminés (5 h 6) contribuent de façon importante à l'bnergie 

ch liaison (constituant en quelque sorte lrn6pitope 6nerg&tiquen), les 

autres résidus permettant simplement une bonne complémentarité des surfaces en 

contact (ils constitueraient lrn6pitopa structuraln). Les résidus 

contribuant plus que les autres h la liaison ne sont pas disposés de manière 

continue dans la structure primaire de l'antigène mais il sont répartis sur 

toute la surface de l'épitope. 



Globalement, l'antigénicité des épitopes est dépendante de la 

conformrtion des protéines antigeniques natives. Les 3 structures radio- 

cristallographiques anticorps(Fab1-lysozyme représentent une chance 

exceptionnelle d'examiner 1 'antig6niciti d'un point de vue spatial 

puisqu'elles impliquent des épitopes qui couvrent, nous l'avons dit, au moins 

la moitié de la surface du lysozyme. D'abord il est clair qu'aucun des 3 

anticorps ne se lie a un simple segment polypeptidique continu, mais ils sont 

tous dirigés contre des ipitopea conformrtionnels non continus. Ainsi, 

comme nous l'avons dit plus haut, chaque anticorps anti-lysozyme se lie A 

plusieurs séquences peptidiques de longueur variable, continues et contiguës, 

constituant ensembles l'épitope aprés reploiement de la protéine. Les tailles 

relatives du paratope et des segments continus A la surface du lysozyme sont 

telles qu'il est très improbable qu'il puisse y avoir des anticorps dirigés 

contre des épitopes formés d'un segment polypeptidique continu. BARLOW D.J. et 

col. sont allés plus loin : ils montrent que si la zone de reconnaissance 

entre une proteine et un anticorps a les mêmes dimentions que celle trouvée 

pour un complexe lysozyme-anticorps aucun épitope ne sera de type séquentiel 

et ils suggèrent l'idée que tous les épitopes sont de type conformationne1 non 

continu (BARLOW D.J. et col., 1986.). Toutefois, ils montrent aussi que la 

plupart des rbsidus formant des régions continues se situent dans des boucles 

qui dépassent a la surface de la protéine. De telles séquences sont donc 

prévisibles et cela permet de disposer des meilleurs peptides antigèniques 

susceptibles d'induire des réactions croisées avec la protéine. 

Du point de vue de la mobiliti, on peut tirer assez peu de conclusions. 

Il y a des régions de haute mobilité qui font partie de l'épitope, mais il en 

va de même de régions de faible mobilité. 



La corrélation avec les régions de haute a c c e s s i b i l i t i  est bien 

meilleure même s'il y a, ici aussi, quelques résidus faiblement accessibles 

qui forment des contacts avec l'anticorps. Bien que ces données soient encore 

limitées, elles confirment l'idée de BENJAMIN D.C. et col., selon laquelle 

toutes les régions accessibles sont potentiellement antigbniques (BENJAMIN 

D.C. et col., 1984). En effet, étant donné que les 3 complexes anticorps- 

lysozyme cristallisés couvrent approximativement la moitié de la surface du 

lysozyme, il semble trbs probable qu'avec suf f isament d'anticorps, toute la 

surface accessible du lysozyme puisse être démontrée antigènique. 

Dans tous les cas, les résidus de l'anticorps en contact avec l'épitope 

sont situés au sein des 6 CDR, bien que certains CDR aient plus de résidus 

liés a llépitope que d'autres. En plus des CDR, il y a parfois certains 

résidus de FR impliqués dans la liaison. 

Un des aspects les plus frappants de l'analyse des complexes antig8ne- 

anticorps est la forte compléxuentaritd entre les 2 surfaces interagissant. 

Ceci est démontre par l'exclusion quasi compl&te des molécules d'eau de 

l'interface et cela implique que toutes les cavités existantes entre les 2 

surfaces sont trop petites pour inclure ne serait-ce qu'une molécule d'eau. 

Cette complémentarité est réalisée bien que la surface de l'anticorps au 

niveau du site de liaison soit tr&s irréguli&re avec des saillies et des 

vallées formées par les chaPnes latérales d'acides aminés. 



Rares sont les résidus chargés au sein de la zone complémentaire dans 

l'épitope ou le paratope. Quand il sont impliqués dans la liaison, c'est par 

l'intermédiaire d'une neutralisation de charge pour former une l i a i s o n  

ioniqum. Une seule liaison ionique semble avoir une grande influence sur 

l'affinité d'un des complexes anticorps-lysozyme par rapport a un autre. 

Ainsi, avec une surface de contact égale, l'anticorps formant une liaison 

ionique possède une constante d'affinité 1000 fois supérieure. Les résidus 

chargés observés en bordure de la surface de contact de l'antigène et de 

l'anticorps sont plus nombreux mais ils n'interagissent pas avec un résidu 

possèdant une charge complémentaire. Dans ce cas, l'eau peut jouer un r6le 

très important dans la dissipation de la charge, la formation de ponts salins 

n'étant pas nécessaire. Il existe toutefois une exception dans le cas d'un des 

épitopes du lysozyme, où l'on trouve en bordure de la zone complémentaire, une 

liaison ionique entre un résidu chargb positivement et un résidu du paratope 

chargé nbgativement, mais la liaison est faible car la distance entre les 

résidus est de 3,6 Angstrom. 

Les l iaison8 hydroghne qui se forment h l'interface jouent également 

un r81e clef dans la spécificité de l'interaction entre l'anticorps et 

l'antigène. 11 semble que les liaisons hydrogènes entre groupements donneurs 

et accepteurs potentiels h l'interface ne soient pas toutes formées, même si 

la résolution des données de diffraction des rayons X est probablement 

insuffisante pour établir avec certitude le système complet des liaisons 

hydrogène des complexes. Néammoins on Bvalue entre 75 et 120 (selon le 

complexe) le nombre de liaisons hydrogène formées entre l'anticorps et 

1 ' ant igène . 



Plus faciles h visualiser, les liaisons hydrophobes sont également 

présentes a l'interface antigène-anticorps. Dans son analyse des 3 Fab anti- 

lysozyme, PADLAN E.A. a remarqué la présence de nombreux résidus aromatiques 

parmi les résidus intervenant dans la liaison, particuliérement des résidus de 

tyrosines (PADLAN E.A., 1990.). Il a également remarqué, de façon plus 

surprenante, l'absence de résidus aliphatiques non polaires. Les résidus 

aromatiques peuvent contribuer grandement a l'énergie de liaison. En effet, 

ils présentes de grandes surfaces d'interaction et ils peuvent être le site de 

phénomènes de transfert de charges ou de liaisons hydrogéne par 

l'intermédiaire des groupements polaires qu'ils peuvent porter. 

e - Changements conformationnels : 2 modQles envisagbs 

Différents degrés de changements conformationnels sont observés dans 

les structures antigène-anticorps déterminées. Mais, corne dans aucun cas la 

structure de l'anticorps non complexé n'a pu être déterminée, les conclusions 

sont, en majeure partie, apportées par les changements opérés dans l'antigène. 

En ce qui concerne, par exemple, les complexes anticorps(Fab)-lysozyme, 

AMIT A.G. et col. n'observent pas de changement du squelette peptidique de 

l'antigène lors de la complexation avec le Fab, même si certaines chaînes 

latérales se réarrangent légèrement (AMIT A.G. et col., 1986. ) . Pour les 2 
autres complexes il y a des changements faibles mais significatifs dans la 

structure tertiaire du lysozyme, de même que dans le complexe anticorps (Fv) - 

lysozyme. Dans le cas de la neuraminidase, COLMAN P.M. et col. mettent 

clairement en évidence que des changements conformationnels peuvent être 

induits dans l'antigène par l'anticorps (COLMAN P.M. et col., 1987.). 
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Au niveau de l'anticorps, des changements se produisent très 

probablement, mais ils n'ont pas pu être directement observés. Le site de 

liaison de l'anticorps est certainement plus sujet aux changements 

conformationnels qu'une protéine aussi rigide et compacte que le lysozyme. En 

effet, les 2 domaines variables VH et VL qui composent le paratope de 

l'anticorps sont reliés par des forces non covalentes. D'autre part, des 

changements peuvent se produire dans l'anticorps grâce aux mouvements des 

boucles hypervariables par rapport h la partie charpente du domaine 

structural. 

Il est donc clairement établi qu'un des complexes anticorps(Fab)-lysozyme 

peut atre rangé dans le modèlm "clef-8erruren où il n'y a pas de 

changement conformationnel lors de la liaison du fait de la bonne 

complémentarité des 2 surfaces avant leur interaction. Par contre, les 2 

autres complexes anticorps (Fab) -lysozyme, le complexe anticorps (Fv) -lysozyme 

et le complexe anticorps-neuraminidase incompatibles avec le modèle précédent, 

font plutôt appel au modele d'"adaptation induite localis&en où l'on 

observe de légers changements conformationnels des squelettes peptidiques et 

de certaines chalnes latérales lors de la liaison. Ces changements ne pourront 

être observés que si la dépense d'énergie libre résultant de l'amélioration de 

la complémentarité des deux molécules est supérieure au gain d'énergie libre 

survenant lors de la distorsion de chaque protéine quittant son état natif ou, 

du moins, un état correspondant h une con£ ormation faiblement énergétique. 

Toutefois, les changements conformationnels opérés n'impliquent tr&s 

certainement que de faibles énergies afin de ne pas trop coQter h l'affinité 

de la liaison antig8ne-anticorps. Dans un tel modéle, les variations 

spatiale8 de l'arrangement VH-VI, ajoutent une nouvelle dimension h la 

diversité des anticorps autorisant une molécule d'anticorps B reconnartre un 

spectre d'épitopes. Ce potentiel pourrait expliquer comment des anticorps 



anti-peptide dérivé d'une protéine peuvent reconnaltre la protéine native ou, 

1 
comme le pensent COLMAN P.M. et col., pourquoi certains anticorps réagissent 

de façon croisée avec des antigènes non reliés a l'immunogène ayant servi a 

leur production (COLMAN P.M. et col., 1987.). 

f - Interaction peptide-anticorps 

Dans leur détermination structurale radiocristallographique de la 

liaiiron peptide-rab' (anti-peptide) , STANFIELD R. L. et col. trouvent des 

résultats similaires 8 ceux obtenus lors de l'étude des interactions protéine- 

anticorps : taille des surfaces en contact, nature des liaisons impliquées, 

modifications negligeables de la conformation de l'anticorps lors de la 

liaison malgré quelques petits réarrangements du squelette peptidique et de 

certaines chaPnes latérales (STANFIELD R.L. et col., 1990.). 

Par contre, d' importantes modifications structurales semblent apportées 

au peptide (contenent 19 résidus) lors de sa liaison A l'anticorps. Alors 

qu'en solution la moitie N-terminale du peptide ne semble pas adopter de 

conformation particuliére, elle se présente sous la forme d'une hélice a dans 

la protéine native et sous celle d'un coude $ quand elle est en contact avec 

le paratope du Fab'. Il apparalt donc que la conformation du peptide lié au 

Fab' est incompatible avec la liaison du Fabl B la protéine native, surtout 

quand on sait que les modifications opérées dans le Fab' lors de la liaison 

sont tout h fait mineures. En conséquence, la liaison observée n'a pu se 

produire qu'avec des formes conformationnellement altérées de la protéine ou 

avec l'apo-protéine. Ces formes protéiques associées au Fab' n'ayant pas pu 

être cristallisées, il reste A déterminer précisément conunent un anticorps 

peut se lier A la même séquence au sein d'un peptide et d'une protéine. 



4 III - RECEPTEUR POUR L'AITIGENP DES CELLULES T 
i 

(RECEPTEUR T )  

Mise A part la production d'anticorps, la réponse immunitaire peut se 

traduire par le développement de lymphocytes T inununs porteurs de récepteurs 

spécifiques pour l'antigène. C'est l'immuniti médiation cellulaire. 

Bien que les récepteurs pour l'antigène, présents sur les cellules T et sur 

les cellules B présentent des points communs, la reconnaissance de l'antigène 

par les cellules T diffère considèrablement de l'interaction épitope-paratope 

de l'anticorps telle que nous l'avons exposée. 

A - CELLULES PRESENTATRICES DE L ' ANTIGENP 

Comme les cellules BI les cellules T reconnaissent l'antigène grâce h un 

récepteur de surface mais, contrairement aux cellules BI elles ne le 

reconnaissent pas isolement sous sa forme native en solution. Pour être 

activées les cellules T ont besoin d'une population de cellules accessoires : 

les cellules T ne reconnaissent l'antighne qu'en association avec des 

molécules du "soi", les mol6cules du c o m p l e x e  m a j e u r  

dlhistocompatibiliti (CMH) . 

En règle générale, les cellules T auxiliaires reconnaissent 

l'antigène associé h des molécules de cl888r II du CXX. Les molécules de 

classe II du CMH sont présentes sur un nombre restreint de types cellulaires, 

rendant ces dernieres capables de présenter l'antigène. C'est pourquoi on les 

appelle cellules prhsentatrices de llantig&ne (CPA). Quant aux 

cellules T cytotoxiques, elles reconnaissent l'antigène en association a 

des molécules de classe 1 be Q(H. La différence fonctionnelle majeure entre 

les molécules du CMH de classe 1 et de classe II se reflète dans leur 



distribution tissulaire : les molécules de classe 1 du CMH s'expriment h la 

surface de toutes les cellules nuclées. Dans ce contexte, les cellules 

reconnues (cellules cibles) par les cellules T cytotoxiques peuvent être, soit 

des cellules du "soi" infectées par un virus ou un parasite intracellulaire, 

soit des cellules greffées exprimant des molécules du CMH étrangères à 

l'organisme. Le mode de reconnaissance de l'antigène par les cellules T 

suppressives est moins bien connu. Il semble qu'elles puissent reconnartre 

l'antigène associé au CMH ou, tout simplement, l'antigène seul. 

1 - Presentation aux cellules T des determinanta antigeniques 

port68 par les mol&culea de classe II du CMH 

Dans ce cas, l'antighne est d'origine exoghne et, h l'exception des 

cellules B spécifiques de l'antigène, la liaison des antigènes solubles aux 

CPA se produit par l'intermédiaire d'interactions non spécifiques, non 

covalentes, avec des structures jusqu'h prbsent mal caractérisées, h la 

surface cellulaire. Le degré de fixation non spécifique semble proportionnel h 

la taille et a la concentration de l'antigène. 

Aprés la fixation de l'antigène sur la CPA, une courte période de temps 

est observée, durant laquelle la cellule phagocyte l'antigène protéique 

(l'endocyte quand il s'agit d'une cellule B), le digère et l'exprime à sa 

surface sous forme de peptides associés aux molécules de classe II du CMH, 

reconnus par les cellules T. Une étape de digestion enzymatique 

("processing") est nécessaire car l'antigène protéique ne peut pas se fixer 

dans le site spécifique situé au sommet de la molécule de CMH (Voir chapltre 

suivant : B) . Cette digestion fait essentiellement appel h des phénomènes de 
protéolyse au sein des lysosomes dont l'acidité provoque la dénaturation de 

l'antigéne protéique, facilitant par lh sa dégradation enzymatique. Il est 



4 bien évident que le catabolisme de l'antigène doit être partiel, de façon à ce 

que les fragments formés soient recyclés h la surface de la CPA avant d'être 

complètement dégradés : une protéolyse rapide et extensive pouvant rendre 

compte, en partie, de la pauvre imunogénicité de certains antigènes. D'autre 

part, il est très probable que les antigènes soient relativement hétérogènes 

en ce qui concerne leur susceptibilité aux enzymes et on peut s'attendre a ce 

que différentes enzymes produisent différents fragments antighiques. Ceci a 

été vérifié dans une étude de DEMOTZ S. et col. décrivant l'isolement des 

peptides antigéniques provenant d'une dégradation et associés a une molécule 

de classe II du CMH : ils sont hétérogènes, de différentes longueurs et se 

superposent (DEMOTZ S. et col., 1989. ) . La possibilité que de tels fragments 
antigéniques soient reconnus par les cellules T dépendra tout d'abord de leur 

capacité h s'associer correctement h des molécules du CMH, mais aussi du 

répertoire des récepteurs de l'antigène a la surface des cellules T, dont nous 

parlerons plus loin. 

Le niveau d'activation d'une cellule T donnée dépendra de l'affinité de 

son récepteur pour le ligand complexe composé par le peptide antigénique 

associé h la molécule de classe II du CMH. Il est fort probable que cette 

activation dépende également de la concentration du ligand complexe à la 

surface de la CPA. De plus, l'activation de nombreuses cellules T nécessite 

des facteurs additionnels apportés par la CPA : 

- molécules a la surface de la CPA permettant une stabilisation de 

l'interaction spécifique. On pense principalement a la molécule de 

classe II du CMH, dont certaines régions hautement conservées 

interagissent avec une rnal4cula CD4 présente h proximité du récepteur 

T sur le lymphocyte (ses molécules constituent les protéines d'adhésion 

intercellulaire qui stablilisent l'interaction spécifique); 

- interleukine 1. 



Il existe plusieurs types de CPA exprimant des molécules de classe II du 

CMH : macrophages, cellules B spécifiques de l'antigène (capables de capter 

spécifiquement l'antigène par leurs immunoglobulines de surface, puis de 

l'endocyter) ou non spécifiques de l'antigène (shéma de presentation identique 

aux autres CPA), cellules dendritiques, cellules de Langerhans (cellules de la 

peau), cellules hépatiques de Kupffer, astrocytes du cerveau, cellules 

"Natural ~illers", cellules endothéliales, chondrocytes articulaires, cellules 

de l'épithélium thyroïdien et fibroblastes du derme. 

2 - Pr4sentation aux cellules T des dBterminants antigéniques 

port48 par les mol4cules do classe 1 du CMH 

Les mécanismes de présentation des déterminants antigéniques aux cellules 

T restreintes par les molécules de classe 1 du CMH commencent à être bien 

connus. Il appara4t que 1 'antigdne est d'origine endogdne . L' antigène doit 
donc être synthétisé "de novon dans la cellule cible infectée qui fait alors 

office de cellule présentatrice. 

Les antigènes synthétisés "de novon semblent nécessiter une digestion 

enzymatique (pour les mêmes raisons que celles exposées i3 propos des CPA) mais 

cette fois dans le cytoplasme. Cette digestion est donc certainement 

différente de celle réalisée dans les CPA (machinerie enzymatique différente), 

car situee dans un compartiment cellulaire différent. Les peptides form6s sont 

transportés dans un compartiment pré-golgien et interagissent avec la chaPne 

lourde de la mol6cule de classe 1 du CMH, permettant ainsi son reploiement 

correct et son association d la B2-microglobuline. Le complexe est alors 

transporté a la surface cellulaire. 



-5 Comme pour les CPA, la formation d'une association stable entre 

l'antigène et la molécule de classe 1 à la surface de la cellule cible est 

probablement le facteur le plus important dans la reconnaissance par les 

cellules T. Ce processus permet au système immunitaire, par le biais des 

lymphocytes T cytotoxiques, de détecter et d'éliminer un agent infectieux 

"dissimulé" à l'intérieur de la cellule qu'il infecte. 

Des travaux très récents, effectués par deux équipes différentes, 

montrent qu'une cellule qui n'exprime qu'un haplotype du CMH et qui est 

infectée par un un virus ne présente qu'un seul peptide antigènique naturel 

associé au CMH, et que ce peptide a toujours la même longueur (8 acides aminés 

dans un cas et 9 dans l'autre) sur toutes les molécules du CMH de la cellule 

(VAN BLEEK G.M. et NATHENSON S.G., 1990 et ROTZSCHKE O. et col., 1990.) . En 

outre, il semble que le peptide produit par le traitement intracellulaire de 

l'antigène est influencé par les molécules de classe 1 du CMH exprimées par la 

cellule cible. Une explication possible de ces phénomènes est que la 

dégradation de llantig&ne dans un système de classe 1 du CMH utilise un 

ensemble de protéases plus spécifiques (un seul peptide antigénique présenté) 

qui coupent la protéine antigénique étrangère de façon plus sélective (le 

peptide antigénique a toujours la même longueur) que celle utilisée dans un 

système de classe II du CMH. Alternativement, les molécules de classe 1 du CMH 

protègeraient le fragment peptidique d'une dégradation totale pendant le 

transit cellulaire jusqu 'à la surface . 

Ici aussi, des molécules a la surface de la cellule infectée permettent 

une stabilisation de l'interaction spécifique. Il s'agit, entre autres, de la 

molécule de classe 1 du CMH, dont certaines régions hautement conservées 

interagissent avec une mol~cule CD8 à proximité du récepteur T sur le 

lymphocyte. 



Figure 12 : Structure schématique des molécules de classe 1 du CMH. 



B - STRUCTURE DES MOLECULES DU COMPLEXE MAJEUR 

D ' HISTOCOmATIBILITP (CMB) 

Bien que le CMH ait d'abord été identifié par son implication dans les 

phénoménes de rejet de greffes, ce n'est pas la son r81e physiologique 

principal. La véritable fonction du CMH réside dans le processus de 

reconnaissance de l'antigène par les cellules T. 

1 - MolQcules de classa 1 du CMH 

8 - Structure globale des mol6cules de classe 1 

Il existe au moins trois locus du CMH de classe 1, appelés H-2K, H-2D et 

H-2L chez la souris, et HLA-A, HLA-B et HLA-C chez l'homme. 

Les molécules de classe 1 du CMH comprennent une chaPne polypeptidique 

glycosylée de 44 kDa (chalne lourde) associée de façon non covalente a la pz- 

microglobuline (p2rn) qui est un polypeptide de 12 kDa (chalne légère) (Figure 

12). 

Les analyse de séquence des chaînes lourdes chez l'home et la souris ont 

montré l'existence de cinq domaines : 

- trois domaines extracellulaires, al (domaine N-terminal), a2 et a3; 
- une région transmenbranaire; 
- une domaine intracytoplasmique. 
Les trois domaines al, a2 et a3 comportent environ 90 résidus d'acides 

aminés chacun et ressemblent aux domaines des anticorps. Les domaines a2 et 

a3 forment des ponts disulf ures intramoléculaires, permettant la formation de 



boucles comprenant respectivement 63 et 83 acides aminés. De plus, le domaine 

a3 semble se replier comme une région constante d'immunoglobuline avec 

laquelle il présente une homologie de séquence. Les domaines al et a2 sont 

polymorphes et ils ne présentent pas d'homologie particulière avec les 

domaines constants ou variables des immunoglobulines. Par contre ces deux 

domaines présentent une légère homologie l'un envers l'autre. 

La p2-microglobuline, chaPne 16gère des molécules de classe 1, comporte 

deux cystéines reliées par un pont disulfure, formant un domaine identique A 

ceux des immunoglobulines. Qui plus est, elle présente une forte homologie 

avec les régions constantes des immunoglobulines. On pense qu'elle s'associe 

avec la chalne lourde de classe 1, principalement au niveau de son troisième 

domaine (a3), et d'une manière identique a celle observée entre les domaines 

d'immunoglobuline. La fonction de la p2m semble être de stabiliser les 

molécules de classe 1. Elle pourrait peut-être aussi intervenir dans le 

transport des chalnes lourdes vers la membrane. 

b - Structure radiocristallographique d'une mol~cule de classe 

1 du CMH : site de liaiaoa l1antig8ne 

Un fragment soluble de la molécule HLA-A2 a pu être cristallisé et 

analyse par diffraction des rayons X avec une précision de 3,s Angtroms 

(BJORKMAN P.J. et col., 1987a.l . Ce fragment, obtenu après coupure par la 

papaïne de l'ancrage transmembranaire de la challne lourde, contient les 

domaines al, a2, a3 et p2m. La molécule HLA-A2 est composée de deux paires de 

domaines similaires du point de vue de la structure tertiaire. Il se confirme 

donc que les domaines a3 et p2m ont des structures tertiaires similaires et 

comparables celles des domaines des anticorps, mais qu'ils sont liés par une 



Figure 13 : Structure spatiale de la mol6cule de classe 1, HLA A2, du CMH 

(d'aprés sa structure radiocristallographique). On peut J 

distinguer les 3 domaines a l ,  a2 et a3 de la chaPne lourde 

ainsi que la p2 microglobuline (p2-m) . 



i n t e r a c t i o n  non déce lée  auparavant  dans les s t r u c t u r e s  d'immunoglobulines 

(Figure 1 3 ) .  

L e s  domaines al e t  a2 s o n t  également l ' u n  e t  l ' a u t r e  très s i m i l a i r e s ,  

mais p a s  du t o u t  comparables aux domaines c o n s t a n t s  ou v a r i a b l e s  des 

inmiunoglobulines. L e s  domaines al et  a2 forment une plate-forme composée de 

h u i t  f e u i l l e t s  p l i s s é s  $ a n t i - p a r a l l è l e s  (qua t re  de chaque domaine) surmontée 

p a r  deux h é l i c e s  a symetriquement d i s p o s é e s  (un de chaque domaine). I l s  

forment a i n s i  un sillon, d'une longueur de 25 Angstroms, d'une l a r g e u r  de 1 0  

Angstroms et  d'une profondeur de 11 Angtroms, s i t u é  e n t r e  les deux h é l i c e s ,  e t  

dont l e  fond est composé par  les h u i t  f e u i l l e t s  p l i s s é s .  L e s  p a r o i s  du s i l l o n  

son t  formées des  chatnes  l a t é r a l e s  des  deux h é l i c e s  e t  l e  fond, des chaPnes 

l a t é r a l e s  des f e u i l l e t s  p l i s s é s  centraux.  C e  s i l l o n  est s i t u é  au sommet (par  

rapport  a l a  base en contac t  avec l a  su r face  c e l l u l a i r e )  et  l a  su r face  de l a  

molécule de c l a s s e  1 (Figure 1 4 ) .  

Dans un a r t i c l e  associé ,  BJORKMAN P . J .  e t  c o l .  montrent que l a  p l u p a r t  

des a c i d e s  aminés polymorphes de l a  molécule de c l a s s e  1 q u i  son t  impliqués 

dans 1 ' i n t e r a c t i o n  (non cova len te )  de 1 ' an t igène  avec  c e t t e  molécule s o n t  

s i t u é s  s u r  l e s  p a r o i s  i n t e r n e s  ( h é l i c e s )  ou l e  fond ( f e u i l l e t s  p l i s s é s )  du 

s i l l o n .  L e s  p a r o i s  e x t e r n e s  ( h é l i c e s )  du s i l l o n  p o u r r a i e n t  i n t e r v e n i r  

p ré fé ren t i e l l ement  dans l ' i n t e r a c t i o n  (non covalente)  de c e t t e  molécule avec 

le récepteur  a l a  su r face  des c e l l u l e s  T (BJO- P . J .  et  c o l . ,  1987b. . C e s  

éléments s o n t  for tement  en  faveur  d'une t h é o r i e  s e l o n  l a q u e l l e  le  s i l l o n  

c o n s t i t u e r a i t  le  s i te  de l i a i s o n  (non covalente)  de l ' a n t i g è n e  s u r  l a  molécule 

de c l a s s e  1 CMH, e t  c e t  ensemble s e r a i t  reconnu par  l e  récepteur  a l a  su r face  

des c e l l u l e s  T.  En d i f f r a c t a n t  les c r i s t a u x  de l a  molécule HLA-A2, ces  auteurs  

ont  remarqué dans ce s i te  ( e n t r e  les deux h é l i c e s )  une d e n s i t é  é l ec t ron ique  ne 



Figure 14 : Vue de dessus du sillon au sommet de la molécule de classe 1, 

HLA A2, du CMH. Les domaines al et a2 délimitent le sillon en 

apportant chacun, 1 hélice a et 4 feuillets pliss6s P .  



Figure 15 : Structure schématique des molécules de classe II du CMH. 



faisant pas partie de la molécule. Il est trés probable qu'il s'agisse la d'un 

peptide antigénique CO-purifié et CO-cristallisé avec la molécule de classe 1. 

Si cela était le cas, le complexe formé devait être particulièrement stable. 

Un peptide de huit résidus (étendu sans conformation particulière ou dans une 

conformation plissée-B stabilisee par son interaction avec le CMH) ou de 20 

résidus (hélice a) aurait tout a fait la place de se loger dans le sillon. 

L'une des extrémités du sillon semble ouverte et pourrait permettre a un 

peptide antigénique long (plus de 20 résidus) de s'étendre dans cette 

direction. L'autre extrémité contient quatre résidus hautement conservés qui 

semblent fermer le sillon (Figure 14). 

a - Structure global* de8 mal6cule8 de cla88e II 

Il existe au moins duex locus du CMH de classe II chez la souris (1-A et 

1-E) et trois chez l'homme (DP, DQ et DR) . 

Les molécules de classe II du CMH sont des hétérodimères glycoprotéiques 

comprenant une chalne lourde (a) et une chalne légére ($) . La chalne a a une 
masse moléculaire variant de 30 a 34 kDa et la chaîne $ de 26 a 29 kDa, en 

fonction du locus d'origine. Chaque cha4ne comporte 4 domaines (Figure 15): 

- deux domaines extracellulaires d'environ 90 acides aminés chacun (al et 
a2, ou $1 et $2); 

- une région transmembranaire d'environ 30 résidus; 
- un court domaine intracytoplasmique. 

Les deux domaines N-terminaux al et pl, ne présentent aucune homologie de 

séquence avec les immunoglobulines (comme les domaines al et a2 des molécules 



U de classe I), tandis que les domaines a2 et $2, comme les domaines a3 et P2m 

des molécules de classe 1, ont les caractéristiques d'un domaine 

d'immunoglobuline. Le domaine $1 possède deux résidus de cystéines au 

positions 15 et 79, liés par un pont disulfure formant une boucle de 64 acides 

aminés. Le domaine al ne peut pas former de ponts disulfure car il ne contient 

pas de cyst6ine. Les domaines a2 et $2 ont des ponts disulfure formant des 

boucles de 56 acides aminés. 

Les molécules de classe II du CMH Sont associées A une chaîne de 31 kDa, 

la chaîne invariante appelée Ii (JONES P .P. et col., 1979.) . Les 2 chaînes a 
et $ sont complexées A la chaîne Ii durant leur biosynthèse avant de former 

l'hétérodimère a$ (KVIST S. et col., 1982.). Cette association persiste 

pendant tout le transit intracellulaire. Il a été proposé que la chaîne Ii 

empêche l'association des molécules de classe II avec des peptides d'origine 

endogène, en occupant le site de liaison a l'antigène (ROCHE P.A. et CRESSWELL 

P., 1990 et TEYTON L. et col., 1990.). 

b - Modélisation de l a  structura spat ia l e  du site de l i a i s o n  A 

l gant ig8ne  des mol&cules de c l a s s e  II  da CMH 

Les molécules de classe 1 et II du CMH ont des activités comparables 

puisqu'elles permettent aux cellules T de reconnaître les antigènes 

polypeptidiques "digérés", par l'intermédiaire du même récepteur de surface. 

Toutes deux présentent une structure en domaines similaire, et leur 

organisation génétique est comparable. Leurs domaines N-terminaux (al et a2 

dans les mol6cules de classe 1 et al et $1 dans les molécules de classe II) 

sont hautement polymorphes et semblent responsables de la liaison aux peptides 

antigéniques au sein d'un site unique et, en partie, de la reconnaissance par 

le récepteur des cellules T. Il existe des peptides capables de se fixer 



indifféremment sur les molécules de classe 1 et de classe II du CMH et 

capables d'induire ainsi des réponses T restreintes séparément par les 2 

classes du CMH. Un des domaines N-terminaux des molécules de classe II 

présente une légère homologie avec les domaines al et a2 des molécules de 

classe 1. 

La structure radiocristallographique des molécules de classe II du CMH 

n'est pas connue. Aussi, compte tenu des éléments que nous venons de 

rapporter, le site de liaison aux peptides antigéniques de ces molécules été 

modélisé (BROWN J.H. et col., 1988.1, a partir des résultats obtenus lors de 

l'analyse de la structure radiocristallographique d'une molécule de classe 1 

de CMH (BJORKMAN P.J. et col., 1987a.l . Ce travail a également nécessité la 
comparaison des zones comprenant des résidus conservés ou polymorphes parmi 26 

molécules de classe 1 et 54 molécules de classe II. 

Le modèle fabriqué fait apparattre, comme dans la molécule de classe 1, 

un sillon délimité par les deux hélices a C-terminales des deux domaines 

polymorphes al et pl, dont le fond est formé de feuillets plissés p N- 

terminaux de chaque domaine. Il est donc possible de se figurer le site de 

liaison aux peptides antigéniques des molécules de classe II comme on l'a fait 

pour celui des molécules de classe 1. Les considérations spatiales (taille des 

peptides antigéniques, etc.) que nous avons envisagées dans un cas semblent 

également valables dans l'autre cas. 



C - STRUCTURE DU RECEPTEUR POUR L'ANTIGENE DES CELLULES T 

(RECEPTEUR T) 

Nous avons vu que les cellules B utilisent des immunoglobulines 

(anticorps) à leur surface comme récepteur spécifique de l'antigène (récepteur 

B). Les cellules T utilisent un récepteur différent (récepteur T) qui a été 

extrêmement difficile à mettre en évidence et qui n'a été identifié avec 

certitude que depuis quelques années. Ce récepteur est le même à la surface 

des cellules T auxiliaires et T cytotoxiques. 

La reconnaissance de l'antigène par les récepteurs B et T est très 

différente. Dans le cas des antigènes protéiques, le récepteur B reconnait en 

général, des structures tertiaires natives en solution, alors que le récepteur 

T reconnait des structures primaires issues de la dégradation de l'antigène, 

associées aux molécules du CMH 3 la surface des cellules présentatrices de 

l'antigène. ~éanmoins, il existe quelques similitudes entre les deux types de 

récepteurs : 

- tous deux peuvent reconnaitre une grande variétés d'antigènes; 

- dans les deux populations cellulaires qui les produisent, chaque 
cellule individuelle exprime un récepteur et un seul, spécifique d'un 

antigène ; 

- on retrouve des similarités de structures génomique et protéiques entre 

les deux récepteurs. 

Bien qu'étant des protéines distinctes, codées par des groupes de gènes 

différents, les récepteurs d'antigènes des cellules B et T semblent être 

dérivés d'un ancêtre commun. 



Figure 16 : Structure sch6matique du rbcepteur pour l1antig&ne des 

lymphocytes T .  



1 - Structura globale du rdcepteur T 

Chez l'homme, le récepteur pour l'antigène a la surface des cellules T 

est un hétérodimère glycoprotéique ayant une masse moléculaire de 90 kDa. Il 

comprend deux chalnes peptidiques (Figure 16) : 

- une chalne a d'une masse moléculaire de 45 kDa; 

- une chalne j3 d'une masse moléculaire de 40 kDa. 

Chaque chalne est composée, comme les molécules d'anticorps, d'une region 

constante (Cl C-terminale et d'une région variable (V) N-terminale. Les 

régions C des deux chalnes sont implantées dans la membrane de la cellule T et 

possédent de petits segments intracytoplasmiques. Chacune des régions C et V 

est caractérisée par une organisation en domaines d'environ 65 résidus 

d'acides aminés (un domaine C et un domaine V par chalne) verrouillés, chacun 

par un pont disulfure intrachalne. Les deux chalnes a et $ sont elles-mêmes 

liées par l'intermédiaire d'un seul pont disulfure interchalne. Les zones où 

sont situées ces cystéines pourraient, en dépit du manque de proline, 

correspondre A la région charnière des immunoglobulines. Chacune des régions C 

et V des deux chalnes présente donc une homologie d'organisation en domaine, 

en plus d'une certaine homologie de séquence, avec les anticorps. 

Le récepteur T est exprimé sous forme d'un complexe moléculaire qui 

implique également 3 autres chalnes polypeptidiques (Figure 17) : 

- chaine y glycosylée, de masse moléculaire 25 kDa; 

- chaine 6 glycosylée, de masse moléculaire 20 kDa; 

- chalne e, de masse moléculaire 20 kDa. 

Ces chalnes sont associées de façon non covalente les unes avec les 



Figure 17 : Structure schBmatique de la molBcule CD3 associée au récepteur 

pour l'antigène des lymphocytes T (TCR) . 



autres. Toutes ont un domaine N-terminal extracellulaire et un peptide 

transmembranaire. Environ un tiers de la chaîne y est intracytoplasmique. 

Ensemble, ces trois chaînes forment une macromolécule appelée CD3 (on le 

désigne aussi sous le nom de T3) chez l'homme, liée de façon non covalente 

avec l'hétérodimdre US du récepteur T. Les séquences intracytoplasmiques des 

chaînes y et 6 sont extrêmement conservées chez l'homme et la souris. Il 

existe des sites de phosphorylation actifs sur la portion intracytoplasmique 

de la chaPne y. Il semblerait que la molécule CD3 permette la transduction de 

signaux vers l'intérieur de la cellule, lorsque les cellules T sont activées 

par la fixation de lVantig&ne h son récepteur, h la surface de la cellule. 

Il existe un autre récepteur T, le récepteur 6y (les chaînes 6 et y 

envisagées ici n'ont rien a voir avec les chalnes 6 et y de la molécule CD3). 

Celui-ci semble exprimé h la surface de lignées cellulaires différentes de 

celles exprimant le récepteur US, et il est dérivé de gdnes différents. 

~éanmoins, sa structure générale ressemble fort a celle du récepteur T a$. 

2 - Structures LPpliqu&es dans Ir liaison A l'antigdne et A la 

mol&cule du CMH (domaines variables des chalnes a et p) 

Comparativement aux immunoglobulines, il y a moins de gdnes qui codent 

pour les différents domaines variables (V) du récepteur T. Il est par 

conséquent plus difficile d'identifier les zones d'hypervariablilté. 

Néanmoins, les domaines V qui ont été séquencées h ce jour présentent une 

variablité de sequence globale plus grande que les domaines V des 

immunoglobulines. Les sbquences variables du récepteur T présentent une 

variabilité répartie sur toute leur longueur. Toutefois, les segments qui, par 

homologie, correspondent aux régions hypervariables du récepteur B sont 

particuliérement variables et codent trds probablement pour les sites de 



fixation du récepteur T sur le complexe antigène-CMH. Cette idée est fondée 

sur l'hypothèse que les domaines V du récepteur T se replient d'une façon 

comparable aux domaines V du récepteur B (imnunoglobuline). 

D - MODE DE RECONNAISSANCE (ANTIGENICITE) DES PEPTIDES 

ANTIGENIQUES 

Nous allons maintenant parler d'interactions peptide antigénique- 

molécule du CMH d'une part et récepteur T-(peptide antigénique-molécule du 

CMH) d'autre part. 

1 - Comparaison antig6nicit4 T / antigenicith B 

Quelles que soient l'aspect des liaison8 mises en jeu, elles sont 

toujours non covalentes et feront appel aux mêmes liaisons que celles 

rencontrées dans l'interaction antigène-anticorps, c'est-a-dire : 

- lia iaon hydroghne ; 

- liaison 41ectrostatique (nIONIQUEu); 

- forces de VAN DER WAALS (forces de KEESOM, forces de DEBYE et 

forces de LONDON) ; 

- liaison hydrophobe. 

Ici aussi les molécules interagissant devront posséder des structures les 

plus complémentaires possibles sous peine de voir appara'ître des forces 

st6riques de r4pulsion. 

A l'heure actuelle, il n'est pas possible d'obtenir suffisamment de 

matériel pour envisager une analyse radiocristallographique de la structure 

tertiaire du récepteur T avec ses ligands, comme cela a été réalisé avec les 



immunoglobulines. Toutefois de nombreux travaux nous permettent d'appréhender 

assez précisément les phénomènes mis en jeu. 

Nous avons vu que la reconnaissance de l'antigéne par les cellules T 

nécessite sa dégradation enzymatique dans des cellules présentatrices qui 

exposeront les fragments antigéniques associés à une molécule du CMH. En 

conséquence, les régions protéiques impliquées dans l'activation des cellules 

T (que l'on peut appeler épitopes T par extrapolation de la dénomination 

d'épitopes B) pourront indifféremment être situées à la surface ou à 

l'intérieur de la structure protéique native. 

Récepteurs B et récepteurs T reconnaîtront le plus souvent des épitopes 

différents de la protéine antigénique et les épitopes T seront souvent moins 

nombreux. Les épitopes T seront séquentiels (régions d'acides aminés 

contigus) ou conformationnels continus (région d'acides aminés contigus 

arrangés dans une conformation bien définie), dans la mesure où la restriction 

imposée par le CMH, dont nous allons parler n'autorise qu'une liaison fragment 

antigénique-molécule du CMH (au niveau du sillon) sous forme d'un peptide 

étendu ou replié dans une conformation particuli8re. 

Faisant généralement appel à des éléments de structures primaires ou 

secondaires, il apparait donc que les épitopes T sont beaucoup plus faciles à 

mimer par des peptides synthétiques que les épitopes B. 

2 - La restriction par les molécules du CMH et ses conséquences 

Que ce soit à la surface des CPA (CMH II) ou d'une cellule infectée (CMH 

11, la reconnaissance de l'antigène par son récepteur à la surface des 

cellules T est g4nétiquement restreinte par les molécules du CMH. Cela 
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Figure 1 8  : In te rac t ions  poss ib les  e n t r e  un fragment ant igénique (pept ide  P) 

présenté  par  une molécule de c l a s s e  1 du CMH (al, a2, a3 e t  

B2m) e t  l e  récepteur  spéci f ique  (Tcr) à l a  su r face  d'un 

lymphocyte T cytotoxique. 



signifie que les récepteurs A la surface des cellules T d'un organisme donné 

sont incapables de reconnartre des fragments antigéniques isolés pas plus que 

les molécules du CMH de l'organisme prises isolément, par contre ils sont 

capables de reconnaitre un fragment antigénique sur une mol6cule du CMH du 

même organisme (molécule caractéristique du "soi"), h laquelle il est 

physiquement lié. L'association entre le peptide antigénique et la molécule du 

CMH doit donc s'effectuer avant la reconnaissance de ce complexe par le 

récepteur T. Cette notion de séquence des événements est très importante pour 

l'efficacité de la réponse immunitaire. 

Puisque la reconnaissance de l'antigène par les récepteurs h la surface 

des lymphocytes T est restreinte du point de vue du CMH, cela implique très 

certainement que les cellules T raconnaiasent aimultan6ment la 

combinaison des deux entités. Très nombreux sont les arguments en faveur de la 

théorie oh un récepteur T unique (celui que nous avons décrit) h la surface 

des cellules T serait impliqué dans ce phénomène (Figures 18 et 19), plut6t 

que d'une théorie oh les cellules T utiliseraient deux récepteurs distincts. 

Et, il est donc trés probable que des parties distinctes du fragment 

antigénique interagissent avec le récepteur T et la molécule du CMH. 

Nous pouvons alors imaginer comment, au niveau moléculaire, l'interaction 

récepteur T-antigène est génétiquement restreinte par le CMH : les différentes 

molécules du CMH exprimées au sein d'un même organisme (six au maximum de 

classe 1 et 10 a 20 de classe II par individu, chez l'homme) divergent, nous 

l'avons vu, de façon non négligeable au niveau de leur site de liaison h 

l'antigéne; elles lient donc différents fragments antigéniques, ou lient 

différemment un même fragment. Ainsi, des molécules distinctes du CMH de 

l'organisme peuvent présenter des épitopes distincts d'une protéine 



Th 

Tcr 

I 

Tc 

Tcr 

B2-m 

Figure 19 : Interactions hypothétiques (reconnaissance) entre lymphocytes T 

axiliaire (Th) et T cytotoxique (Tc) et leurs ligands (Tcr = 

récepteur spécique pour l'antigène a la surface du lymphocyte; 
CL. "1" ou 'IIw = molécule de classe 1 ou II du CMH). 



antigènique aux cellules TI certains épitopes n'étant pas présentés aux 

cellules T d'un organisme (individu non repondeur car l'antigène est 

masqué vis-A-vis du système immunitaire et aucune réponse, humorale ou 

cellulaire, ne sera obtenue), alors qu'ils peuvent l'être dans un autre 

organisme. En conséquence, la nature et la force de la réponse immunitaire 

d'un individu vont dépendre en première instance de ses molécules du CMH. 

Toutefois, les quelques molécules du CMH exprimées au sein d'un organisme 

ont la capacité de lier un grandanombre de peptides différents. L'interaction 

peptide-CMH est donc fortement dégénérée. Ceci a été démontré par SETTE A .  et 

col. qui ont trouvé qu'une molécule particulière du CMH peut se lier à plus de 

10% (entre 10 et 20%) des fragments peptidiques de n'importe quelle protéine 

et que l'interaction peut supporter 80 A 90% de substitutions différentes 

avant de s'en trouver modifiée (SETTE A. et col., 1987.). 

D'autre part, la fixation du peptide antigénique au CMH et sa 

présentation aux cellules T est une condition nécessaire mais non suffisante à 

l'induction d'une réponse cellulaire T : le répertoire des récepteurs T n'est 

pas infini et, qui plus est, il est entamk par les processus de tolérance au 

"soi" dans le thymus. Cependant de nombreuses associations peptide antigénique 

étranger-CMH seront reconnues par les cellules T (dans ce cas, l'individu 

sera répondeur) . La reconnaissance par les cellules T est très spécifique et 
n'accepte pas plus de 10 A 20% de substitutions différentes au sein du peptide 

antigènique (SETTE A. et col., 1987.) . C'est elle qui permet le maintient de 
la spécificité de la réponse immune. 

On comprend mieux alors que les cellules T d'espèces différentes et même 

d'individus différents de même espèce soient stimulées par différentes régions 

d'une protéine antigénique. Il existe, globalement, plus de contraintes sur 



les régions d'une protéine capables de stimuler les cellules T (régions devant 

chacune être bien potentialisée et préservée par la dégradation dans la CPA et 

nécessitant par la suite une liaison h une mol6cule du CMH, afin d'être 

reconnue par un récepteur T) que sur les régions stimulant les cellules B 

(régions directement reconnues par les récepteurs B) . Ceci pourrait expliquer 
pourquoi il existe moins d'épitopes T que d'épitopes B au sein d'une protéine 

antigénique. 

La nature des acides aminés situés dans l'épitope T de la protéine 

antigénique est importante pour au moins trois raisons (KURATA P. et BERZOFSKY 

J.A., 1990.) : 

- certains sont nécessaires h l'interaction avec la molécule du C M ;  

- d'autres sont nécessaires h l'interaction avec le récepteur T et 

constituent lV&pitope vrai. Ils peuvent peut-être également favoriser 

le bon contact entre le récepteur T et la molécule du CMH; 

- d'autres enfin, pourraient être importants pour stabiliser l'épitope 
dans sa meilleure conformation (en hélice a par exemple) de façon h 

faciliter le contact avec la molécule du CMH et le récepteur T. 

Il pourrait exister également des régions de la protéine antigénique 

native influençant le choix de l'épitope T parmi différentes possibilités. On 

peut penser par exemple h des régions influençant la maniére dont la protéine 

va être dégradée et présentée par la CPA. 



IV - METHODES DE PREVISIOI DES EPITOPES 

A - INTRODUCTION 

Il est exceptionnel de disposer de la structure tridimensionnelle des 

antigénes étudiés. Les progres récents de la biologie moléculaire font qu'un 

nombre de plus en plus élevé de protéines ne sont connues que par leur 

séquence, déduite de la séquence nucléotidique du gène correspondant. Le plus 

souvent, on ne dispose donc que de la structure primaire de l'antigéne étudié. 

Or, malgré le fait que les fragments N- et C-terminaux d'une protéine sont 

souvent accessibles en surface et, ainsi, souvent antigéniques, il n'est pas 

facile de prédire les zones potentiellement intéressantes. Toutefois, a partir 
L. 

des structures antigéniques connues de quelques protéines, de nombreux auteurs 

ont essayé de corréler la position des épitopes avec certains aspects des 

structures primaire, secondaire et tertiaire des protéines. Cela a permis 

d'établir un lien entre la localisation des &pitopes et certaines propriétés 

de segments peptidiques des protéines. Ce sont ces propriétés que nous allons 

décrire par la suite. 

Assisté de programmes informatiques, il est ainsi possible d'effectuer un 

choix judicieux sur la base de crithres pr&visionnels, afin de prédire les 

épitopes impliqués dans le déclenchement de la réponse immune (épitopes B 

impliqués dans la réponse humorale et épitopes T impliqués dans la réponse 

cellulaire) . Ces épitopes pourront ensuite être mimés sous forme de peptides 
synthétiques. 



B - PRZLVISION DES EPITOPES B 

La recherche des épitopes B sera particuliérement axée sur la sélection de 

zones a la surface de la protéine. Il est nécessiare de compléter cette 

recherche par la connaissance d'inf ormations de type conf ormat ionnel afin de 

sélectionner judicieusement un plus grand nombre de structures susceptibles 

d'être reconnues par le systhme immunitaire. Ceci permettra par la suite de 

reproduire, plus ou moins finement, selon la nature de l'information, des 

épitopes B conformationnels. 

La connaissance de l'organisation tridimensionnelle d'une protéine, 

définie par la diffraction des rayons X, permet de repérer aisément les 

zones en surface et de visualiser de maniere claire l'information 

- 
conformationnelle. Cependant, les Btapes de cristallisation qui précédent 

l'analyse des macromolécules sont extrêmement laborieuses et elles ont limité 

la connaissance des structures spatiales a quelques centaines de protéines 

seulement. 

 utilisation de la r&sonance magnetique nucleaire ( R M N ) ,  qui 

s'applique a un milieu non cristallin (macromolécules en solution), est 

rapidement limitée, quant a elle, par la taille des molécules a analyser. 

Néammoins, elle permettra de définir la structure tertiaire des molécules dont 

le poids moléculaire est inférieur a 10000 kDa. 

La sélection de zones a la surface des proteine ainsi que celle de 

certains types de conformations s'appuie sur une serie de critères de 

probabilité, definis sur la base des propriétés physicochimiques des résidus 

et de leurs comportements dans le contexte de structures tridimensionnelles 

connues. Ces critéres permettent une pr4diction épitopique a partir de la 



s t r u c t u r e  pr imaire  quand c e l l e - c i  est seu le  d i spon ib le .  Performants l o r s q u ' i l  

s ' a g i t  de r e p é r e r  une zone a c c e s s i b l e  (DUBEAUX C . ,  1988. ) ,  i l s  son t  p lus  

imprécis  pour d é f i n i r  une s t r u c t u r e  secondai re  e t  i l s  ne permet tent  pas de 

p r é d i r e  l a  s t r u c t u r e  t e r t i a i r e  r é s u l t a n t  du reploiement ("folding")  g loba l  de 

l a  molécule. C e s  c r i t è r e s  permettent  l a  p r é d i c t i o n  d ' d p i t o p e s  s é q u e n t i e l s  

( con t inus )  ou d ' é p i t o p e s  conformationne18 c o n t i n u s .  

Tou te fo i s  s i  l a  p r o t é i n e  é t u d i é e  p r é s e n t e  une ana log ie  avec d ' a u t r e s  

p r o t é i n e s  don t  l a  s t r u c t u r e  t e r t i a i r e  est connue, l a  m o d é l i  s a t i o n  

m o l d c u l a i r e  q u i  c o n s i s t e  h r e c o n s t i t u e r  l a  s t r u c t u r e  p r o t é i q u e  s e l o n  

l ' é d i f i c e  molécu la i re  des  p r o t é i n e s  analogues,  semble ê t re  un o u t i l  t r è s  

performant.  E l l e  permet notament de s é l e c t i o n e r  l e s  zones en s u r f a c e ,  de 

p r é d i r e  des  éléments de s t r u c t u r e  secondai re  e t  e l le  a p p a r a l t  unique pour 
d 

préd i re  l a  s t r u c t u r e  t e r t i a i r e  A p a r t i r  de l a  s t r u c t u r e  primaire.  

1 - C r i t h e s  thermodynamiques 

Ces c r i t è r e s  souvent connus sous l e  nom de c r i t è r e s  de HOPP T.P.  e t  

WOODS K . R .  permet tent  d ' e s t imer  1 ' h y d r o p h i l i e  moyenne de c o u r t e s  séquences 

pept id iques  ( 6  ac ides  aminés) (HOPP T.P. e t  WOODS K.R. ,  1981 e t  HOPP T.P. e t  

WOODS K.R. ,  1983. ) .  L 'hydrophil ie  moyenne est  d é f i n i e  comme l a  moyenne des 

hydrophi l ies  des chaPnes l a t é r a l e s ;  e l le  est a t t r i b u é e  au premier ac ide  aminé 

de l 'hexapept ide  e t  l e  c a l c u l  est répé té  l e  long de l a  séquence p ro té ique  en 

décalant  l a  f eng t re  d'un incrément d'un ac ide  aminé A chaque pas.  

C e s  c r i t è r e s  s o n t  c a l c u l é s  s u r  l a  base des  c o e f f i c i e n t s  de pa r t age  des 

d é r i v é s  d ' ac ides  aminés, protégés s u r  l e u r s  fonc t ions  amine e t  carboxylique, 

e n t r e  d i f f é r e n t s  so lvan t s .  L e s  paramètres u t i l i s é s  pa r  HOPP T.P. e t  WOODS K.R.  

(HOPP T.P. e t  WOODS K.R. ,  1981.) ont  été d é f i n i s  précisemment h p a r t i r  de ceux 



Acide 
aminé 

A r g  
ASP 
Glu  
LY s 
Ser 
A s n  
G l n  
GlY 
P r o  
T h r  
A l  a 
H i s  
CY s 
M e t  
V a l  
I l e  
L e u  
TY r 
P h e  
T r P  

Valeur Valeur Acide 
dlhydrophilie dlacrophilie aminé 

Tableau 1 : 

Echelles dlhydrophilie 

(T.P., 1984.). 

(HOPP T.P. WOODS K.R., 

G ~ Y  
P r o  
A s n  
Asp 
S e r  
L y s  
G l u  
a r 9 
Thr 
G l n  
His 
A l  a 
V a l  
M e t  
T y r  
L e u  
I l e  
CY s 
Phe 
T r P  

ilie 



t employés par LEVITT M. et CHOTTIA C. (LEVITT M. et CHOTTIA C., 1976.) qui les 

avaient obtennus de mesures d'énergie libre de transfert eau/méthanol définies 

par NOZAKI Y. et TANFORD C. (NOZAKI Y. et TANFORD C., 1971. ) . Certains 
paramètres ont été modifiés pour améliorer la corrélation avec des protéines 

dont les épitopes dominants avaient pu être localisés. Les valeurs d'énergie 

libre de transfert eau/méthanol et d'hydrophilie de chaque résidu sont 

représentées dans le Tableau 1. 

Un des probléme de cette méthode réside dans le fait qu'elle privilégie 

les chaPnes latérales ionisables aux dépends des chaPnes polaires. Elle 

présente en plus l'inconvénient de perdre l'information conformationnelle (par 

exemple, elle ne rend pas compte de la forte probabilité qu'a la proline de se 

trouver dans un coude p ) .  Par conséquent, on tiendra compte d'autres types de 
3 

paramètres, tels que ceux dérivés des critères statistiques. 

L'étude de protéines dont la structure tridimensionnelle est connue permet 

de déduire, pour chaque résidu ou groupe de résidus, des c r i t d r e a  

statistiques déterminant l'accessibilité moyenne ou la probabilité d'adopter 

tel ou tel type de conformation. Cependant ces paramètres sont le fruit d'un 

échantillonage effectué à partir de protéines globulaires, et leur extension 

aux protéines de surface est h considérer avec précaution. 

8 - Acrophilir 

Les valeurs d'hydrophilie ne permettent pas de prédire la localisation de 

tous les sites antigeniques connus; aussi HOOP a-t-il réajusté ces valeurs en 

les dénommant valeurs d'acrophilie (Tableau 1) et en se basant sur 49 



Amino 

Acide 

- 

I l e  

Val 

Leu 

Phe 

C Y ~  

Met 

Ala 

G ~ Y  

Th r 

T  r p  

Ser  

Tyr  

Pro 

H i  s 

Glu 

Gln 

A ~ P  

A s  n  

LYS 

A ~ R  

I n d i c e  

d f H y d r o p a t h i e  

AG'Transfert  

eau-vapeur 

F r a c t i o n  d e s  

: h a i n e s  l a t é r a l e s  

100 X e n f o u i e s  

TIbleru II : 

Echelle d'hydropathie (CHOTHIA C., 1976.). 

F r a c t i o n  d e s  

c h a î n e s  l a t é r a l e s  

9 5  X e n f o u i e s  



protéines cristallisées dont la structure spatiale était connue (HOOP T .P., 

1984.). Les acides aminés qui apparaissent fréquemment dans les zones 

fortement exposées (Gly, Pro, Asn, Asp et Ser) sont ainsi mis en évidence. 

Il n'existe pas de différences notables dans le bas des échelles des 2 

tableaux d'hydrophilie et d'acrophilie (Tableau I), un acide aminé hydrophobe 

étant également "acrophoben. Par contre, les petits résidus sont au sommet de 

l'échelle d'acrophilie alors que l'échelle d'hydrophilie est dominée par les 

résidus chargés. 

b - Hydropathie 

Le terme d'"hydropathien a été proposé par KYTE J. et DOOLITLE R.F. (KYTE 
u 

J. et DOOLITLE R.F., 1982.). Il désigne à la fois l'hydrophilie et la 

lipophilie d'un segment peptidique. Le calcul, semblable A celui de HOPP T.P. 

et WOODS K .R., consiste à af fecter une valeur moyenne h un segment peptidique 

de longueur donnée et à déplacer ce segment tout au long de la protéine selon 

un incrément d'un résidu. 

Les indices dthydropathie (Tableau II) sont issus des paramètres de 

CHOTHIA C. qui a mesure, pour chacun des 20 acides aminés au sein de 12 

protéines globulaires, le nombre de résidus exposés en surface et le nombre de 

résidus enfouis (CHOTHIA C., 1976.). Deux définitions d'un résidu enfoui étant 

utilisées : enfouissement total (100 %) ou presque total (95 $ 1 ,  correspondant 

A une exposition inferieure à 5% de la chaine (Tableau II). 



c - Surface accessible 

Si le volume d'une protéine globulaire (c'est-a-dire le nombre de résidus 

qu'elle contient) crolt avec le cube du diamétre, la place disponible en 

surface n'augmente qu'en raison du carré du diamètre (JANIN J., 1979.). 

Autrement dit, plus une protéine globulaire est volumineuse, plus elle sera 

exigeante quant a l'hydrophilie des résidus qui seront placés en surface. 

Il existe une relation simple entre le nombre d'acides aminés enfouis (ng) 

et le nombre total de résidus (n) contenu dans une protéine : 

k = n1/3 - nB1/3 équation (1) 

La valeur de k dépend de la définition donnée au terme d'"acide aminé 

enfouin : 

- si on exclue tout contact avec l'extérieur, k a une valeur de 3,O + ou - 
0,4; 

- si on admet un contact de 10 20 Angtroms carrés (correspondant A 

l'émergence dl 1 ou 2 atomes seulement), k prend des valeurs 2 + ou - 2 
à 1,62 + ou - 0,13. 

La valeur de k est donc directement reliée à l'épaisseur de la couche en 

surface qui varie de 9,6 Angtroms (quand on considhre comme enfoui les résidus 

n'ayant aucun contact avec l'extérieur) a 5,2 Anstroms (quand on admet un 

contact de 20 Angstroms carrés). 

Dans une protéine B n résidus, la fraction g de résidu enfoui est 

calculée, pour chaque type d'acide aminé, selon l'équation proposée par JANIN 

J. (JANIN J., 1979.) : 



8 
Tableau III : 

Composition en acides aminés de 11int4rieur et de la surface d'une protéine 

globulaire (JANIN J., 1979. ) . 

d 

t 

1 

4 

J 

Energie l i b r e  ( ~ C a l / m o l e )  

f A Gt 

2.4 0.5 

2.9 0.6 

3.1 O . 7  

2.2 O .5 

4.6 O -9 

1.9 O - 4  

1.7 O . 3  

1.8 0.3 

1.6 0 - 3  

0.8 -0.1 

O - 7  -0 .2 

0.8 -0.1 

O - 5  -0.4 

0.6 -0.3 

0.4 -0.5 

0.4 -0.6 

0.3 -0.7 

0 03 -0.7 

0.1 -1 - 4  

0.05 -1 - 8  

Résidu 

Leu 

Val 

Ile 

Phe 

CY s 
Met 

A l  a 

G lY 

T r p  

Ser 

Th r 

His 

TY r 
Pro 

Asn 

A ~ Q  

Gln 

Glu 

Arg 

LYS 
b 

F r a c t i o n  mola i re  

Enfouie Access ib le  

11.7 4.8 

12.9 4.5 

8 - 6  2.8 

5.1 2.4 

4.1 0.9 

1.9 1 .O 

11.2 6.6 

11.8 6.7 

2.2 1.4 

8 .O 9 .4 

4.9 7 .O 

2 .O 2 5 

2.6 5.1 

2.7 4.8 

2 .9 6 - 7  

2.9 7.7 

1.6 5 - 2  

1.8 5.7 

0.5 4.5 

0.5 10.3 



équation (2) 

Où ng est calculé d'après l'équation (1) et où f est le pourcentage moyen 

de résidus enfouis calculé pour chaque type d'acide aminé : f = fraction 

molaire enfouie / fraction molaire accessible. 

Le comportement d'un résidu peut donc être défini par la valeur f 

représentant son coefficient de partition entre l'intérieur et l'extérieur 

(surface) de la protéine. On peut, par conséquent, déterminer la valeur de f 

en mesurant l'énergie libre du transfert du résidu de l'intérieur de la 

molécule vers l'ext6rieur : 
* 

AGh étant l'énergie libre de transfert d'une phase organique vers une 

phase aqueuse (NOZAKI Y. et TANFORD C., 1971.) . Les valeurs de f et AGt de 

chaque acide aminé sont représentées dans le Tableau III. La valeur f peut 

être considérée corne une caractéristique des acides aminés des protéines 

globulaires. Il est possible d'utiliser ces mêmes valeurs pour plusieurs 

valeurs de k, c'est-8-dire pour plusieurs épaisseurs de la couche en surface. 

(En calculant la valeur de g pour un volume croissant, on peut constater que 

la fraction de résidus enfouis ng augmente avec le volume de la protéine mais 

moins rapidement pour les résidus hydrophiles (Figure 20). Autrement dit, 

coxnme nous l'avons fait remarqué au début de ce paragraphe, plus une protéine 

globulaire est volumineuse, plus elle sera exigeante quant à l'hydrophilie des 

résidus qui seront places en surface. 



n = nombre t o t a l  de residus 

F i g u r e  20 : Fraction de rbsidus enfouis  en  fonct ion  du n o  t o t a l  de 

r6s idus .  



En r o u t i n e ,  l e  l o g i c i e l  que l ' o n  u t i l i s e  se sert d 'une  va leur  de k 

correspondant  a une couche de 5,2 Angstroms. Nous pouvons t o u t e f o i s  f a i r e  

v a r i e r  k de façon a considérer  une couche p lus  importante a f i n  de t e n i r  compte 

de l a  d é f o r m a b i l i t é  de  l a  s u r f a c e  p r o t é i q u e .  Notre l o g i c i e l  c a l c u l e  l a  

p r o b a b i l i t é  moyenne (1 - G i )  de t rouver  en su r face  t o u s  les hexapeptide (que 

l ' o n  déplace l e  long de l a  séquence se lon  un incrément de 1) de l a  p ro té ine ,  

d ' ap rès  l a  r e l a t i o n  : 

L e s  va leur s  de g é t a n t  ca lcu lées  grâce à l ' équa t ion  ( 2 ) .  

L'exposi t ion  moyenne théor ique  ( te l le  q u ' e l l e  est évaluée s u r  l a  base  du 

nombre d ' a c i d e s  aminés e t  dans l 'hypothése  d 'une s t r u c t u r e  g l o b u l a i r e )  est 

comparée à l ' e x p o s i t i o n  moyenne c a l c u l é e  (moyenne des e x p o s i t i o n s  des  

d i f f é r e n t s  rés idus ,  cons t i tuan t  effect ivement l a  p r o t é i n e ) .  

L e s  f a c t e u r s  d e  t e m p é r a t u r e  d e s  a c i d e s  aminés augmentent quand 

l 'é loignement p a r  rapport  au cen t ro ïde  d'une p ro té ine  g l o b u l a i r e  augmente. Une 

c o r r é l a t i o n  p e u t  a i n s i  g t r e  é t a b l i e  e n t r e  f a c t e u r s  de t empéra tu re  e t  

p r o b a b i l i t é  d t a p p a r a 4 t r e  en su r face  (PONNUSWAMY P .  K. e t  BHASKARAN R.,  1 9 8 4 .  ) , 

en favor i san t  des  s t r u c t u r e s  souples, les boucles en p a r t i c u l i e r .  

L e s  structure8 mobile8 son t  des  c i b l e s  de  choix  dans l a  mesure où l e u r  

soup lesse  les rapprochent d e  ce que peut  m i m e r  un p e p t i d e  e t  a u s s i  pa rce  



Acide Déplacement Facteur de flexibilité 
aminé (A0) O v.r. 1 v.r. 2 v.r. 

LY s 
S e r  
'=Y 
Pro 
ASP 
Glu 
Gln 
Thr 
Asn 
Arg 
Ala 
Leu 
His 
Val 
Tyr 
Ile 
Phe 
CY s 
~r~ 
Met 

Valeurs des déplacements (mobilité) (PONNUSWAMY P.K. et BHASKARAN R., 

1984.) et des facteurs de flexibilité pour O, 1 ou 2 voisins rigides (v.r.) 

(KARPLUS P.A. et SCHULZ G.E., 1985.). 



13 qu'elles représentent les épitopes séquentiels les plus probables. Ainsi, 

f 
lorsque l'on cherche A obtenir la reconnaissance d'une protéine par un 

anticorps anti-peptide ou l'inverse, on a plus de chance d'y parvenir en 

sélectionnant une zone mobile, dans la mesure où un épitope conformationnel 

est partiellement séquentiel et où le peptide synthétique saura le mimer 

convenablement. La valeur moyenne des déplacements (Tableau IV) des résidus 

d'un hexapeptide, attribuée au premier acide aminé, permet de définir le 

2 profil global de mobilité. 

KARPLUS P.A. et SCHULZ G.E. ont défini, également à partir des facteurs de 

température, des facteurs de flexibiliti  (Tableau IV) qui se distinguent des 

paramètres introduits par PONNUSWAMY P .K. et BHASKARAN R. puisqu'ils 

proviennent de l'étude de séquences peptidiques plus longues (30 résidus au 
4 

moins) (KARPLUS P .A. et SCHULZ G.E., 1985.) . La f lexibilité relative prédite 
i pour un résidu en position n d'un heptapeptide correspond à la somme des 
f 

t j  valeurs de flexibilité des acides aminés en position n-3, n-2, n-1, n, ntl, 

n+2, n+3. Ces valeurs de flexibilité sont affectées respectivement des 

facteurs 0,25; 0,50; 0,75; 1; 0,75; 0,50; 0,25 et sont modulées par la 

présence de O, 1, ou 2 voisins rigides. 

Il existe plusieurs méthodes permettant de prédire la structure secondaire 

c d'une protéine à partir de sa séquence en acides aminés. Parmi elles, la 

méthode de CHOU Y. et FASMAN G. est la plus couramment utilisée. 

d Le choix des séquences portera plus volontiers sur des zones fréquemment 

retrouvées en surface et réputées "épitopiquesu (coudes ou hélices a 

amphiphiles) susceptibles d18tre reproduites par un peptide de synthhse : 



- les coudes p correspondent aux changements de direction du squelette 

peptidique et ont une forte probabilité d'être exposés en surface; 

- si un peptide correspondant à une zone a-h4licoldale, pris isolément, 

n'adopte pas ce type de conformation, il en possède toutefois 

l'information dans sa séquence et pourra s'organiser progressivement, 

en interagissant avec un environnement adéquat (dans le cadre de 

l'interaction avec un rbcepteur). 

Au contraire, le choix peut encore porter sur des zones pour lesquelles 

l'absence de préférence conformationnelle laisse présager une flexibilité 

locale (a comparer avec les critères statistiques). Ceci peut diminuer les 

exigences conformationnelles imposées lors de la liaison de l'anticorps anti- 

peptide à cette zone de la protéine native ou inversement de l'anticorps anti- 
'4 

protéine native au peptide. Cette façon de voir les choses est en accord avec 

l'un des 2 modèles, proposés par NIMAN H.L. et col., concernant la 

reconnaissance immunune de protéines par des anticorps anti-peptide (NIMAN 

H.L. et col., 1983.). 

Il faudra éviter le choix de zones ayant une forte probabilité d'adopter 

des conformations qu'un peptide de longueur moyenne ne pourra pas adopter. Ce 

sera le cas, en particulier des zones de type feuillet plis84 p qui mettent 

en jeu le recouvrement de 2 zones pouvant éventuellement être distantes l'une 

de l'autre dans la structure primaire. De plus, les feuillets plissés 

constituent des structures généralement enfouies et, a ce titre, seront 

également à Bviter. 



a - 114thodr & CHOU Y .  et ? A S W  G .  

La méthode de CHOU Y.  e t  FASMAN G. permet de l o c a l i s e r  les coudes $, les 

h6l icea a a i n s i  que l e s  f e u i l l e t a  plisa611 $ (CHOU Y .  e t  FASMAN G . ,  1974a 

e t  CHOU Y.  e t  FASMAN G., 1974b.l.  Cependant, misme s i  c e t t e  méthode e s t  p r é c i s e  

( s u r t o u t  pour les coudes $ 1 ,  il se peut  que l a  séquence re t enue  adopte en 

r é a l i t é  (au s e i n  d e  l a  p ro té ine  na t ive  r e p l i é e )  une a u t r e  s t r u c t u r e  secondaire 

que c e l l e  q u i  e s t  p réd i t e .  

L e s  paramètres ont  été é t a b l i s  h p a r t i r  de 15 p ro té ines  dont l a  s t r u c t u r e  

s p a t i a l e  é t a i t  connue. Une é tude  s t a t i s t i q u e  permet de déterminer  l ' a p t i t u d e  

que p r é s e n t e  chacun des 20 ac ides  aminés n a t u r e l s  a p a r t i c i p e r  h t e l l e  ou 

te l le  conformation. D e s  paramètres s t ruc tu raux  peuvent ê t r e  a i n s i  c a l c u l é s .  On 
b 

d é f i n i r a  pour un ac ide  aminé donné les param&tres P a  e t  P$ correspondant aux 

> s t r u c t u r e s  en h é l i c e  a e t  en  f e u i l l e t  p l i s s é  $ avec : 
f 

r i  
I PU = fa P B =  _fB 

<fa> <f$> 

dans l e sque l s  fa e t  f$ représentent  l a  fréquence d ' a p p a r i t i o n  du r é s i d u  

dans chacune des  deux s t r u c t u r e s  e t  <fa> et  <f$> représentent  le  nombre moyen 

d ' ac ides  aminés cons t i tuan t  ces deux s t r u c t u r e s .  

Un segment de s i x  r é s idus ,  au s e i n  d'une p ro té ine ,  adoptera probablement 

une s t r u c t u r e  en h é l i c e  a s i  : 

- <Pa> > <PB> 

- <Pa> > 1,03 

La s t r u c t u r e  a -hé l i co ïda le  s e r a  p r i v i l e g i é e  s i  les ac ides  aminés q u i  l a  

c o n s t i t u e n t  indu i sen t  fortement c e t t e  s t r u c t u r e  a l o r s  que les rés idus  q u i  l a  

rompent (c'est le  cas, par  exemple, de l a  p r o l i n e  q u i  d é s t a b i l i s e  l ' h é l i c e  a) 

ne f i g u r e n t  pas dans l a  séquence. 



Figure 21 : Représentation graphique de la contribution de chaque résidu au 

moment hydrophobe (EISENBERG D. et col., 1982). 

(a) Distribution symétrique des hydrophobicités (pas 

d'amphiphilie) . 
(b) Distribution asydtrique des hydrophobicités (amphiphilie). 



Un segment de cinq résidus, au sein d'une protéine, aura une forte 

probabilité d'adopter une structure en feuillet plissé $ si : 

- <PB> > <Pa> 

- <P$> > 1,OS 

Cette probabilité est d'autant plus forte que le segment contient des 

résidus inducteurs de cette structure et ne comprend aucun élément qui la 

déstabilise. 

Dans le cas du coude $, le probleme est plus délicat puisque la position 

de chaque résidu sur le coude est très importante. Pour cette raison, il faut 

tenir compte d'une probabilité Pt = (fi x fit1 x fit2 x fit3) dans laquelle 

fi, fitl, fi+2, fi+3 représentent respectivement les fréquences d'existence 
'4 

des différents résidus en position i, i+l, i+2, i+3 du coude. Si Pt est 

supérieur A 0,s  IO-^, un coude $ en position i pourra etre prédit. 

Les paramètres structuraux sont tous calculés sur quatre résidus grâce au 

programme mis en oeuvre dans notre laboratoire. 

b - Moment hydrophobe et rept68entation d'EISENBERG D. et col. 

Quand une hélice a a pu être prédite par le critère de sélection 

précédent (Méthode de CHOU Y. et FASMAN G.) r le concept d1h61ice a 

amphiphile peut être apprécié en combinant l'échelle d'hydrophobicité A une 

représentation de l'hélice en projection axiale (Figure 21) (EISENBERG D. et 

col., 1982. ) . ~'hydrophobicité de chaque résidu est représentée par un 

vecteur dont la direction est radiale h partir de l'axe de l'hélice vers le 

carbone a du résidu concerné. Dans le cas d'une hélice a, cela reviendra h 

tourner de 100' autour du centre de l'hélice pour chacun des résidus se 



(2 succedant dans la séquence (puisque l'on trouve 3,6 résidus par tour d'hélice, 

donc pour une rotation de 360°). La longueur du vecteur correspond h la 

valeur d8hydrophobiciti Hi du résidu, donnée par les paramètres AGt de 

JANIN J. (Tableau III). Le sens du vecteur est représenté dans la ~igure 21 en 

traits pleins, et il est soumis au signe de la valeur d'hydrophobicité : 

positif (centrifuge) pour les résidus hydrophobes et négatif (centripète) pour 

les résidus hydrophiles. Une distribution asymétrique des vecteurs sur l'une 

des 2 faces du syst&me a-hélicoïdal témoigne d'un caractère amphiphile marqué 

(Figure 21b) . 

C - PREVISION DES EPITOPES T 

Conune nous l'avons vu précédemment, si les cellules B peuvent reconnattre 
L 

1 'antigène non dénaturé par 1 'intermédiaire de leurs récepteurs de surface 

(immunoglobulines), il n'en va pas de même pour les récepteurs spécifiques de 

l'antigène h la surface des cellules T. Dans ce cas, la reconnaissance de 

l'antigène implique une étape de dégradation protéolytique de l'antigène 

(appelée nprocessingn) au sein d'une cellule présentatrice de l'antigène (CPA) 

puis sa présentation h la surface cellulaire en association avec une 

glycoprotéine du complexe majeur d'histocompatibilité. 

1 - 861ice a amphiphile 

DE LIS1 C. et BERZOFSKY J. ont émis l'hypothèse qu'une part importante des 

épitopes T se présente sous la forme d8h6lice a amphiphile dans le contexte de 

la présentation au système immunitaire, indépendamment de la structure adoptée 

au sein de la protéine native (DE LIS1 C. et BERZOFSKY J., 1985.) . Ces hélices 
amphiphiles sont constituées d'une face hydrophile opposée h une face 

hydrophobe. Dans cette optique, la détermination du moment hydrophobe de zones 



Tableau IV1 : 

"Patterns de ROTHBARD" (ROTHBARD J.B. et TAYLOR W.R., 1988). 

"Pattern" de 4 résidus : 

(chargé + G) - (hydrophobe) - (hydrophobe) - (polaire + G) . 

"Pattern" de 5 résidus : 

(chargé + G) - (hydrophobe) -hydrophobe) - (hydrophobe + P) - (polaire + G) . 

Classification des résidus selon ROTHBARD J.B. et TAYLOR W.R. : 

(chargés + G) = D E H K R G  

(hydrophobes 1 = A V L I F M W T Y  

(hydrophobes + P) = A V L 1 F M W T Y P 

(polaires + G) = D E H R K N Q S T G .  



1 - potentiellement a-hélicoïdales et donc la représentation dlEISENBERG D. et 

col. constituent des outils trhs précieux (CHOU Y. et FASMAN G., 1974a, CHOU 

Y. et FASMAN G., 1974b et EISENBERG D. et col., 1982.). 

En comparant les séquences d16pitopes T auxiliaires et cytotoxiques 

connus, ROTHBARD J .B. et TAYLOR W .R. ont mis en Bvidence des enchainements de 

quatre ou cinq résidus ("patternn) de propriétés physicochimiques différentes 

(ROTHBARD J.B. et TAYLOR W.R., 1988.) . Ce motif, n o m 6  "pattern de ROTHBARD", 
débute par un résidu de glycine ou un résidu chargé, suivi de deux ou trois 

résidus hydrophobes et il se termine par un résidu de glycine ou un résidu 

chargé (Tableau IV' . 
'8  

Ces deux modèles prévisionnels ne sont pas contradictoires puisque le 

"pattern de Rothbard" peut former une séquence a-hhlicoïdale amphiphile. 

Cependant, ils ne constituent pas une règle absolue de prévision des épitopes 

T au sein d'une séquence, puisque, comme nous le verrons dans nos modèles, des 

enchalnements ne présentant pas de telles caractéristiques peuvent faire 

l'objet d'une réponse de type cellulaire T et qu'inversement, il existe des 

séquences peptidiques, posshdant 1 ' un ou 1 ' autre des 2 critères prévisionnels, 

qui ne sont pas des épitopes T dans le modèle BtudiB. 
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1 INTRODUCTION 

Le développement rapide des techniques de clonage et de séquençage de 

l'ADN qui facilite, par extrapolation, la connaissance des séquences 

protéiques pour lesquelles il code, a rendu plus facile et plus aisée la 

réalisation d'antigènes synthétiques et d'immunogènes par voie chimique ou par 

génie génétique. 

L'identification des déterminants antigéniques (cartographie) peut se 

faire grâce a diverses méthodes mais 1 'utilisation simultanée de peptides 

d'une part, et d'anticorps monoclonaux et de cellules T activées, d'autre part 

semble constituer la maniere la plus précise d'identifier, respectivement, les 

épitopes B et les Bpitopes T d'une protéine (DARSLEY M . J .  et REES A.R., 

I" 
1985. ) . La cartographie épitopique (B et T) d'une protéine permet un certain 

nombre d'applications : 

c, - préparation de vaccins de synthése, notamment aprés avoir identifié les 
épitopes qui interviennent dans des phénomènes tels que la 

neutralisation virale par des anticorps spécifiques (ARNON R., 1987 et 

JAVAHERIAN K. et col., 1990.); 

- applications diagnostiques utilisant des peptides synthétiques, la mise 
en évidence d'anticorps antipeptide fournissant des renseignements 

précieux en vue de déterminer 

. la présence d'agents infectieux dans le sang et les produits 
sanguins, 

. la propagation épidérniologique de l'infection, 

. parfois, le stade de 1'4volution de l'infection au niveau 
individuel; 

- d4termination de l'épitope conunun a deux antigenes reconnus de façon 

croisée par un anticorps (DYRBERG T. et col., 1989.); 



- des études statistiques effectuées sur plusieurs dizaines d'épitopes T 

connus ont tenté de dégager des propriétés structurales communes, dans 

le but de prédire les épitopes T d'une protéine quelconque a la seule 

vue de sa séquence en acides aminés (DE LIS1 C. et BERZOFSKY J., 1985, 

ROTHBARD J.B. et TAYLOR W.R., 1988 et Revue de KOURILSKY P. et CLAVERIE 

J.M., 1989.). 

Nous avons vu que les antigènes d'un agent infectieux peuvent présenter 

un grand nombre d'épitopes qui sont à la base de la spécificité antigénique. 

Seuls quelques sites antigéniques potentiels sont importants pour 

l'immunosp&cificité et le nombre d'dpitopes à l'origine de l'immunité 

protectrice est encore plus faible. 

Ce sont ces sites qui retiennent l'attention lorsqu'on envisage une 

approche vaccinologique (faisant intervenir l'immunogénicité). 

Initialement les vaccins ont été composés d'organismes pathogénes complets, 

vivants ou tués, ou de protéines synt6tisées par ces organismes. Ces vaccins 

sont inopérants contre certaines maladies, comme la malaria, et certains 

vaccins contenant des organismes pathogénes entiers ne sont pas dénués de 

risques. Dans de tels cas, les stratégies nouvelles s'orientent vers la 

synthbse de peptides (ne représentant qu'une petite partie de l'antigène 

naturel et une infime partie du pathogène) qui déclenchent la même réaction 

immunitaire que les antigènes complets mais d'une manière beaucoup plus ciblée 

et plus forte, donc globalement plus efficace. Ces peptides doivent en général 

stimuler aussi bien les lymphocytes T auxiliaires et cytotoxiques que les 

lymphocytes B. Les immunogènes synthétiques doivent donc avant tout se lier 

aux molécules du CMH, très variables d'un individu a l'autre. Aussi, on 

synthetisera des vaccins plus efficaces si on l'on comprend bien les 

interactions des molécules du CMH avec les antigènes. 



A des fins diagnostiques (faisant intervenir l'antigécité), des 

épitopes différents peuvent dtre tout aussi intéressants. 

En synthétisant une miniprotéine entidre, nous allons montrer dans 

l'exposé de nos travaux que nous mattrisons les méthodes de synthhse 

peptidique (efficacité des couplages, réactions secondaires, méthodes de 

h contrôle etc. 1 . L'obtention d'une protéine n'adoptant pas une structuration 

native a autorisé à n'explorer que partiellement son immunoréactivité. C'est 

pourquoi nous avons opter pour un r6ductionnisma des outils d'étude, en 

nous intéressant h des peptides de petite taille. Nos connaissances des 

méthodes de synthèse peptidique, associées h l'utilisation de méthodes 

prévisionnelles des épitopes d'une protéine, nous ont conduits h la synthèse 

de nombreux peptides naturels ou modifiés afin d'en étudier 

l'immunoréactivité, c'est à dire l8antigénicit6 ou l'immunogénicité, dans des 

{ modèles parasitaires et viraux. 

Nous verrons qu'à l'aide de ces outils peptidiques, il est possible de 

cartographier les épitopes d'une protéine, d'améliorer l'antigénicité d'un 

peptide en favorisant sa structuration spaciale ou de le rendre immunogène en 

modifiant sa structure, la réponse induite restant spécif ique de 1 'antigène 

natif. 



II - UNE PROTEINE SYNTHETIQUE CORRESPONDANT AU PRODUIT 
v" 

ENTIER DU GENE VPR DE VIE-1 EST RECONNUE PAR DES ANTICORPS 

DE SUJETS INFECTES PAR VIH-1 

A - INTRODUCTION 

Le virus d'immunodéficience humaine (VIH) est l'agent causal du syndrome 

d'immunodéficience acquise (SIDA). En plus des 3 gènes (gag, pol et env) 

codant pour les protéines structurales, le provirus VIH-1 possède 6 gènes 

fonctionnels supplémentaires (tat, rev, nef, vif, vpu et vpr) . Les protéines 
non structurales codées par ces 6 gènes sont absentes du virion mais 

exprimées par la cellule infectée. Elles semblent jouer un rôle dans la 

synthèse du virion infectieux (HASELTINE W., 1988.). 

La recherche du rôle que peuvent jouer ces protéines régulatrices et de 

la réponse immune qu'elles provoquent pourront nous aider à comprendre les 
< A  

mécanismes impliqués dans l'établissement de périodes silencieuses précédant 

la séroconversion au cours de l'infection par VIH (AMEISEN J-C. et col., 1989 

et IMAGAWA D.T. et col., 1989.) ainsi que les mécanismes impliqués dans 

l'évolution d'une phase de séropositivité asymptomatique vers un SIDA 

déclaré. 

Le produit du gène vpr a été étudié et décrit (WONG-STAAL F. et col., 

1987.). Il semble agir en tant que transactivateur de l'expression des 

protéines virales et augmenter h la fois la réplication du virus et son effet 

cytopathogène (COHEN E.A. et col., 1989 et COHEN E.A. et col., 1990.) . Le 
gène vpr est hautement conservé parmi les différents provirus pour lesquels 

on dispose des données de séquence (ALIZON M. et col., 1986, ARYA S.K. et 

GALLO R.C., 1986, MUESING M.A. et col., 1985, RATNER L. et col., 1985, 



Clone Sequence 
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Tableau V : 

Alignement des séquences protéiques du gène vpr de différents isolats de VIH- 

1 ("clone sequence") . 
Les séquences ont été aliglées en référence à l'isolat "bru" et seuls les 

acides aminés différents ont été indiqués. 



RATNER, L., 1986, SANCHEZ-PESCADOR R. et col., 1985, SRINIVASAN A. et col., 

1987, STARCICH B. et col., 1986 et WAIN-HOBSON S. et col., 1985 . )  , même si 

dans un isolat infectieux, le gène vpr contient un codon stop après seulement 

54 bases (SRINIVASAN A. et col., 1987.) . Plusieurs souches contiennent une 
extension C-terminale de 18 ou 19 résidus d'acides aminés (ALIZON M. et col., 

1986, SANCHEZ-PESCADOR R. et col., 1985, STARCICH B. et col., 1986 et WAIN- 

HOBSON S. et col., 1985. ) . C'est le cas de la séquence de la souche HIV-1 

LAVbru (WAIN-HOBSON S. et col., 1985.) qui constitue la souche de référence 

en Europe (Tableau V) . Le gène v p r  est présent également dans VIH-2 (GUYADER 

M. et col., 1987.) et un gène correspondant existe dans la plupart des 

souches VIS (virus d'immunodéficience simien) (HIRSCH V.M. et col., 1989.). 

Le profil d'hydrophilie (HOPP T.P. et WOODS K., 1981.) de cette séquence 

suggère que les deux extrêmités N- et C-terminales de la protéine ont une 

forte probabilité d'etre des épitopes B majeurs (Figure 22). Ceci implique 

que la protéine entière semble intéressante pour effectuer une étude 

immunologique (sérologique) . A l'aide d'une protéine v p r  recombinante 

incomplète provenant de la séquence de BH~O/VIH-1, moins 8 acides aminés N- 

terminaux et 2 acides aminés C-terminaux, WONG-STAAL et col. ont détecté des 

anticorps anti-vpr dans un tiers des sérums de sujets infectés par VIH-1 

(WONG-STAAL F et col., 1987. ) . La synthèse chimique d'une telle protéine 

(relativement petite) constitue une alternative intéressante a la technologie 

utilisant l'ADN recombinant surtout si l'on considère la possibilité 

d'obtenir la séquence entière incluant tous les acides aminés N- et C- 

terminaux absents de la protéine recombinante utilisée par WONG-STAAL et 

col., tout en évitant la contamination par des protéines bactériennes 

(bactéries hôtes) qui peuvent conduire h des résultats sérologiques 

faussement positifs. 
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Figure 22 : Analyse de la s6quence de la proteine vpr de VIH-1 LAVbru, 

numérot6e de 1 a 95 sur l'axe horizontal ("sequence numbering") 
selon des critères d'hydrophilie ("hydrophilicity profile") (HOPP 

T.P. et WOODS K.R., 1981). Les zones hydrophiles sont positives. 



Nous avons donc synthétisé, suivant une technique en phase solide 

(MERRIFIELD R.B., 1963.1, la protéine v p r  entière (95 résidus) dérivée de 

l'isolat HIV-1 LAVbrU. Notre but était de disposer de suffisament de materiel 

pour envisager l'étude de la réponse inmiune a v p r  chez des sujets infectés 

par VIH, de son imrnunogénicité dans des modèles expérimentaux et de sa 

fonction biologique éventuelle, en collaboration avec l'équipe du Professeur 

A. CAPRON a l'Institut PASTEUR de LILLE. 

B - RESULTATS ET DISCUSSION 

# 
La synthèse a été effectuée selon une stratégie utilisant la phase solide 

(MERRIFIELD R.B., 1963.) et une résine "PAM" (MITCHELL A.R. et col., 1976.) 

O 
autorisant 95 étapes de déprotections sans clivage de l'ancrage. Le groupe 

tert.-butyloxycarbonyl (BOC), labile en milieu acide, a été utilisé pour 

protéger la fonction a-aminée de chaque acide aminé. Les chalnes latérales 

des acides BOC aspartiques et glutamiques ont été protégés sous forme d'ester 

de cyclohexyle (TAM J.P. et col., 1979 et DIMARCHI R.D. et col., 1982.) 

plutôt que sous forme d'ester benzylique parce que les premiers sont plus 

stables en milieu acide et qu'ils permettent de minimiser respectivement, la 

formation d'aspartimide et d'acide pyrrolidone carboxylique. 

Le haut rendement de synthèse que nous avons obtenu a été rendu possible 

grâce a l'efficacité des étapes de couplage ( 8  excès d'acide aminé lors de 

chaque couplage) en utilisant systématiquement un double couplage, dans 2 

solvants diffhrents (DMF puis DCM) et en activant les acides amin4s sous 

forme d'anhydrides symétriques très réactifs (HAGENMAEIR H. et col., 1972 .) , 





préparés automatiquement avant chaque couplage, sans délai entre la 

neutralisation et l'étape de couplage. L'asparagine, la glutamine, 

1 ' arginine (Tos) et l'histidine (DNP) font exception et ont été couplées selon 

la méthode DCC/HOBt : cette précaution est particulièrement utile après les 

séquences Gln-Gln en position 84-86 et 64-65 et évite les terminaisons de 

chalne par cyclisation en acide pyroglutamique. Les temps de couplage en 

anhydrides symétriques étaient respectivement de 26 et 34 minutes pour le 

premier et le second couplage. Ces temps ont progressivement été amenés a 32 

et 40 minutes. Suivant la méthode DCC/HOBt, le temps de couplage était de 41 

minutes en début de synthése puis il a été amené progressivement h 47 

minutes. Le programme du synthétiseur a été adapté pour optimiser le mélange 

par vortex pendant l'arrivée des solvants et des réactifs. Durant la 

synth&se, une partie de la peptidyl-résine (25%), correspondant h la séquence 

45-95 de vpr, a été prélevée pour permettre des études immunologiques 

supplémentaires et un bon gonflement de la peptidyl-résine en cours 

d'élongation. En fin de synthèse, le poids de peptidyl-résine obtenu 

correspondait h un rendement global de 67%, autrement dit, h un rendement 

moyen de 99,6% par étape. 

Le suivi de la synthèse a été effectué par analyse d'acides aminés 

provenant de l'hydrolyse d'échantillons de peptidyl-résine, prélevés a 

différentes étapes de la synthèse. La distribution des résidus dans la 

séquence a rendu possible la verification de l'incorporation régulière des 

résidus, en utilisant 1'Arg comme marqueur de la partie C-terminale de la 

molécule (8 résidus dVArg sur 11 sont présents dans les 35 acides aminés C- 

terminaux) et Glu (Gln) comme marqueur de la partie N-terminale (9 résidus 

sur 18 sont présents dans les 26 acides aminés N-terminaux). Comme on peut le 

voir dans le Tableau VI, colonnes 1 4, les rapports molaires des acides 

aminés dans chaque échantillon sont proches des valeurs théoriques indiquant 



f l'absence de terminaison de chalnes durant la synthése. Pour les deux 

derniers prélèvements, nous avons pu utiliser la Phe comme standard interne 

pour calculer le rendement de l'incorporation de Glu (Gln) au cours des 25 

dernières étapes de synthèse : alors que le nombre de Phe reste constant, 9 

Glu ou Gln ont été introduits durant la synthèse. L'augmentation de Glu (Gln) 

par rapport Phe est de 7,14; cette valeur correspond a un rendement global 

de 79% ou a un rendement moyen de 99,11% par étape. Ce résultat est en trés 

bon accord avec le rendement calculé sur la base du poids de peptidyl-résine 
\ 

obtenue en fin de synthèse (rendement global de 67% et rendement moyen par 

étape de 99,6%) . 

Après avoir couplé le dernier acide aminé, le DNP, groupement protecteur 

de l'histidine, a été supprimé par thiolyse avant d'effectuer la déprotection 

4 
finale et le clivage du peptide selon la technique de "Low-High HFn (TAM J.P. 

et col., 1983. ) . Dans ces conditions, tous les groupes protecteurs sont 

; t. éliminés. 

! 

Des essais préliminaires ont été effectués pour purifier le produit par 

CLHP : 

- en chromatographie de filtration sur gel dans un tampon dissociant 
contenant de la guanidine 4 M, HC1 sur une colonne Bio-Si1 TSK-250 

(Bio-Rad) ; 

- en chromatographie d'interactions hydrophobes, sur une colonne 
(alky1)aspartimi.de HIC (NEST GROUP), avec un tampon de départ 

contenant du sulfate dl ammonium 1,8 M et du phosphate de potassium 0,l 

Mt pH 7; 

- en chromatographie en phase inverse, sur une colonne Vydac C4, dans un 
mélange eau/acBtonitrile/TFA 0,05 %; 



- en chromatographie d'échange d'ions, sur une colonne sulfoéthyl 

aspartimide SCX (NEST GROUP), dans un système tampon NaCl 0,2 

M/phosphate de potassium 50 mM, pH 3,s. 

Dans tous les cas, la formation d'aggrégats a pu être observée durant la 

chromatographie. 

Etant donné que ces techniques chromatographiques hautement résolutives 

n'ont pas pu être utilisées, nous avons retenu la méthode la plus simple pour 

purifier la protéine vpr synthétique : le produit brut (600 mg) a d'abord été 

solubilisé dans le TFA (30 ml) avant d'être précipité dans 1' éther 

diéthylique (300 ml) afin de supprimer la plupart des llscavengersl' (pièges à 

carbocations) et des sous-produits hydrophobes non volatiles. Apr6s 

centrifugation, la protéine a été redissoute dans l'eau (20 ml) puis, a 
C 

l'aide d'une membrane a dialyse dont la limite d'exclusion était de 5000 de 

masse moléculaire, concentrbe (10 ml) par ultrafiltration en conditions 

réductrices (A l'aide de tributylphosphine) et purifiée par dialyse d'abord 
/ " 

en présence de 0,1% de détergent non ionique dialysable (0-octyl-D- 

glucopyranoside) dans l'eau (50 ml) puis, plus longtemps, contre de l'acide 

acétique a 1% dans l'eau (400 mi). 

Comme nous n'avons pas effectué d' acétylat ion systématique ( "cappingn = 

blocage des chalnes peptidiques en cours d'elongation si le dernier résidu à 

coupler n'est pas fixé) a la fin de chaque cycle au cours de la synthbe, et 

étant donné que la purification par dialyse avait peu de chance de supprimer 

les peptides délét6s différant de vpr par l'absence d'un seul acide aminé 

(BIRR C., 1978), nous avons pensé que l'analyse de la séquence pouvait être 

bien représentative de l'efficacité des couplages durant les dernières étapes 

de la synthése. La sequence N-terminale du peptide purif ié a été déterminée 

en effectuant 30 cycles de dégradation d'EDMAN. L'apparition prématurée 



Cycle Residue Cumulative Average 
No. preview ('!O) preview 

per step (%) 

Gln 
Ala 
Pro 
A ~ P  
Arg 
Thr  
Asn 
Thr  
LYS 
Ala 

Tableau VI1 : 

Analyse quantitative de la séquence de vpr. 

L'apparition prématurée des acides aminés ("preview") a été calculée comme 

étant le rapport de l'aire du pic d'un acide aminé i au cycle i-1 sur la 

sonune de l'aire du pic de l'acide amine i -1  au cycle i-1 et du l'aire du pic 

de l'acide aminé i au cycle i. Tous les pics ont ét6 corrigés du point de vue 

du bruit de fond. 



C 
(souvent appelée "preview") des  ac ides  aminés au cours  des cyc les  s u c c e s s i f s  

de dégradat ion  c o n s t i t u e  un bon i n d i c a t e u r  du t aux  de d é l é t i o n s  survenant  

pendant l a  synthèse.  L e  t aux  cumulé de "preview" a pu être q u a n t i f i é  A p a r t i r  

de  28 c y c l e s  de séquence (Tableau VII). Tenant compte d e s  l i m i t e s  de 

p r é c i s i o n  dues h l 'augmentation du b r u i t  de fond, un t aux  cumulé de "previewW 

de 19% a été c a l c u l é .  Cela correspond h un taux moyen de d é l é t i o n  de 0,6% par  

cyc le  de synthbse. S i  l ' on  considère maintenant ces  0,6% de d é l é t i o n  comme un 

t a u x  moyen s u r  94 c y c l e s  de synthèse,  nous pouvons e s t i m e r  que, dans le  

p r o d u i t  p u r i f i 6 ,  56% des challnes ont  l a  séquence d é s i r é e  a l o r s  que 32% 

c o n s t i t u e n t  un mélange de pep t ides  très apparentés p résen tan t  une d é l é t i o n  

d'un s e u l  ac ide  aminé n'importe où dans l a  séquence (BIRR C.,  1978. ) .  

2 - CaractQrisation chimique de vpr 

a - Analyse d'acides .min68 

E l l e  a été r é a l i s é e  s u r  l a  p ro té ine  p u r i f i é e ,  ap rès  hydrolyses ac ides  de 

24, 48 e t  72 heures, en vue d ' o b t e n i r  l a  composition p r é c i s e  de l a  proté ine ,  

a u s s i  b ien  pour les rés idus  d i f f i c i l e s  h c l i v e r  que pour les ac ides  aminés 

s e n s i b l e s  h l ' h y d r o l y s e .  C e s  ana lyses  montrent  que l a  p r o t é i n e  p u r i f i é e  

possède b ien  l a  composition en  ac ides  aminés a t t endue  (Tableau V I ,  colonne 

5 ) .  

b - CLHP en phase inverse analytique 

La p r o t é i n e  vpr p u r i f i é e ,  analysée  s u r  une colonne C4, p résen te  un p i c  

l a r g e  mais unique e t  symétrique ( ~ i g u r e  2 3 ) .  C e  p r o f i l  correspond très h l a  

formation d 'aggrégats  q u i  a 6 t é  confirmée p a r  1 '6 lec t rophorèse .  
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) Figure 23 : Analyse par chromatographie liquide haute pression en phase 

inverse de la protéine vpr synthétique purifiée. 

Colonne Vydac C4 300 Anstroms (7,5 x 100 nm). Détection 215 nm 

et 0,64 de densité optique ("OD") pleine échelle. 



Figure 2 4  : Electrophorése en g e l  de polyacrilamide (12,s %)  / uréee 8M - SDS 

de l a  protéine v p r  synthktique. 



c - Plec t ropho tQ8e  e n  g e l  urQe/SDS 

E l l e  a  é t é  r é a l i s é e  dans des condi t ions  permettant l a  r é so lu t ion  maximale 

de pept ides  dont l a  masse moleculaire est i n f é r i e u r e  a 10000. 

En d é p i t  des f o r t e s  condi t ions  dénaturantes u t i l i s é e s ,  2  bandes majeures 

1/ bien  d i s t i n c t e s  son t  observables : l a  première p résen te  un masse moléculaire 

apparente  de 8500 a l o r s  que l a  seconde correspond au dimère (Figure  2 4 ) .  

Quand on u t i l i s e  des condi t ions  r éduc t r i ces  p lus  f o r t e s  ( t r ibutylphosphine  A 

l a  p lace  du mercaptoéthanol dans l e  tampon é c h a n t i l l o n ) ,  il e s t  p o s s i b l e  de 

n ' o b t e n i r  que l e  monomère ( R é s u l t a t  non montré) .  La c y s t é i n e  p r é s e n t e  en 

p o s i t i o n  86 dans vpr  est donc responsable de l a  formation d'un d i m è r e  très 

t s t a b l e .  

c 3 - D d t e c t i o n  d f a n t i c o r p 8  8 p d c i f i q u e 8  de vpr 

L e s  sérums de 23 s u j e t s  s é r o p o s i t i f s  i n f e c t é s  par V I H  ont  &té testés : 13  

s u j e t s  é t a i e n t  asymptomatiques ( s t a d e  II CDC) e t  10 s u j e t s  p r é s e n t a i e n t  un 

S I D A  d é c l a r é  ( s t ade  I V  CDC) . 

En R I A  en  phase so l ide ,  des an t i co rps  ant i -vpr  ont  été db tec tés  dans 26% 

des sérums : 3 s u j e t s  s t ade  II (CDC) e t  3  s u j e t s  (30%) s t a d e  I V  (CDC).  Aucun 

des 4 0  s u  jets s a i n s  se rvan t  de c o n t r ô l e  ne p r é s e n t a i t  d '  a n t i c o r p s  ant i -vpr .  

C e t t e  f réquence  de  d é t e c t i o n  est du meme o r d r e  que c e l l e  é t a b l i e  pour 

d ' a u t r e s  p r o d u i t s  de  gènes r égu la teu r s  (nef, v i f  e t  tat) de V I H  e t  q u i  est 

comprise e n t r e  30 et  65% se lon l 8 a n t i g & n e  (KHALIFE J. et  c o l . ,  1988 e t  GREEN 

M. e t  LOCWENSTEIN P., 1 9 8 8 . ) .  



vpr nef ~ 2 4  

Healthy controls 0% 0% 0% 
(40 sera) 

CDC Stage II  
(13 sera) 

CDC Stage IV 30% 30% 40 % 
(10 sera) 

- 

Tableau VI11 : ' 1  

Mesure de l a  fréquence de l a  t6ponse anticorps v is -&-vis  des produits des 

gènes de regulation vpr et nef  et  de l a  protéine structurale P24 du virion,  

chez des suje t s  séropos i t i f s  in fec tés  par VIH-1 ("CDC stage II" e t  "CDC stage 4 

IV") et chez des suje t s  sa ins  temoins ("healthy c o n t r o l n ) .  



? 
A l'aide du même test et des mêmes sérums, la réponse anticorps a été 

testée vis-h-vis d'un autre produit de gène régulateur (nef, le "negative 

regulatory factorn). Comme on peut le voir dans la Tableau VI11 la fréquence 

de reconnaissance de vpr par les sérums est inférieure ou égale h celle de 

la reconnaissance de nef. Contrairement h la réponse anticorps à nef qui est, 

comme la réponse anticorps h la protéine p24 (gag) du noyau viral, moins 

fréquente au stade le plus avancé de la maladie, la réponse h vpr ne diffère 

pas significativement chez les sujets asymptomatiques par rapport aux sujets 
i 

présentant un SIDA déclaré, suggérant par lh l'absence de corrélation avec 

une progression de la maladie. 

Les sérums de 8 sujets shropositifs ont également été analysés dans une 

technique de transfert de Western. 4 sérums ont réagi avec la protéine 

+ synthétique électrotransférée (Figure 25A) . D'une façon tout à fait 

intéressante, même si la forme monom&re de vpr était majoritaire comme 

l'avait révélé la coloration au bleu de Coomassie ou 3 lVnArnido blackn, les 

anticorps de sujets infectés ont reconnu préférentiellement la forme dimère 

de vpr (Figure 25B). Ceci nous incite h penser que la forme dimère de vpr 

pourrait correspondre h la structure naturellement vue par le systéme 

immunitaire durant l'infection par VIH puisque le test que nous avons réalisé 

nous montre que les anticorps reconnaissant cette structure sont plus 

nombreux ou peut-être plus affins. 

La réponse anticorps a vpr est actuellemnt analysée dans une population 

plus large de patients infectés par VIH-1, comprenant des sujets infectés 

séronégatifs qui présentent une réponse anticorps vis-h-vis du produit du 

géne de régulation nef (IMAGAWA D.T. et col., 1989.). 



Figure 25 : 

(A) Identification des anticorps anti-vpr en transfert de Western dans les 

sérums de sujets infectés par VIH-1 (bandes 1 à 4). Des témoins de poids 

moléculaire ont été utilisés au cours de l'électrophorèse qui a précédé le 

transfert (bandes 6 : 17200, 14600, 8240, 6380, 2560). 
t 

(BI Analyse vidéodensitométrique des bandes de nitrocellulose colorées par 

réaction imrnunoenzymatique à la péroxydase après réaction des sérums de 

sujets infectés (-.-. = bande 1, .... = bande 3, ---- = bande 4) ou par une 

technique non spécifique de coloration des protéines, 1 ' amido black en 
l'absence de sérum ( = bande 5). L'axe horizontal correspond à la 

distance de migration dans le gel. D'après les témoins de poids moléculaire, 

(a) correspond à vpr dimère et (b) à vpr monomère. 



La disponibilité de grandes quantités de protéine vpr synthétique a 

permis d'envisager de débuter l'exploration de la réponse cellulaire T 3 

cette protéine chez des sujets infectés par VIH, ainsi que l'étude de son 

immunogénicité dans différents modèles animaux. De la même façon qu'il a été 

possible d'étudier le produit du gène de régulation tat (86 résidus) de VIH 

qui a été synthétisé chimiquement (GREEN M. et LOCWENSTEIN P., 1988.), la 

.. fonction de v p r  pourrait 6tre explorée en testant l'effet potentiel de la 

protéine v p r  synthétique sur les cellules infectées ou non du système 

immunitaire. 

C - CONCLUSION 

La synthèse de protéines entières présente plusieurs avantages par 

rapport d la production de protéines recombinantes : 

- les produits sont chimiquement définis, facilitant le contrôle de 

qualité et la reproductibilité de la production; 

- il n'y a pas de contamination par des sous-produits bactériens qui 
pourraient provoquer des effets pyrogènes dans le cadre d'un vaccin, 

ou des phénomènes reconnaissance non spécifique dans le cadre d'un 

test diagnostique, ou diminuer la stabilité du produit i3 température 

ambiante (si des protéases étaient présentes); 

- le coQt de production est probablement souvent moins élévé. 

Il subsiste toutefois un défaut commun aux deux technologies : le 

masquage d'épitopes naturels, dQ d un mauvais reploiement (ne correspondant 

pas au reploiement naturel) de la chalne peptidique. Néanmoins dans le cas de 

vpr, l'association de 2 chalnes (correspondant certainement d un phénomène 

naturel) a permis une meilleure reconnaissance par des anticorps ayant vu la 



pro té ine  na t ive .  Cet te  r e s t r u c t u r a t i o n  qua te rna i re  a  très probablement permis 

l a  r e c o n s t i t u t i o n  d 'épi topes  n a t u r e l s .  

La formation d 'aggrégats ,  pouvant être m i s e  en r e l a t i o n  avec un p r o f i l  

i n h a b i t u e l  d 'hydrophobici té ,  n 'a  pas  permis l a  p u r i f i c a t i o n  complète de l a  

p r o t é i n e  syn thé t ique  vpr p a r  des  techniques  de chromatographie hautement 

r6so lu t ives .  

L e  pept ide  synthét ique correspondant au produi t  e n t i e r  du gène vpr de V I H  

d e v r a i t  t o u t e f o i s  r e p r é s e n t e r  un o u t i l  très préc ieux ,  exempt de t o u t e  

contamination b io logique  s i g n i f i c a t i v e ,  q u i  permettra 1 'é tude  de l a  repense 

immune de  s u j e t s  i n f e c t é s  p a r  V I H  e t  de d i v e r s  modèles animaux, t a n t  d'un 

point  de vue d iagnost ic  que d'un po in t  de vue vaccinal .  



III - DETECTION D'ANTICORPS ANTI-PEPTIDES DE NEP (ET 
? 

ANTI- PROTEINE NEP) CHEZ DES SUJETS INFECTES PAR VIE-1 

MAIS SERONEGATIFS 

A - INTRODUCTION 

La période de silence sérologique (latence) qui suit l'infection par le 

virus d'immunodéficience humain (VIH) et précède la séroconversion, constitue 
r 

un grand problème pour le dépistage du virus ("screening"), notamment dans 

les banques de sang. Actuellement, la séropositivité à VIH ( séroconversion) 

est définie par la présence, dans le sérum du sujet infecté, d'anticorps 

dirigés contre les protéines structurales du virion, c'est-à-dire les 

protéines codées par les gènes gag, pol et env. 

Y 

Mis à part quelques cas détaillés d'infection par du sang contaminé 

(VITTECOQ D. et col., 1986, NEISSON-VERNANT C. et col., 1986 et ALLAIN J.P. 

et col., 1986.), la durée de la période de latence n'est pas connue. Des 

cultures positives de VIH ont été rapportées chez des sujets séronégatifs 

(MAYER K.H. et col., 1986.) et l'existence de périodes de latence prolongées 

chez des sujets contaminés par voie sexuelle a été l'objet de multiples 

controverses (RANK1 A. et col., 1987, COUROUCE A.M. et col., 1987 et GROOPMAN 

J.E. et col., 1988.). Récemment, on a pu détecter des séquences d'ADN 

proviral chez 5 sujets séron6gatifs a risque pour l'infection par VIH (LOCHE 

M. et col., 1988.) et chez 5 enfants de m&res infectées qui avaient perdu les 

anticorps maternels anti-VIH à l'âge de un an (LAURE F. et col., 1988.) . Il 
a également été montré que du sang abusivement jugé négatif en sérologie, 

avait causé la transmission du virus lors de transfusions sanguines (WARD 

J.W. et col., 1988.). La connaissance des mécanismes impliqués dans le 



i maintien de la période de latence est encore très fragmentaire et leur étude 

serait trés utile en vue de développer diverses stratégies antivirales. 

A c8té des protéines structurales, le provirus code également pour des 

protéines non structurales, impliquées dans des phénomènes de régulation du 

provirus. Bien qu'absentes du virion, elles sont exprimées par les cellules 

infectées et elles jouent un r61e trhs important dans la synthèse de virions 

infectieux (CHEN 1 .S .Y., 1986.) . La détection d'anticorps dirigés contre le 
produit de gènes de régulation a' été mise en évidence il y a trois ans chez 

six sujets, quelques mois avant la séroconversion complète, mais qui 

présentaient déja des anticorps anti-prot6ines structurales (gag et env) ou 

de l'antigène viral gag lui-même (RANK1 A. et col., 1987.) . 

L'un de ces gènes de régulation, nef ("neqative enhancer factorn ou 

3'orf ou F), code pour une protéine de 27 kDa reconnue par le sérum d'un 

tiers des sujets séropositifs (KHALIFE J. et col., 1988, ALLAN J.S. et col., 

1985 et FRANCHINI G. et col., 1986.). Nef est impliquée dans la régulation 

négative de la réplication virale et pourrait ainsi participer a 

l'établissement de la période de latence du provirus VIH dans les cellules 

infectées (LUCIW P. et col., 1987, GUY et col., 1987 et AHMAD N. et col., 

1988.) . 

Nous avons donc cherché h savoir, en collaboration avec l'équipe du 

Professeur A. CAPRON a l'Institut PASTEUR de LILLE, si le produit du gène nef 

est exprimé in vivo et s'il peut induire une réponse immune spécifique 

pendant la phase de latence, en l'absence de toute synthèse détectable de 

virion. Pour cela nous avons utilisé le produit recombinant purifié du gène 

de regulation nef et 6 peptides synthetiques derives de la séquence de cette 

protéine et sélectionnés selon des critères statistiques et thermodynamiques. 



HlVl serology Seric P.24125 
ELISA, WB antigen - - 

HlVl HlVl Anti-nef orotein antibcdies Anti-nef ~eotide antibcdie~ 
culture DNA V B  RIA (isotype) RIA + isA P l - 6  

+ + w P l  -3,s 
+ &l P2,5 

- 

Tableau IX : 

DBtection d ' a n t i c o r p s  s p b c i f i q u e s  de l a  p r o t e i n e  n e f  e t  d b t e c t i o n  de 

séquences d'ADN de VIH-1  chez des  s u j e t s  sb ron6ga t i f s  h r i s q u e  vis-à-vis de 

l ' i n f e c t i o n  p a r  V I H  i l  à 1 1 1 ,  ou c h e z  un s u j e t  a y a n t  s u b i  une 

sé ronéga t iva t ion  spontanbe (12) (DNA = ADN, ELISA = test immunoenzymatique, 

R I A  = test radioinrmunologique, WB = t r a n s f e r t  de Western, an t i -ne f  p r o t e i n  

a n t i b o d i e s  = a n t i c o r p s  a n t i - p r o t 6 i n e  ne f ,  a n t i - n e f  p e p t i d e  a n t i b o d i e s  = 

an t i co rps  anti-peptide de n e f ) .  



F Ces p rodu i t s  on t  été u t i l i s é s  en t a n t  qu8ant ig&ne dans un test de t r a n s f e r t  

de Western e t  dans un t e s t  radioimmunologique ( R I A ) .  

1 - D e t a c t i o n  d ' a n t i c o r p s  a n t i - p r o t m i n a  nef e t  a n t i - p e p t i d e s  

de nef c h e r  des s u j e t s  s i r o n 8 g a t i f a  & r i s q u e  pour  l ' i n f e c t i o n  p a r  

L e  groupe A (n = 1 7 )  é t a i t  composé de s u j e t s  s é r o n é g a t i f s  vis-a-vis de 

V I H - 1  (ELAVIA, DIAGNOSTICS PASTEUR; E I A ,  ABBOTT; t r a n s f e r t s  de Western, DU 

PONT DE NEMOURS et  DIAGNOSTICS PASTEUR) et ant igène  P24/25-nbgatifs ( k i t  E I A  

H I V  ANTIGEN, ABBOTT), s é l ec t ionnés  p a r c e q u ' i l s  p résen ta ien t  un r i sque  d ' ê t r e  

4 
i n f e c t é s  par  V I H  (pa r t ena i res  sexuels  r é g u l i e r s  d'une ou p l u s i e u r s  personnes 

s é r o p o s i t i v e s  v is -a-vis  de V I H ) .  I l  est A n o t e r  que c e s  s u j e t s  é t a i e n t  

O 
également sé ronéga t i f  s vis-&-vis de VIH-2 (Transfer t  de Western, DIAGNOSTICS 

PASTEUR) . 

En t r a n s f e r t  de Western, 7 ind iv idus  s u r  17  de c e  groupe p résen ta ien t  

des a n t i c o r p s  d i r i g é s  c o n t r e  l a  p r o t é i n e  n e f  recombinante e t ,  de façon 

t r a n s i t o i r e ,  il en a l l a i t  de même pour 1 des  4 s u j e t s  s u i v i s  sur  p l u s i e u r s  

mois (Tableau I X )  . 

Pour  a n a l y s e r  p l u s  a v a n t  l a  r éponse  immune à n e f ,  un tes t  

radioimmunologique ( R I A )  a  été u t i l i s é .  Cela nous a  permis de conna4tre A l a  

f o i s  l a  d i s t r i b u t i o n  i s o t y p i q u e  des  a n t i c o r p s  a n t i - n e f  e t  les é p i t o p e s  

reconnus. Parmi les 17  s u j e t s  du groupe A, 10 dont les 7 p o s i t i f s  vis-A-vis 

de nef  en t r a n s f e r t  de Western possédaient  des  an t i co rps  ant i -nef  dé tec tab les  

en R I A .  La réponse ant i -nef  é t a i t  polyisotypique,  v a r i a n t  d 'un s u j e t  p o s i t i f  



Figure 26 : Analyse de la sbquence de la protbine nef de VIH-1 LAVbru 

(numérot6e de 1 à 206 sur l'axe horizontal) selon des criteres 

d'hydrophilie (HOPP T.P. et WOODS K.R., 1981). Les zones 

hydrophiles sont positives. 



r h l'autre (Tableau 1x1. Toutefois, les principaux isotypes représentés 

étaient IgG1, IgA et IgG4 (dans 50% des sérums présentant des anticorps anti- 

nef en RIA) et un seul sérum contenait des IgM. Ceci suggére que la repense 

anticorps h nef avait déjh l'aspect d'une réponse secondaire. De plus, la 

moitié des sérums possédait des anticorps anti-nef présentant l'isotype IgG4 

qui apparait habituellement aprés une stimulation antigènique longue ou 

répétée, associée B une désensibilisation allergique (AALBERSE R.C. et col., 

I 
1983.) ou h une infection parasitaire chronique (HUSSAIN R. et OTTESEN R.A., 

1986.). 

Après avoir sélectionné des zones de nef selon une analyse d'algorithmes 

basés sur des critéres d'hydrophilie (critéres thermodynamiques) (Figure 26), 

d'hélicité a, de mobilité et d'amphiphilie (critères statistiques), nous 

4 ,  
avons synthétisé 6 peptides (1-23 = Pl, 45-69 = P2, 79-94 = P3, 98-112 = P4, 

148-161 = P5 et 177-191 = P6). La moitié seulement des sérums ont été testés 

'2 
en RIA vis-a-vis de chaque peptide et tous les sérums ont été testés viv-a- 

vis des 3 peptides P2, P4 et P5. Ainsi, P5 et P2 se sont révélés être les 2 

peptides immunodominants et ils étaient reconnus respectivement par 80 et 65% 

des sérums positifs en RIA vis-&vis de nef (Tableau IX). 

Une étude cinétique ret rospective de 12 su jets homosexuels hommes, VIH- 

1-séropositifs ayant des partenaires multiples a montré que la présence 

d'anticorps anti-nef précéde souvent la séroconversion bien que les résultats 

soient quelque peu différents de ceux obtenus dans l'étude cinétique 

prospective effectuée sur le groupe A où les sujets étaient A risque vis-h- 

vis de l'infection par VIH et séron6gatifs. En effet, l'étude retrospective a 

montre que des anticorps anti-nef pouvaient etre détectés 3 mois avant la 

séroconversion chez 1 sujet et 2 à 4 semaines avant la séroconversion chez 3 

sujets (anticorps anti-nef mis en évidence chez 33% des sujets de ce groupe). 



P a r  c o n t r e  l ' é t u d e  p r o s p e c t i v e  a  c l a i r e m e n t  montré  l ' a b s e n c e  de  

séroconversion duran t  les 6 1 0  mois s u i v a n t  l a  d é t e c t i o n  des  a n t i c o r p s  

a n t i - n e f  m i s  en  évidence  chez p l u s  de  70% des  s u j e t s .  L e s  d i f f é r e n c e s  

majeures e n t r e  les deux groupes r é s i d e n t  dans le  nombre de p a r t e n a i r e s  

s e x u e l s  p l u s  é l e v é  dans  l e  groupe d'hommes homosexuels ,  e t  dans 

l ' h é t é r o g é n é i t é  de l a  populat ion trouvée au s e i n  du groupe A (certainnement 

p lus  r e p r é s e n t a t i v e  d'une populat ion normale) . Aussi, il s e r a i t  i n t é r e s s a n t  

de s a v o i r  s i  l e  degré et  le  mode d 'exposi t ion  au v i r u s  a i n s i  que l ' expos i t ion  
t 

a de mul t ip les  souches v i r a l e s  jouent un r61e dans les d i f f é r e n c e s  observkes. 

2 - SennibilitB et spacificit6 du test radioimmunologique 

(RIA) 

L a  technique R I A  u t i l i s k e  a permis de détecter p l u s  de sérums p o s i t i f s  

viv-a-vis de ne f  au s e i n  du groupe A (10/17) que n 'a  pu l e  f a i r e  le  t r a n s f e r t  

de Western (7 /17) .  D e  p l u s  l a  technique R I A  u t i l i s a n t  les pep t ides  de n e f  

comme a n t i g e n e  a  permis l a  d é t e c t i o n  d 'un  p l u s  grand nombre de sérums 

p o s i t i f s  (12/17) que l ' u t i l i s a t i o n  de l a  p ro té ine  recombinante (10/17) . C e s  

r é s u l t a t s  peuvent être mis en r e l a t i o n  s o i t  avec une p l u s  grande s e n s i b i l i t é ,  

comme c e l a  a d é j h  B t é  rappor té  dans l e  c a s  des pep t ides  de l a  g lycoproté ine  

d'enveloppe v i r a l e  gp41 (GNAAN J. e t  c o l . ,  1987. ) ,  s o i t  avec un manque de 

s p é c i f i c i t é  du test. En rou t ine  l e  test R I A  u t i l i s a i t  les sérums humains à l a  

d i l u t i o n  de 1/50 e t  le t r a n s f e r t  de Western, h  l a  d i l u t i o n  de 1 / 1 0 0 .  4 sérums 

q u i  é t a i e n t  p o s i t i f s  vis-a-vis  de n e f  e n  R I A  e t  n é g a t i f s  en  t r a n s f e r t  de 

Western dans c e s  condi t ions  ont  é t 6  testés en R I A  A d i f f é r e n t e s  d i l u t i o n s ,  du 

1/25 au 1/200. L e s  an t i co rps  d i r i g é s  c o n t r e  nef  e t  les pept ides  de nef ont  pu 

être d é t e c t é s  en R I A  jusqu'h l a  d i l u t i o n  de  1 / 1 0 0 0  démontrant p a r  l a  une plus 

grande s e n s i b i l i t e  de l a  technique R I A  p a r  rapport  au t r a n s f e r t  de Western. 



Antigen: h€F P2 P5 

preincubation with: NïF BSA OVA N 3  BSAOVA hB: BSA OVA 

Inhibition of the 
antibody response: 
A: IgG, 86.7 8.7 O 100 8.7 8.7 - - 

Tableau X : 

Inhibition de la détection radioimmunologique d'anticorps spécifiques 

("inhibition of the antibody response") de nef et des peptides de nef par 

préincubation avec ("preincubation with") la protéine nef recombinante. 

"BSA" = albumine sérique bovine et "OVA" * ovalbumine. 

A D représentent 4 sérums différents. 

"-" absence de reponse anticorps spécif ique de l'antigéne quand le sérum est 

préincubé seulement dans du tampon. 



En faveur de la spécificité de l'utilisation des peptides en RIA on a pu 
T 

observer (1) qu'aucun sérum des sujets du groupe A n'a réagi avec un peptide 

témoin de 10 acides aminés (le LH-RH); (II) que la préincubation des sérums 

positifs vis-a-vis de nef avec la protéine nef recombinante inhibe la réponse 

a la protéine recombinante mais aussi la réponse aux peptides P2 et P5, alors 

(III) que leur incubation avec des protéines non apparentées (ASB ou 

ovalbumine) n'a qu'un effet inhibiteur mineur ou pas d'effet du tout (Tableau 

X); (IV) qu'aucun des 54 sérums négatifs témoins (groupe BI composé de 
\ 

donneurs de sang séronégatifs sans risque connu d'être infectés par VIH) ne 

présente de réponse anticorps détectable anti-nef ou anti-peptides de nef. 

(V) Enfin, la détection de séquences d'ADN de VIH (MULLIS K.B. et FALOONA 

F.A., 1987 et OU C.Y. et col., 1988.) a apporté un argument supplémentaire de 

poids en faveur de la spécificité correcte de la technique RIA : la présence 

1 d'ADN proviral de VIH-1 a été recherchée dans les cellules mononucléaires 

périphériques du sang chez 11 sujets du groupe A dont 8 étaient positifs et 3 

négatifs vis-A-vis de nef en RIA; des séquences du gène gag ont été détectées 

chez 9 des 11 sujets du groupe A, dont tous les sujets testés (8/9) qui 

possédaient des anticorps anti-nef ou anti-peptides de nef (Tableau IX); les 

2 sujets (2/11) ne présentant pas de séquence de gag n'avaient pas non plus 

d'anticorps dirigés contre nef dhtectables en transfert de Western ni en RIA, 

pas plus que d'anticorps anti-peptides de nef. 

3 - Persistance des anticorps anti-nef et anti-peptides de nef 

(et de sbquences d'ADN du virus VIH) aprQs une a&tonegativation 

spont an&. 

Un cas très intéressant de passage d'un état séropositif à un état 

sBron6gatif a Bgalement Bt6 BtudiB (Tableau 1x1. Une femme asymptomatique 

avait été déterminée séropositive en juin 1987 et l'est restée pendant 4 mois 



et demi selon les techniques d'ELISA, de transfert de Western et de RIPA. En 
f 

janvier 1988, cette femme est spontanément devenue complétement séronégative, 

antigéne P24/25 négative et toujours asymptomatique, pendant 4 mois. 

Néammoins il a été possible de détecter de l'ADN proviral de VIH-1 en janvier 

1988 et les anticorps spécifiques de nef et des peptides de nef (P2, P4 et 

P5) ont persisté, indiquant par la que la séronégativation n'était pas reliée 

à l'élimination des cellules infectées et que la présence du virus pouvait 

encore être détectée immunologiquement. 
' C  

Ce cas de séronégativation tend à montrer, comme certains auteurs l'ont 

déjà indiqué, que l'infection par VIH peut impliquer des phases de latence 

successives, non seulement avant mais aussi, dans certains cas, après 

l'initiation de la réplication virale chez le sujet infecté (FARZADEGAN H. et 

4 col., 1988.). En dépit de cela, l'ADN viral et les anticorps anti-nef 

persistent apr&s seronégativation. et représentent donc de bons marqueurs de 

l'infection. 
O 

C - DISCUSSION 

Une équipe allemande a récemment recherché les épitopes de nef reconnus 

par le sérum de sujets séropositifs ou séronégatifs vis-A-vis de VIH-1, A 

risque pour l'infection (GOMBERT F.O. et col., 1990.). Pour cela ils ont fait 

réagir ces serums en ELISA, avec 3 séries de plus de 200 nonapeptides 

superposés, fixés de façon covalente au support apres synthese selon la 

technique de GEYSEN M. et col. (GEYSEN M. et col., 1987.) . 9 zones 

épitopiques étaient assez bien reconnues par l'ensemble des sérums et, parmi 

elles, 5 sont retrouvees dans 5 des 6 peptides que nous avons utilises. Ces 

rdsultats valident notre prédiction des zones antigeniques de nef qui, bien 

qu'incomplète, s'est revélée trds spbcifique. Néanmoins, un des peptides 



immunodominants que nous avions révélé (P5 = 148-1611, n'est pas détecté dans 

l'étude allemande. GOMBERT F.O. et col. supposent que la présence de nombreux 

résidus chargés dans ce peptide (9/14 résidus) peut être B l'origine d'un 

manque de spécificité du test RIA que nous avons utilisé. Cet argument n'est 

pas valable pour deux raisons : (1) s'il y a 9 charges potentielles dans ce 

peptide, elles ne sont pas toutes de même signe et elles sont réparties tout 

au long du peptide, ce qui pouvait difficilement autoriser le peptide P5 h 

jouer un rôle d'"échangeur d'ionsn; (II) ceci est confirmé par le fait 

qu'aucun des 54 sérums VIH-négatifs, utilisés comme contrôle, n'a reconnu P5 

en RIA. L'explication la plus probable est, en partie, apportée par les 

auteurs eux-mêmes, et elle met en avant la limite de la technique de GEYSEN 

M. et col. : le peptide P5 que nous avons sélectionné, entre autres, pour son 

fort potentiel a-hélicoïdal contient 14 résidus et pouvait donc adopter une 

structure secondaire plus stable (ou plus facilement stabilisable par un 

anticorps) que les peptides de 9 résidus utilisés par l'équipe allemande; 

ainsi, le peptide P5 pouvait gtre reconnu plus aisément par des anticorps 

spécifiques d'un épitope conformationnel continu sur la protéine nef native. 

Une fois rassembl6s, nos résultats suggèrent que les produits des gènes 

de régulation de VIH, en particulier nef, peuvent gtre exprimés et 

immunogènes pendant la phase dite de silence sérologique succédant h 

l'infection par VIH. Même si ces résultats sont encore préliminaires, ils 

nous montrent qu'en sélectionnant des sujets a risque et en recherchant dans 

leur sérum la présence d'anticorps anti-nef il est possible de dépister ceux 

qui présentent une infection latente par VIH, non détectable par les tests 

dignostiques utilisés en routine. 

Bien qu'il ait été montré que la transfusion de sang de donneurs 

déterminés séronégatifs puisse conduire a la transmission de l'infection par 



VIH (WARD J.W. et col., 1988.1, on ne sait pas, l'heure actuelle, dans 
f 

quelle mesure le sang de donneurs possédant des anticorps anti-nef 

détectables, présentant de l'ADN proviral de VIH et séronégatifs selon les 

criteres usuels, peut être infectieux pour le receveur. Il sera donc 

nécessaire d'étudier la spécificité, la fréquence et la signification de ces 

nouveaux marqueurs pour connaître leur valeur diagnostique et pronostique 

réelle et leur utilité potentielle dans le contrôle des dons de sang. La 

technique d'amplification de l'ADN, permettant la recherche d'ADN proviral de 
I 

VIH dans les cellules mononucléaires périphériques du sang, bien que très 

sensible et spécifique, si effectuée finement, ne peut pas être utilisée en 

routine car elle constitue une technique lourde et délicate mettre en 

oeuvre. 

Un test diagnostique, basé sur la détection d'anticorps anti-nef suivie 

d'une confirmation par la détection de la présence d'ADN proviral de VIH 

constituerait toutefois un procédé très intéressant de dépistage précoce de 

l'infection. Il serait plus performant car il n'exite, A l'heure actuelle, 

aucun diagnostic efficace de l'infection pendant la période de latence 

("silence imunologique"). Un tel procédé sérait utile également pour étudier 

les périodes de silence sérologique rencontrées lors de l'infection. 

Co- noua l'avons déja vu, la détection des anticorps anti-nef est plus 

sensible lorsqu'elle est effectuée en RIA plutôt qu'en tranfert de Western, 

et lorsque des peptides dérivés de nef sont utilisés comme antigène, plutdt 

que la protéine recombinante elle-meme. Or, la mise en oeuvre d'un test 

radioimmunologique nécessite des habilitations et des protections spécifiques 

qui rendent cette technologie difficile à utiliser en routine. C'est pourquoi 

nous avons tenté de développer, en collaboration avec un partenaire 

industriel et l'équipe du professeur CAPRON, un test immunoenzymatique 



(ELISA) dans lequel les antigènes susceptibles d'être reconnus par les 
f 

anticorps anti-nef étaient composés de peptides immunodominants, dérivés de 

la protéine nef, fixés au fond des puits de plaques de microtitration. 

Malheureusement, nous ne sommes pas encore parvenus & être assez sensibles 

pour détecter les anticorps anti-nef avec une fréquence aussi élevée qu'en 

RIA. Et, lorsque nous parvenions a atteindre une sensibilité acceptable, cela 

était au détriment de la spécificité. Nous révélions alors trop de sujets 

faussement positifs, rendant ainsi le test inutilisable. Le manque de sérums 
3 

positifs vis-&-vis de nef (en RI"A/peptides) et de protéine nef recombinante 

pure n'a pas facilité la calibration de notre test tout au long de son 

développement. De son c8té, notre partenaire industriel qui essayait de 

développer un test ELISA de détection des anticorps anti-nef, en utilisant la 

protéine recombinante comme antigbne, a rencontré des difficultés similaires. 

Ceci nous a permis de confirmer que les difficultés que nous avions 

rencontrées n'étaient pas dues spécifiquement au matériel peptidique utilisé 

en tant qu'antigéne mais bien a la technologie ELISA, pas assez sensible 

actuellement pour révéler in vitro le signal très faible que nous 

recherchions. Ce projet est donc pour l'instant en suspens. 

Finalement, mis & part leur intérêt dignostique potentiel, nos 

observations pourraient avoir des implications certaines dans le 

développement de stratégies vaccinales anti-VIH. Les candidats vaccins 

développés jusqula présent sont basés uniquement sur l'immunisation par les 

protéines recombinantes gp160 ou gp120, produits du gène structural env ou 

même le virion VIH entier inactive (ZAGURY D. et col., 1988, SALK J., 1987 et 

LEVINE A.M. et col., 1988.) mais ils semblent inefficaces dans la prévention 

de l'infection par VIH dans les modbles expérimentaux utilisés (HU S .L. et 

col., 1987 et BERMAN P.W. et col., 1988.). De plus, les anticorps dirigés 

contre le produit de env peuvent jouer un r61e dans l'infection virale des 



cellules possédant un récepteur Fc des immunoglobulines et ce, par 
t 

l'intermédiaire de ce récepteur Fc (ROBINSON W.E. et col., 1988.). 

Le fait que la protéine nef puisse Btre exprimée in v i v o  avant 

l'initiation de la réplication virale nous amène A reconsidérer les vaccins 

basés uniquement sur l'utilisation de protéines du virion. Les protéines de 

régulation ou des peptides bien sélectionnés h partir de leur séquence, 

pourraient diriger effectivement la réponse immune vers la destruction des 
Y 

cellules infectées a un stade précoce de l'infection par VIH, avant 

l'initiation de la synthèse virale, et pourraient donc être considérés comme 

autant de vaccins potentiels contre VIH. 

D - CONCLUSION 

Il apparaPt ici que la protéine nef est immunogène chez l'homme et que 

des anticorps anti-nef sont pr6sents et persistent chez des individus 

infectés, en l'absence de toute synthese détectable de virions VIH-1, in 

vi vo . 

L'utilisation de peptides synthétiques, sélectionnés sur la base de la 

séquence de nef, s'est révélée plus sensible que l'emploi de la protéine 

elle-&me pour détecter des anticorps spécifiques chez des sujets infectés. 

Ces résultats mettent en évidence l'intérêt d'utiliser en diagnostic des 

peptides synthétiques (hormis leur faible coQt de fabrication). Ces derniers, 

judicieusement choisis (certains présentant une conformation privilégiée), 

peuvent s'avérer plus performants que la protéine recombinante qui a peu de 

chance en se repliant (si toutefois elle se replie), d'adopter une structure 

spatiale identique h celle de la proteine naturelle qui a été pr6sentée au 

système immunitaire. La protéine recombinante peut aussi faire disparaître 



des épitopes B présents h la surface de la protéine native ou faire 

apparaltre des épitopes inexistants dans cette dernière. Le peptide 

synthétique, lui, peut mimer un dpitope B séquentiel (relativement rares dans 

les protéines), un épitope B conformationnel continu (boucle, hélice a) ou, 

partiellement, un épitope B ccnformationnel discontinu, par contre, il ne 

peut en aucun cas masquer un épitope B naturel. Ces éléments peuvent 

expliquer les observations que nous avons faites dans la recherche des 

anticorps anti-nef. 
1 

Le même raisonnement peut être extrapolé h une nouvelle strategie 

vaccinale anti-VIH, basée sur l'utilisation de peptides synthktiques. 



i IV - MODULATION DE L'ORGANISATION a-HELICOIDALE D'UN 

PEPTIDE SYNTHETIQUE ET CORRELATION AVEC SON ANTIGENICITE 

A - INTRODUCTION 

Les peptides synthétiques sont de plus en plus couramment utilisés comme 

antigène dans les nouveaux tests sérodiagnostiques. Au cours de ces tests, 

les peptides interagissent avec des anticorps qui sont dirigés contre des 
9 

zones d'acides aminés présentés au système immunitaire dans le contexte 

étroit de la protéine repliée dans sa conformation naturelle. Parmi les 

différentes conformations qu'un peptide peut adopter au sein d'une protéine, 

1 'hélice a présente l'avantage d'être reproductible par des peptides 

synthétiques de taille moyenne. 
1 

Notre but a été d'évaluer l'influence des différents degrés 

d'organisation a-hélicoïdale (analysés par dichroïsme circulaire en solution 

aqueuse) d 'une séquence peptidique sur sa reconnaissance (antigénicité) par 

rapport A des anticorps dirigés contre la protéine native. Cette etude a été 

réalisée en collaboration avec l'équipe du Docteur P. DRUILHE h l'Institut 

PASTEUR de PARIS. 

B - RESULTATS ET DISCUSSION 

1 - Constructions 8doptQea 

Nous avons choisi de travailler avec un peptide de 17 résidus d'acides 

aminés correspondant a la séquence 13-2 9 de 1' antigène du stade hépatique 

(LSA pour "liver-stage antigenn) du parasite Plasmodium falciparum, l'agent 

pathogene de la malaria (GUERRIN-MARCHAND P. et col., 1987. ) . 



f ' 
@ Lys - Glu - Lys - Leu - Gin - Glu - Gln - Gin - Ser - Asp - Leu - Glu - Gln - Glu - Arg - Leu - AIa@ 

Lys - Glu - Lys - L u  - Gln - Glu - Gln - Gin - Se, - Asp - Leu - Glu - Gln - Glu - Arg - Leu - AIa 

Lys - Glu - Lys - Leu - Gln - Glu - Gin - Gln - Ser - Asp - Leu - Glu Gin - Glu - Arg - Leu - Ala a 
CH 3 a 
I 

l 

Aib = H , N  - C - C O O H  
I 

CH 3 

4 

Figure 27 : 3 constructions du peptide LSA 13-29, différenciables au niveau 

des extrêmités N- et C-terminales (Construction 1 en haut, 

Construction 2 au milieu et Construction 3 en bas). L'acide 

aminoisobutyrique (Aib) est également figur6. 



3 peptides ont été synthétisés, se différenciant au niveau de leurs 

extrêmités N- et C-terminales (Figure 27) : 

- Construction 1, dont l'extrémité N-terminale est NH2 et l'extrémité C- 
terminale est COOH; 

- Construction 2, dont l'extrémité N-terminale est @-acétyle et 

l'extrémité C-terminale est carboxamide (synthétisée sous forme amide, 

CONH2, sur une résine benzhydrylamine et acétylée en fin de synth8se); 

- Construction 3, dans laquelle des résidus d'acide a-amino isobutyrique 
(Aib), ont été incorporés au niveau des extrémités N-terminale = Na- 

(Aib-Ala-Aib) et C-terminale = ca-(Aib-~ib) . Les Aib ont été 

introduits sous forme de dérivés N~-BOC, selon un protocole classique 

de synthese dans la structure peptidique. 

2 - Conformation des constructions peptidiquea 

La Figure 28 nous montre les spectres de dichroïsme circulaire reflétant 

la conformation des différentes constructions en milieu aqueux. Le peptide 

synthétisé en préservant les extemités ionisables (Construction 1) était 

dépourvu de toute organisation. La même séquence construite avec des 

extr6mités @-acétyle et ca-amide non ionisables (Construction 2 présentait 

une organisation a-hélicoïdale naissante. Ces résultats confirment ceux de 

YORK E.J. et col. montrant que la présence d'une charge positive en position 

N-terminale et d'une charge négative en position C-terminale diminue tr&s 

fortement l'organisation a-hélicoïdale a cause de l'interaction défavorable 

avec le dipôle de l'hélice (orienté en sens inverse), généré par les liaisons 

hydrogènes parallèles a l'axe de l'hélice (YORK E. J. et col., 1986.) (Figure 

43). 



j \ r;' 1 K E K L Q E Q Q S D L E Q E R  

2 acetyl- K E K L Q E Q Q S D L E O E R a m i d e  

3 Aib Ala Aib K E K L Q E Q Q S D L E Q E R  Aib Aib 

r i  

Figure 28 : Spectres de dichroïsme circulaire des 3 Constructions du peptide 

LSA 13-29 (numérotées dans l'ordre, 1, 2 et 3) .3 15 mM, en 

milieux aqueux (NaCl 100 mM) et .3 température ambiante. Les 

spectres sont exprimes sous forme d'ellipticité molaire 

(deg. cm2/d6cimole) en fonction de la longueur d'onde (1) . 



Afin de favoriser cette conformation naissante, nous avons couplé, en 

positions N- et C-terminales, des résidus Aib (Construction 3) qui 

restreignent fortement la conformation du peptide dans lequel ils sont 

introduits (TONIOLO G. et col., 1983.) . On a pu ainsi observer une nette 
augmentation de l'organisation a-hélicoïdale du peptide, 37% des chahes 

présentant une conformation a-hélicoïdale. 

L'antigénicité des 3 constructions (Construction 1, Construction 2 et 

Construction 3) a été évaluée par un test immunoenzymatique de type ELISA, 

selon leur capacité à inhiber la liaison d'anticorps humains de sujets 

4 infectés par Plasmodium falciparum, à un peptide de 41 résidus utilisé comme 

antigène, adsorbé au fond des puits (ce peptide correspond à 2,s unités 

réptées de l'antigène LSA et il avait été sélectionné auparavant pour sa 

capacité à mimer l'antigénicité de l'antigène LSA recombinant) . 

La Construction 1 est complètement incapable d'inhiber la liaison des 

anticorps à l'antigène adsorbé. Ceci, m k  à des concentrations élevées, de 

l'ordre de la micromole de peptide par litre. Par contre la Construction 2 et 

la Construction 3 sont capables d'inhiber 40 à 80% de la réactivité des 

anticorps (selon les sérums utilisés) et ceci à des concentrations beaucoup 

plus faibles. Aucune différence significative n'a été observée dans la 

capacité d'inhibition de ces deux peptides. 

L'ensemble des résultats exposés ici nous montrent que : 

- les groupements ionisables terminaux des peptides (NH2 en position N- 
terminale et COOH en position C-terminale) jouent un r61e critique 



dans l'instabilité de la conformation a-hélicoïdale et, en 

conséquence, dans la reconnaissance par des anticorps provenant d'une 

stimulation par la protéine native; 

- l'introduction de résidus d'acide a-amino isobutyrique (Construction 
3) stabilise trés nettement la conformation a-hélicoïdale du peptide 

du LSA; 

- la modification apportée par l'introduction de cet acide aminé non 
naturel ne diminue en rien la reconnaissance par les anticorps anti- 

protéine naturelle, mais n'améliore pas la réactivité avec ces 

anticorps par rapport h l'analogue acétyl-amide (Construction 2). 

C - CONCLUSION 

Notre étude montre l'intéret de mimer une conformation h l'aide d'un 

peptide synthétique. En effet, un peptide a-hélicoïdal, correspondant h une 

zone trés probablement hélicoïdale du LSA natif, est mieux reconnu par les 

anticorps de sujets infectés par Plasmodium falciparum que le peptide non 

structuré. La Construction 1, dans laquelle le peptide poss&de des extrémités 

N- et C-terminales libres, potentiellement chargées, qui défavorisent 

l'établissement d'une structure a-hélicoïdale, n'est pas reconnue par les 

sérums de sujets infectés. La Construction 2, dans laquelle les extrémités N- 

et C-terminales sont bloquées et non chargées, présente un caractére a- 

hélicoïdal non négligeable en solution aqueuse, et elle est parfaitement 

reconnue par les anticorps de sujets infectés. Le fait que la Construction 3, 

aux extr&mités N- et C-terminales de laquelle des goupements Aib imposent une 

contrainte conformationnelle a-hélicoïdale forte en solution, ne soit pas 

mieux reconnue par les anticorps de sujets infectés montre que les 

groupements Aib peuvent etre responsables d'interactions stériques 

défavorables avec des anticorps spécifiques du LSA. Ainsi les groupements Aib 



4 
semblent s'opposer stériquement au gain d'affinité apporté par la meilleure 

structuration qu ' ils imposent. 

Ce travail démontre qu'il est possible de contrôler 11antig6nicité d'un 

peptide synthétique en contrôlant sa conformation en solution. Toutefois, le 

potentiel conformationnel du peptide semble constituer un paramètre plus 

important pour l'antigénicité vis-A-vis d'anticorps anti-protéine native, que 

la conformation qu'il adopte réellement en solution. Ce potentiel peut être 

amplifié grâce h l'environnement adéquat apporté par les récepteurs que 

constituent les anticorps spécifiques de la zone que représente le peptide 

dans l'antigène natif. 



V - IDENTIFICATION DES EPITOPES T AUXILIAIRES D ' UN 
I 

ANTIGENE (P24) DE TOXOPLASMA GONDII 

A - INTRODUCTION 

Le protozoaire coccidique Toxoplasma gondii est un parasite 

intracellulaire de l'homme et de divers animaux qui constituent pour lui des 

hôtes obligatoires. Ce parasite étant a l'origine d'importantes lésions 

foetales dans la toxoplasmose congénitale et d'encéphalites toxoplasmiques 

chez les sujets immunocompromis, parmi lesquels les receveurs de greffes 

(LUFT B.J. et col., 1983.) et les patients souffrant du syndrome 

d'immunodéficience acquise (SIDA) (MC CABE R. et REMINGTON J.S., 1988.), un 

vaccin contre Toxoplasma gondii s'avèrerait très utile pour ces différentes 

A populations A risque. 

En vue de comprendre comment 1 'hôte répond A l'infection par Toxoplasma 
pi 

gondii, un certain nombre d'expériences ont été effectuées et, toutes, ont 

indiqué que les cellules T doivent jouer un rôle important dans l'immunité A 

médiation cellulaire contre la toxoplasmose. Ceci a pu être observé dans 

différents modèles expérimentaux : souris, hamster et cochon dlinde (FRENKEL 

J.K., 1967, LINDBERG R.E. et FRENKEL J.K., 1977, PAVIA C.S., 1986a et PAVIA 

C.S., 1986b.). A l'aide du modèle rat athymique, l'équipe du Professeur 

CAPRON a montré également que les cellules T étaient nécessaires à la 

résistance contre l'infection par ce parasite (SANTORO F. et col., 1987 et 

DUQUESNE V. et col., 1990.). 

Parmi les antigènes vaccinants potentiels, les mol6cules excrétées- 

sécrétées (AES) par le parasite semblent constituer d'excellents candidats. 

L'Bquipe du Professeur CAPRON a montré que le s&rum (DARCY F. et col., 1988.) 



et les cellules T (DUQUESNE V. et col., 1990.) du rat FISCHER immunisé avec 
Y 

les antigènes excrétés-sécrétés (AES) sont capables de protéger des rats 

athymiques qui sont, sans cela, très sensibles i3 1 'infection par Toxoplasma 

gondii. Ainsi, le rôle des AES du tachyzoïte dans l'immunité protectrice 

contre l'infection par Toxoplasma gondii a clairement été établi. 

Dans sa stratégie de clonage d'antigènes de Toxoplasma gondii, basée sur 

l'hypothèse que la protection définitive, observée au cours de l'infection 

naturelle, est due i3 la présence de formes enkystées de bradyzoïtes dans les 

tissus de l'hôte, l'équipe du Professeur CAPRON a cloné une molécule de 24 

kDa (P24) (CESBRON-DELAUW M.F. et col., 1989. ) . Cette molécule fait partie 
des antigènes sécrétés et elle est spécifiquement reconnue par le sérum de 

lapins immunisés avec les AES et le sérum de sujets infectés de façon 

4 chronique. Les protéines recombinantes se sont avérées immunogènes chez la 

souris et ont permis la production d'anticorps dirigés contre la protéine 

native. Les études immunocytochimiques qui ont suivi ont permis la 
Y, 

localisation de l'antigène natif dans les granules denses des deux formes 

tachyzoïte et bradyzoïte et ont montré qu'il était synthétisé dans la vacuole 

parasitophore . 

Dans une stratégie vaccinale moderne, il serait intéressant de produire 

un vaccin dont la composition moléculaire soit parfaitement définie. Un tel 

vaccin devra comprendre tous les composés procurant une réponse immune 

protectrice, notamment les épitopes majeurs reconnus par les cellules B et 

cellules T. Dans cet objectif, la détermination de la structure primaire de 

la P24 (CESBRON-DELAUW M.F. et col., 1989.) a permis la sélection et la 

synthèse de peptides dériv6s.  ins si, l'utilisation de 5 peptides synthétiques 

s6lectionnés pour la probablite qu'ils presentaient d'être des structures 

épitopiques, a permis d'identifier les épitopes de l'antigène PZ4 reconnus 
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Figure 29 : Analyse de la séquence ("sequence numbern) de l'antigàne P24 

selon des critères 

(a) dlhydrophilie ("hydrophilicity prof ilen) (HOPP T .P. et WOODS 

K.R., 1981) 

(b) d1hélicit6 a ("helicityn) (CHOU Y. et FASMAN G., 1974a) et 

d'amphiphilie ("hydrophobie momentn) (EISENBERG D. et col., 

1982.) . 



4 
par les cellules Tt en collaboration avec l'équipe du professeur A .  CAPRON à 

l'Institut PASTEUR de LILLE. Parmi ces 5 peptides, certains se sont montrés 

très importants dans l'immunité a médiation cellulaire T. 

B - RESULTATS ET DISCUSSION 

1 - SBlection des peptides 

La numérotation de la séquence P24 a été effectuée selon le plus long 

clone d'ADNc décrit par CESBRON-DELAUW M.F. et col. (CESBRON-DELAUW M.F. et 

col., 1986.). La structure primaire de la protéine P24 a permis la prédiction 

de séquences exposées, selon les critères d'hydrophilie de HOPP T.P. et WOODS 

K.R. (HOPP T.P. et WOODS K.R., 1981.) (Figure 29a). La prédiction des 

1 
structures a-hélicoïdale amphiphiles a été examinée selon le potentiel a- 

hélicoïdal (CHOU Y. et FASMAN G., 1974 .) et la mesure du moment hydrophobe 

O 
(EISENBERG D. et COI., 1984.) (Figure 29b) . 

Le mode de prédiction que nous avons adopté nous a permis d'envisager 

des régions potentiellement épitopes B ou T, bien que le travail rapporté ici 

ne s'interesse qu'A l'étude des épitopes reconnus par les cellules T. 

L' existence de "patterns de ROTHBRAD" a également été considérée 

(ROTHBARD J.B. et TAYLOR W.R., 1988.). 

2 - DBtermination des Qpitopes de 188ntig&ne PZ4 cher le rat 

FISCHER infect4 par Toxoplasma gondii  

Afin de connaPtre la cinétique des sp4cificit4s cellulaires fines 

engendrées pendant l'infection par Toxplasma gondii, la réponse cellulaire T 
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Figure 30 : Prolifération in v i t r o  des lymphocytes T de rats FISCHER 

infectés, apr&s stimulation h l'aide des 5 peptides dérivés de 

P24 etcoupl6s h l'albumine serique bovine ("BSA") aux jours O 

(DO), 7 (D7), 21 (D21), 35 (D35), 42 ( ~ 4 2 )  et 49 (D49) aprés 

l'infection ("days after infection"). 



anti-P24 a été étudiée chez le rat, a différents moments et .3 l'aide de 
9 

plusieurs peptides de la P24. 

Pour obtenir des lymphocytes l? spécifiques, les ganglions lymphatiques 

inguinaux et mésentériques ont été prélevés A JO puis 7, 21, 35, 42 et 49 

jours aprés l'infection par un million de tachyzoites. 

Pour cette étude, les peptides ont été couplés sur albumine sérique 

bovine (ASB) afin d'être portés par cette protéine. En effet, les peptides de 

PZ4 non portés étaient incapables de stimuler les lymphocytes T dans les 

conditions opératoires utilisées. La Figure 30 montre la stimulation, a une 

concentration antigénique de 10 pg (poids du peptide quelque soit la quantité 

dtAS~)/ml, des cellules T de rats infectés. La cinétique de la réponse 

b 
spécifique des peptides de la P24 montre une variation des peptides reconnus 

par les lymphocytes T au cours de l'infection parasitaire. A JO, aucun 

lymphocyte T n'était stimulé par les différents peptides portés, pas plus que 
Cl 

par 1'ASB témoin. Les principaux peptides stimulant les lymphocytes T étaient 

les peptides 88-109 (a J2l)r 170-193 (a J21 et J35) et 194-208 (à J35 et 542) 

portés. LIASB seule n'a jamais stimulé les lymphocytes T des rats infectés. 

Ces premiers résultats montrent que la molécule P24 que le parasite 

présente au système immunitaire peut induire une réponse cellulaire T 

spécifique durant l'infection chez le rat. 

3 - Dbterminationn den bpitopes de 118ntigBne P24 chez le rat 

FISCHER immuni86 avec les U S  

Comme l'antigène P24 est présent dans les produits excrétés-sécrétés, la 

réponse cellulaire T I  anti-peptide de la P24, spécifique des AES a été 
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Figure 31 : Prolifération in vitro des lymphocytes T de rats FISCHER 

immunisés avec les antigènes excr6tés-sécrétés, après stimulation 

par différentes concentrations ("antigen concentrationn) des 5 

peptides dérives de PZ4 et couplés a l'albumine serique bovine 
("BSA") . 



é tud iée .  Pour ce la ,  les c e l l u l e s  T ont é t é  pré levées  5 jours après  l a  seconde 
u 

i n j e c t i o n .  

La p l u p a r t  des  pep t ides  de  l a  P24 é t a i e n t  capab les  de provoquer, i n  

v i t r o ,  l a  p r o l i f é r a t i o n  des  c e l l u l e s  T s p é c i f i q u e s  des AES (F igure  3 1 ) .  

Toutefois  parmi les 5 pep t ides  é tud iés ,  le  170-193 e t  l e  194-208 on t  i n d u i t  

les réponses les p l u s  f o r t e s .  Au c o n t r a i r e ,  une p r o l i f é r a t i o n  p lus  f a i b l e  a 

é t é  obtenue avec les a u t r e s  pep t ides  de l a  molécule P24 (64-79, 88-109 e t  

231-250) et  aucune p r o l i f é r a t i o n  n 'a  été observée avec l a  p r o t é i n e  por teuse  

seu le  (ASB) . 

4 - DBtermination des bpitopeu de l'antighne PZ4 chez le rat 

FISCHER immunis& avec un virus recombin& par le ghne de la PZ4 

4 ( W T G  2170) 

L'immunisation des  r a t s  FISCHER avec l a  c o n s t r u c t i o n  W T G  2170 a é t é  
D 

r é a l i s é e  a f i n  de conna4tre les épi topes  T de cette molécule a l ' a i d e  des  5 

pep t ides  synthét iques.  

A l ' a i d e  de 2 protocoles  d'immunisation (a l a  base  de l a  queue : Figure 

32 et pa r  voie i n t r a p é r i t o n é a l e  : Figure 33) ,  il a été poss ib le  d ' o b t e n i r  une 

p r o l i f é r a t i o n  importante avec les pept ides  88-109 e t  194-208. Quand l a  voie  

i n t r a p e r i t o n é a l e  a été u t i l i s é e ,  les c e l l u l e s  gangl ionai res  (Figure 33b) e t  

les c e l l u l e s  de  l a  r a t e  (F igure  33a) é t a i e n t  s t i m u l é e s  p a r  les  m ê m e s  

pept ides .  

L 'analyse de l 'ensemble des  r é s u l t a t s  nous montrent que les lymphocytes 

T de  r a t a  i n f e c t e s  ou d e  r a t s  immunisés avec les AES ou l a  p r o t é i n e  P24 
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Figure 32 : Prol i férat ion in vitro des lymphocytes T de ra t s  FISCHER 

inanunisés a l a  base de l a  queue avec l a  protéine P24 recombinante 

exprimée dans un virus de l a  vaccine, aprds stimulation par les 5 

peptides dérivés de P24 et couplés 8 l'albumine sérique bovine 

("BSAn) . 
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Figure 33 : Prolifération in vitro des lymphocytes T (a) de la rate ("spleen 

.c cellsw) ou (b) ganglionaires ("lymph node cellsn) de rats 

FISCHER immunisés par voie intrapéritonéale avec la protéine P24 

recombinante exprimée dans un virus de la vaccine, après 

stimulation par les 5 peptides dérivés de P24 et couplés (64C = 

64-79 couplé, etc.) h l'albumine serique bovine ("BSAn). 



recombinante peuvent être stimulés par des peptides synthétiques.   ou te fois, 

la réponse cellulaire T vis-a-vis des différents peptides varie au cours de 

l'infection : au début de l'infection, les cellules T reconnaissent le 

peptide 88-109; par contre à 35 jours après l'infection, c'est le peptide 

170-193 qui est le mieux reconnu; à partir de 42 jours après l'infection la 

réponse cellulaire diminue globalement. Quand on regarde la réponse générée 

par l'immunisation avec les AES, les peptides 170-193 et 194-208 permettent 

d'obtenir la meilleure réponse proliférative. Si l'antigène P24 est présenté 

au système immunitaire par le virus de la vaccine, les lymphocytes T obtenus 

après immunisation sous-cutanée ou intrapéritonéale reconnaissent 

principalement les peptides 88-109 et 194-208. 

Les différentes voies d'injection et les différents modes de 

A présentation au système immunitaire qui en découlent peuvent peut-être 

expliquer l'induction de réponses cellulaires T variées comme celles 

observées contre la molécule P24 au cours de l'infection ou après 
n 

immunisation par les AES ou par le virus de la vaccine recombiné. Le rôle des 

cellules présentatrices et l'environnement moléculaire de l'antigène présenté 

constituent 2 paramètres certainement cruciaux dans l'induction de la réponse 

immune. 

Dans les conditions expérimentales utilisées ici, ni les cellules 

ganglionaires ni les cellules de la rate n'étaient stimulables par les 

peptides synthétiques non couplés a une protéine porteuse (ASB), pas plus que 

par la protéine porteuse seule. Il existe plusieurs explications possibles à 

ce phénomène. On peut penser notamment que le couplage peut stabiliser la 

conformation potentielle du peptide ou alors qu'il permet une dégradation 

modérée du peptide par les cellules présentatrices de l'antigène. 



Figure 34 : Analyse par transfert de Western des antigènes de Toxoplasma 

gondi i  à l'aide des sérums suivants : l 

- rat FISCHER non infecté (couloir 1) 
- rat FISCHER athymique non infecté (couloir 2) 

I 
- rats FISCHER immunisés par des antigènes excrétés-sécrétés l 

(couloir 3 et 4) 

- rats FISCHER immunisés par le peptide 170-193 de p24 (couloir l 

5 et 6) 

- rats FISCHER athymiques infectés ayant reçu 104 lymphocytes 
spécifiques du peptide 170-193 (couloir 7 et 8) 1 

- rats FISCHER athymiques infectés ayant reçu 104 lymphocytes 
spécifiques de l'albumine sérique bovine (couloir 9) ou 

1 

l'anticorps monoclonal (TG 17-43) spécifique du peptide 170- r 

193 (couloir 10) . 



5 - Trrnmfert i n  v i v o  de8 ce l lu le8  T spicif ique8 du peptide 

170-193 

La p r é p a r a t i o n  de c e l l u l e s  T s p é c i f i q u e s  du p e p t i d e  170-193 a  é t é  

r e t enue  pour 2  r a i s o n s  : (1) les r é s u l t a t s  exposés précédemment où l e s  

c e l l u l e s  T s o n t  pré levées  s u r  des  r a t s  i n f e c t é s  ou immunisés avec les AES, 

nous mont ren t  que c e  p e p t i d e  c o n t i e n t  un ou p l u s i e u r s  é p i t o p e s  T 

immunodominant s; (II) un an t i co rps  monoclonal an t  i-P24 a  été préparé dans l e  

l a b o r a t o i r e  du Professeur CAPRON e t  c e t  ant icorps  ne reconnai t  que l e  pept ide  

170-193 démontrant a i n s i  que c e l u i - c i  c o n t i e n t  un é p i t o p e  reconnu p a r  les 

c e l l u l e s  B. 

Aucune réponse  a n t i c o r p s  a n t i - P 2 4  n ' a  pu être  mesurée pendant  

l ' i n f e c t i o n  ou après  immunisation pa r  les AES ou l e  pept ide  170-193 dans l e  

modèle r a t  (Figure 34) .  Toutefois  l 'immunisation avec ce  pep t ide  peut indu i re  

une réponse c e l l u l a i r e  T (Figure 35) .  En e f f e t ,  c e s  c e l l u l e s  T p r o l i f è r e n t  i n  

vitro en présence  de pep t ide  170-193 couplé s u r  ASB (F igure  35a) ou de 

t achyzo ï t e s  i r r a d i é s  représentant  l ' a n t i g è n e  n a t i f  (Figure 35b) mais, n i  avec 

l e  pep t ide  non couplé, n i  avec l a  p r o t é i n e  por teuse  s e u l e  (ASB). On peut  

également a j o u t e r  que les c e l l u l e s  T spéc i f iques  du pept ide  170-193 ne sont  

pas  s t imulées  p a r  les a u t r e s  pept ides  de l a  P24, tels les pept ides  64-79 e t  

231-250 ( ~ i g u r e  35a) .  Q u i  p l u s  est, les c e l l u l e s  T s p é c i f i q u e s  de  1'ASB 

n ' é t a i e n t  p a s  s t imulées  p a r  les t a c h y z o ï t e s  i r r a d i é s ,  é c a r t a n t  a i n s i  t o u t  

e f f e t  mitogène du p a r a s i t e  lui-même. C e s  r é s u l t a t s  confirment l a  présence  

d 'au moins 1 ép i tope  T au s e i n  de l a  séquence 170-193 de l a  P24. 

En vue d ' a p p r é c i e r  l ' e f f e t  p r o t e c t e u r  des  lymphocytes s p é c i f i q u e s  du 

pep t ide  170-193, un t r a n s f e r t  p a s s i f  de 104 c e l l u l e s  T a été e f f e c t u é  dans 
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Figure 35 : (a) Proliferation in vitro des lymphocytes T de rats FISCHER 

imnunisbs avec le peptide 170-193 de P24, apr&s stimulation par 

les peptides 64-79, 170-193 et 231-250 couplés (64C, 170C et 

231C) a l'albumine serique bovine (wBSAw) et par le peptide 
170-193 non coup16 (170 NC). 

(b) Dans un test parall&le, les d m e s  lymphocytes T ont ét6 

stimul6s par des parasites irradies en différents nombres 

("number of irradiated parasites"). 
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Figure 36 : Taux de survie ("% of survivaln) en fonction du nombre de jours 

suivant l'infection par 103 tachyzoïtes ("days after infection") 

de rats athymiques ayant reçu 104 lymphocytes de rats FISCHER 

innnunis6s soit avec le peptide 170-193 coup14 a l'albumine 
serique bovine ("anti-170-193Cn) soit avec de l'albumine serique 

bovine seule ("anti BSA cellsn). Des rats athymiques temoins 

n'ont pas reçu de lymphocytes. Il y avait 8 rats athymiques dans 

chaque goupe. 



des rats athymiques, 1 jour avant leur infection par 103 tachyzoïtes. 50% des 
c1  

rats ayant reçu les cellules T spécifiques du peptide 170-193 étaient 

complètement protégés (Figure 36), même après injection d'une seconde dose 

infectante comprenant 103 tachyzoïtes. Il appara4t donc que les lymphocytes T 

spécifiques du peptide 170-193 sont impliqués dans des mécanismes protecteurs 

mettant ainsi en évidence le r81e fonctionnel de cet épitope. 

Deux des rats athymiques protégés par les cellules T spécifiques du 

peptide 170-193 ont été saignés et la réponse IgG a pu être analysée par 

transfert de Western (Figure 34). L'un des rats présente une réponse 

anticorps contre un ou plusieurs autres antigènes de 30 kDa. Ceci démontre 

clairement que l'épitope T présent dans la séquence 170-193 de PZ4 peut 

induire une réponse T fonctionnelle in vivo (contre un autre antighe) . Par 
contre, l'autres rat ne présentait aucune réponse IgG mesurable, suggérant 

par là que la production d'anticorps observée chez le rat répondeur n'était 

pas nécessaire pour assurer la protection observée contre le parasite. 

Les lymphocytes T specifiques du peptide 170-193 ne sont donc 

probablement pas directement impliqués dans la production d'anticorps. 

Toutefois, seule la réponse IgG a été mesuree et il ne peut pas etre exclu 

que d'autres isotypes tels 1'IgE ou 1'IgA ne soient produits et que ces 

anticorps ne soient impliqués dans lVimmunit6 anti-Toxoplasma gondii (RIDEL 

P.R. et col., 1988 et GODARD 1. et col., 1990.). 

D'une façon tout A fait différente, l'activité principale de ces 

cellules pourrait être due h leur implication dans des mécanismes 

indépendants de la production d'anticorps. On peut penser notamment à 

l'induction de lymphocytes T cytotoxiques. RBcemment, il a BtB demontrd que 

des lymphocytes T, porteurs d'un phénotype correspondant aux lymphocytes T 



cytotoxiques, sont directement impliqués dans la cytotoxicité contre des 

parasites intracellulaires (KHAN 1 . A .  et col., 1988.) . Toutefois, les 

lymphocytes T induits après immunisation avec le peptide 170-193 peuvent être 

directement cytotoxiques pour le parasite ou, plus probablement, ils peuvent 

apporter une aide h l'induction de lymphocytes T cytotoxiques, par 

l'intermédiaire de la production d'interleukine 2. Il reste à comprendre le 

r81e exact joué par ces lymphocytes T spécifiques du peptide 170-193 dans la 

résistance des rats athymiques infectés par Toxoplasma gondii. 

C - CONCLUSION 

Le but de cette étude a été de connaltre, grace à l'utilisation de 

peptides synthétiques, les épitopes reconnus par des cellules TI éduquées 

contre la molécule P24 native, pendant l'infection ou après immunisation avec 

les AES ou la molécule P24 exprimée dans un virus recombiné de la vaccine. 

La capacité de prédire les séquences peptidiques induisant une réponse 

cellulaire T met en évidence l'utilisation potentielle d'immunogènes 

synthétiques en tant que vaccin. En effet, l'immunité cellulaire T est 

nécessaire, non seulement h une défense immune directe contre les pathogènes, 

mais aussi pour aider à la production d'anticorps et h l'induction d'une 

réponse T cytotoxique. C'est pourquoi un bon vaccin ne doit pas contenir 

seulement les séquences permettant la production d'anticorps, mais également 

celles qui permettront l'activativation des cellules T ayant un effet 

auxiliaire pour la production d'anticorps, ou qui induiront des mécanismes 

cellulaires protecteurs indépendants de la production d'anticorps. 

Le travail prAsenté ici met en Avidence, dans l'antigène P24, la 

présence d'bpitopes T urmiunodominants qui induisent, très probablement, et de 



manière préférentielle, une immunite A médiation cellulaire. C'est la 
f 

premiere détermination des épitopes T immunodominants d'un AES au cours de la 

toxoplasmose. 

D'une façon tout A fait intéressante, il a été observé qu'un des 

épitopes T immunodominants, le peptide 170-193, contient également un épitope 

reconnu par les cellules B, puisqu'un anticorps monoclonal anti-P24 reconnait 

ce peptide (CHARIF H. et col., corrimunication personnelle.). 

L'étude d'autres antigènes protecteurs dans la toxoplasmose est 

actuellement en cours dans le laboratoire du Professeur CAPRON. L'utilisation 

de peptides synthétiques parfaitement définis permettra la caractérisation 

des épitopes B et T contenus au sein de ces molécules. Ceci pourrait 

permettre le développement d'un vaccin synthétique qui induirait une immunité 

efficace dans une large population. 
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V I  - RECHERCHE DES EPXTOPES T AUXILIAIRES DE LA 

PROTEINE NEF DE VIE-1 

A - INTRODUCTION 

Le virus d'immunodéficience humaine (VIH) est l'agent infectieux 

responsable du syndrome d'inmiunodéficience acquise (SIDA) (BARRE-SINOUSSI F. 

et col., 1984, GALLO R. et col., 1984 et LEW J. et col., 1984.). L'infection 

par VIH induit un disfonctionnement progressif du système immunitaire, suivi 

d'une déplétion de la population cellulaire T auxiliaire CD~+, conduisant 

ainsi a l'insuffisance immune terminale et au développement d'infection 

opportunistes carractéristiques du SIDA (LANE C. et col., 1983, SHEARER G. et 

col., 1986, PETIT C. et col., 1988 et FAUCI A., 1988.). 

I 

Jusqu'a présent, tous les candidats vaccins anti-VIH et anti-VIS (virus 

d'immunodéficience simienne) utilisés dans le modèle expérimental primate, 
h 

tous les essais de vaccin en phase clinique 1 chez l'homme et toutes les 

immunisation de sujets infectés, en vue de prévenir le SIDA, ont été 

d6veloppés avec le virion inactive ou des protéines recombinantes ou des 

peptides de l'enveloppe virale (BERZOFSKY J. et col., 1988, DESROSIERS et 

col., 1989 et MURPHEY-CORB M. et col., 1989.) et se sont montrés très 

decevants. 

Le génome de VIH ne code pas uniquement pour les 3 protéines structurales 

gag, pol et env ,  constitutives du virion et caract&ristiques des rétrovirus. 

On peut, en effet, observer 6 proteines régulatrices supplémentaires, absentes 

4 du virion mais exprimées dans la cellule infectée (FAUCI A.,  1988.) . Les 
cellules infectees expriment d'abord 3 produits de gènes régulateurs, nef, tat 

et rev, et, seulement aprhs qu'une certaine quantité de proteine rev ne soit 



présen te  ( s e u i l ) ,  les a u t r e s  p ro té ines  v i r a l e s  sont  s y n t h é t i s é e s .  Parmi les 3 
f 

p r o d u i t s  de  gène  de r é g u l a t i o n  exprimés précocement, n e f  semble ê t re  

prédominant (ROBERT-GUROFF M. e t  col . ,  19 90 . ) . 

N e f  ("negative enhancer f a c t o r w  ou 3' o r f  ou F) code pour une p ro té ine  de 

27 kDa, capable de  f i x e r  l e  GTP, d l B t r e  phosphorylée (ALLAN J. e t  co l . ,  1985, 

ARYA S. e t  GALLO R.,  1986, FRANCHINI G.  e t  c o l . ,  1986 e t  GUY B.  e t  c o l . ,  

1987.),  e t  q u i  semble r é g u l e r  de façon négat ive  l ' e x p r e s s i o n  de l a  molécule 

CD4 a l a  s u r f a c e  de l a  c e l l u l e  i n f e c t é e  (GUY B. e t  co l . ,  1987. ) . I l  a 6 t é  

proposé ( K I M  S. e t  col . ,  1989 et  HAMMES S. e t  co l . ,  1989.) que nef  pu i s se  a g i r  

comme un f a c t e u r  rendant s i l e n c i e u s e  l ' express ion  de  V I H  (LUCIW P .  e t  co l . ,  

1987, AHMAD N .  e t  VENKATESAN S., 1988 e t  NIEDERMAN T .  e t  c o l . ,  1989. ) ,  e t  

q u ' a i n s i  c e t t e  p r o t é i n e  s o i t  responsable  de l ' é t a b l i s s e m e n t  de l a  phase 

, l a t e n t e  de l ' i n f e c t i o n  p a r  V I H  (CHENG-MAYER C.  e t  c o l . ,  1989. ) . N e f  est 

exprimée dans dans des l i g n é e s  c e l l u l a i r e s  T i n f e c t é e s  par  V I H  e t  e l le  a  été 

t rouvée  A l a  s u r f a c e  des  c e l l u l e s  mononucléaires de s u j e t s  i n f e c t é s  p a r  V I H  
11 

(DURDA P. et  c o l . ,  1988 e t  MAC SHARRY J. e t  col . ,  1990. ) .  La p ro té ine  ne f  est 

immunogène chez c e r t a i n s  s u j e t s  i n f e c t é s  : des  a n t i c o r p s  a n t i - n e f  on t  été 

d é t e c t é s  chez environ l a  moi t i4  des  s u j e t s  in fec tés ,  durant  l a  phase c l i n i q u e  

s i l e n c i e u s e  précédant l e  SIDA, t 8 t  après  l ' i n f e c t i o n  (RANK1 A. e t  co l . ,  1987, 

KHALIFE J. et  c o l . ,  1988 e t  AMEISEN J.C. et  c o l . ,  1989.) ;  des  c e l l u l e s  T 

cyto toxiques  spéc i f iques  de n e f  ont  pu être i d e n t i f i é e s  (CULMANN B. e t  co l . ,  

1989 et  KOENING S. e t  col . ,  1990.) .  

Une s t r a t é g i e  v a c c i n a l e  basée  s u r  l ' u t i l i s a t i o n  d e  c e t t e  p r o t é i n e  

p o u r r a i t  p e r m e t t r e  l e  c i b l a g e  d e  mécanismes e f f e c t e u r s  immuns v e r s  les 

c e l l u l e s  i n f e c t é e s ,  avant le  début d'une synthese s i g n i f i c a t i v e  de v i r i o n s  e t  

p o u r r a i t  a i n s i  p réven i r  l a  l i b é r a t i o n  e t  l a  propagation de VIH,  liées d l a  

d e s t r u c t i o n  des c e l l u l e s  i n f e c t b e s .  



Un bon vaccin doit inclure les composants nécessaires a la production 

d'une réponse immune protectrice et, en particulier, des Bpitopes T 

auxiliaires. En effet, l'immunité cellulaire T semble constituer un mécanisme 

de défense majeur contre les infections virales : l'immunité cellulaire T 

auxiliaire est essentielle pour induire et rBguler aussi bien une réponse 

anticorps qu'une activité cellulaire T cytotoxique, mémorisables par le 

système immunitaire. La réponse cellulaire T auxiliaire est différente de la 

réponse cellulaire B puisqu'elle est restreinte à un nombre limité de sites 

antigéniques, par, et en association étroite avec, les molécules de classe II 

du complexe majeur d1histocompatibilit6 et qu'en gBnéral elle nécessite une 

dégradation enzymatique de 1 'antigène (HEBER-KATZ E. et col., 1983, SCHWARTZ 

R., 1985 et ASHWELL J. et SCHWARTZ R . ,  1986.). Les épitopes T semblent 

présenter des caractéristiques physico-chimiques particulières et la propriété 

d'adopter une conformation a-hélicoïdale amphiphile a pu être reliée la 

faculté qu'ont certains peptides d'gtre reconnus par les cellules T 

auxiliaires (DE LIS1 C. et BERZOFSKY J., 1985, MARGALIT H. et col., 1987 et 

SPOUGE J. et col., 1987.). 

Notre approche a donc consisté h prédire les épitopes T auxiliaires de la 

protéine nef à partir de la séquence de l'isolat VIH LAVBRU (WAIN-HOBSON S. et 

col., 1985.), à synthetiser les peptides correspondant aux régions 

sélectionnées et à les tester dans les modèles rat et chimpanzé, en 

collaboration avec l'équipe du Professeur A. CAPRON à l'Institut PASTEUR de 

LILLE. Même si le développement d'un SIDA, postérieur à une infection par VIH 

n'a jamais Bté observé dans ces espèces (FULTZ PI 1989.1, les chimpanzes (Pan 

troglodytes) constituent la seule esphce, avec le gibbon et l'homme, qui 

puisse etre effectivement infectée par VIH-1 et semble ainsi constituer un bon 



nef Antigen Concentration (p.g/ml) 

Figure 37 : Prolifération in vitro des lymphocytes T spécifiques de nef 
l 

enrichis en population C D ~ +  ou en CDE+, par différentes 

concent rat ions de la protéine nef ("nef ant igen concent rat ion" ) . 
M 



modèle d'étude préliminaire de l'inununogénicité obtenue avec un vaccin anti- 

VIH-1. 

B - RESULTATS 

1 - RQponse p r o l i f 6 r a t i v a  d e s  population8 c e l l u l a i r e s  T ,  

e n r i c h i e 8  e n  c e l l u l e s  C D ~ +  et CD~+, da r a t s  immunis68 par 

1 ' antigQne prot8iqua nef 

Les lymphocytes T sont fonctionnellement et phénotypiquement h6térogènes. 

C'est pourquoi les cellules T purifiées de ganglions de rats LOU M ont été 

séparées en 2 sous-populations, CD~' et CD~' afin d'étudier leurs 

proliférations respectives vis-3-vis de la protéine nef. 

A 

Les lymphocytes T C D ~ +  enrichis montrent une réponse proliférative 

significative contrairement aux cellules T CD~' (Figure 37) . De plus, quand 
t i  

les 2 sous-populations cellulaires sont remélangées selon leurs proportions 

initiales, déterminée par cytofluorométrie, aucune différence n'est observée 

par comparaison avec la sous-population CD~' seule. Les cellules T C D ~ +  ne 

prolifèrent donc pas dans les conditions expérimentales utilisées, même en 

présence de cellules T CD~' aptes A aider leur prolifération. Ces résultats 

démontrent qu'après immunisation de rats avec la molécule protéique nef 

recombinante, une forte r6ponse T auxiliaire et observée, mais pas de réponse 

T potentiellement cytotoxique. 



Figure 38 : Analyse de la séquence de la protéine nef de VIH-1 LAVbru 

(numérotée de 1 à 206 sur l'axe horizontal) selon des critères 

(A) d'hélicité a ("helicity") (CHOU Y. et FASMAN G., 1974a) et 

(B) d'amphiphilie ("hydrophobie momenta) (EISENBERG D. et col., 

1982 .) 



2 - SQlmction des peptides 

L'identification des épitopes T de la protéine nef recombinante de 27 kDA 

a été envisagée en utilisant des peptides synthétiques sélectionnés a partir 

de la structure primaire de l'isolat LAVBRU. 

L'hélicité a, et plus précisément l'hélicité a amphiphile, avait pu être 

corrélée avec les dbterminants reconnus par les cellules T (DE LIS1 C. et 

BERZOFSKY J., 1985.). La tendance a-hélicoïdale a été prédite en utilisant la 

méthode de CHOU Y. et FASMAN G. (CHOU Y.  et FASMAN G., 1974a.) (Figure 38 A) 

et l'amphiphilie a été estimée en calculant le moment hydrophobe selon la 

méthode d1EISENBERG D. suivant une période de 100' (3,6 résidus par tour) 

typique d'une organisation en hélice a (EISENBERG D. et col., 1982.) (Figure 

t 38 B). Tous les peptides sélectionnés contiennent une séquence présentant un 

potentiel a-hélicoïdal significatif, associé a un moment hydrophobe élevé 

excepté le peptide 45-69. Ce peptide a été retenu A cause de son très fort 
t > 

potentiel a-hélicoïdal, mais aussi parce qu'il contient une zone acide, 

composée de plusieurs résidus d'acides glutamiques, susceptible de lui 

conférer une résistance vis-&-vis de la dégradation enzymatique opérée dans la 

cellule présentatrice de l'antigène. Dans les conditions physiologiques 

normales, cette zone est chargée et confère donc au peptide une bonne 

solubilit6 en milieu neutre (pH 7,2) . Durant la dégradation antigénique dans 
le milieu intralysozomal (pH acide), cette zone acide ne sera plus chargée et 

le peptide, pas ou peu soluble, sera donc moins exposée A la dégradation 

enzymatique. Nous avons observé que les peptides synthétiques contenant cette 

zone acide (peptide 45-69 et dérivés) sont insolubles en milieu acide alors 

4 
que dès que nous remontions le pH vers une valeur neutre (pH 7 )  ces peptides 

devenaient parfaitement solubles. 



peptide sequence 

GGKWSKSSWGWPTVRERMRRA 

SSNTAATNAACAWLEAQEEEEVGFP 

MTYKAAVDLSHFLKEK 

EGUHSQRRQDILDL - - 
VEPDKVEEANKGEN 

Tableau X I  : 

S6quence d e s  p e p t i d e s  de n e f  s é l e c t i o n n 6 s .  L e s  "pat terns  de  ROTHBARD" 

(ROTHBARD J . B .  et TAYLOR W.F. ,  1 9 8 8 . )  ont  6 t é  soul ign6s .  
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A c6té de ces différents critères, la présence d'un "pattern de ROTHBARD" 

(ROTHBARD J.B. et TAYLOR W.R., 1988.) dans chaque peptide a été contrôlée et 

différents motifs consensus sont présents dans toutes les séquences retenues, 

exceptées les séquence 45-69 et 148-161 (Tableau XI). 

3 - Stimulation par le8 peptide8 8ynthhtique8 d&riv&u de nef, 

des lymphocytes T de rat8 et de chimpanrhu immuaishs avec 

1 ' antigQne nef 

La réponse proliférative des lymphocytes T de ganglions inguinaux de rats 

LOU M immunisés avec n e f  a pu etre déterminée par incubation avec l'antigène 

n e f  ou les peptides 2-23, 45-69, 79-94, 98-112 et 148-161 couplés ou non à 

l'albumine sérique bovine (ASB). Tous les peptides sélectionnées selon leur 

A potentiel a-h6licoïdal amphiphile stimulent les cellules T spécifiques de 

n e f  h condition d'être portés sur ASB, alors qu'aucune stimulation n'a été 

observée avec le porteur seul (Figure 39a). Dans tous les cas, les peptides 
h 

45-69 et 79-94 couplés sur ASB ont induit les plus fortes réponses. Aucune 

réponse proliférative ne semble due A un effet mitogène des peptides testés, 

puisqu'aucune réponse n'est observée quand des cellules T de rats normaux ont 

ét6 testées avec ces peptides (Résultats non montrés). Le peptide 45-69 est le 

seul à provoquer une réponse proliférative des cellules T sans avoir besoin 

d'être couplé à une protéine porteuse (Figure 39b). 

Pour aller plus loin dans notre investigation, 2 chimpanzés (Cheetha = C 

et Mgbadolite = M) ont été immunisés avec la protéine n e f  recombinante (en 

utilisant l'hydroxyde d'alumine en tant qu'adjuvant) alors que 2 autres 

4 animaux (Bakoumba = B et Julie = J) ont seulement reçu un placebo. Les 2 

animaux B et J I  servant de contrôle, n'ont jamais répondu a la prot6ine n e f  ni 

à n'importe lequel des peptides testés. Par contre, les lymphocytes de M 



Incorporation 3H-TdR (c.p.m) 

Incorporation 3H-TdR (c.p.m) 



11 22 30 42 65 
Days 

11  22 30 42 65 
Days 

Figure 40 : Cinétique de la réponse lymphocytaire de 2 chimpanzés. La 

femelle, CHEETHA (C) et le &le MGBADOLITE (M) ont été immunisés 

et rappeles avec la protéine nef recombinante. Les lymphocytes 

ont ét6 restimulés i n  v i t ro  a laide de 2 doses de peptides (40 et 
10 microgramnes/ml) libres. Les résultats ont été exprimés en 

index de stimulation. 



proliféraient 22 et 30 jours après la première injection, a condition d'être 
< 

stimulés par le peptide 45-69 (Figure 40 Ml alors que les lymphocytes de C 

7 n'ont répondu significativement qu'après 3 injections et 65 jours après la 

première, a condition d'être stimulés par le peptide 45-69 mais aussi par les 

peptides 79-94 et 98-112 (Figure 40 Cl. Une réponse plus faible a également 

été observee chez le chimpanzé CI contre les peptides 148-161 et 79-94, 

respectivement 11 et 22 jours après la première injection. Qui plus est, dans 

ces expériences, seule la femelle C a présenté une réponse proliférative a la 

protéine nef, et ce, 22 et 65 jours après la première injection. A partir de 

ces résultats, il est possible de dire que chez le chimpanzé, la protéine 

recombinante nef est immunogène et faiblement antigènique, du point de vue de 

la réponse cellulaire T. 

Pour confirmer la prolifération lymphocytaire T I  une population 

cellulaire T enrichie selon la technique des rosettes de globules rouges de 

mouton, a été préparée. Des macrophages syngéniques (ayant à leur surface les 

mêmes molécules de classe 1 et II du CMH que les cellules T des animaux) et 

des cellules B ont servi de cellules présentatrices de l'antigène après 

traitement à la mytomycine C (Figure 41). 2 semaines après la dernière 

injection, la femelle C et le mâle M ont répondu a différents antigènes 

testés. Les cellules T de M n'ont répondu qu'à la protéine nef et au peptide 

98-112. Par contre, non seulement la protéine nef, mais tous les peptides 

testés, ont induit une prolifération des lymphocytes T de CI les peptides 45- 

69 et 98-112 provoquant la réponse la plus forte (plus forte même qu'à la 

protéine nef ayant servi d'immunogène). 



Z' 
Figure 41 : ProlifBration in vitro des lymphocytes T de chimpanzBs imunizBs 

avec la protéine nef recombinante, aprbs stimulation par les 

peptides libres de nef, la protéine nef elle-même, un extrait 

d'E. coli ou les cellules présentatrices de l'antigène seules 

("T + APCn), 2 semaines après la cinquième injection. Les 
cellules T ont été purifiées selon la technique des rosettes de 

globules rouges de mouton. Les résultats ont Bté exprimBs en 

index de stimulation. 



Antigen Concentration (pglml) 

* 45-69 
+ 45-69BSA 
9 nef 
9- BSA 
+ Cytochrorne C 

Figure 42 : Prolifération i n  v i t r o  des lymphocytes T de rats immunisés avec 

le  peptide 45-69 de n e f ,  aprés stimulation par d i f férentes  

concentrations ("antigen concentrationn) du peptide 45-69 l ibre  

ou couplé a l'albumine sérique bovine ("BSAn), de protéine nef  

recombinante, de "BSAn ou de "cytochrome Cm. 



4 - CaractBrisation de l'bpitope T contenu dans le peptide 45-69 

a - GQnQrrtion de cellules T sp6cifiquea du peptide 45-69 

Puisque l e  pep t ide  45-69, s e u l  ou couplé a une p r o t é i n e  por teuse ,  a été 

capable de s t imule r  A l a  f o i s  des c e l l u l e s  T de r a t s  e t  de chimpanzés, il est 

très probable q u ' i l  e x i s t e  un ép i tope  T au s e i n  de  c e t t e  région de  n e f .  Afin 

de  v é r i f  ier c e t t e  hypothèse, des c e l l u l e s  T spéc i f iques  du pep t ide  45-69 ont  

été préparées en immunisant des r a t s  LOU M avec l e  pept ide  45-69 non por t&.  

La Figure 42 montre que ces  lymphocytes é t a i e n t  fortement s t imulés  par  l e  

pep t ide  45-69 couplé s u r  ASB ou non, mais a u s s i  p a r  l a  p r o t é i n e  ne f .  N i  l e  

1 
por teur  s e u l  (ASB) n i  par  l a  p ro té ine  servant  de con t rô le  u t i l i s é e  (cytochrome 

! C) n 'on t  provoqué de  réponse de ces  lymphocytes. I l  a p p a r a l t  donc que l e  

pept ide  45-69 testé chez l e  r a t  LOU M est immunogene i n  vivo et  q u ' i l  con t i en t  

au moins un épi tope  T. 
b 

b - Identification de l'bpitope T minimal contenu dans la zone 

45-69 de nef 

Pour dé te rminer  l a  séquence por teuse  de l ' a c t i v i t é  immunologique du 

pep t ide  45-69, nous avons sé lec t ionné  e t  s y n t h é t i s é  3 pep t ides  de 15 rés idus  

couvrant c e t t e  région (peptides 45-59, 50-64 et  55-69) (Tableau X I I ) .  

C e s  pept ides  ont  été syn thé t i sés  avec 2 goupes N-terminaux d i f f & r e n t s ,  en 

vue de  moduler l e u r  p o t e n t i e l  a -hé l i co ïda l  sans  modif ier  l e u r  séquence : l e  

groupement NH2 t e r m i n a l  l i b r e  (générab le  p a r  un p r o c e s s u s  n a t u r e l  de  

p r o t é o l y s e  enzymatique dans l a  c e l l u l e  p r é s e n t a t r i c e  de  l ' a n t i g è n e )  q u i  



peptide sequence 

SSNTAATNAACAWLEAQEEEEVGFP 
SSNTAATNAACAW 

ATNAACAWLEAQEEE 
AWLEAQEEEEVGFP 

ATNAACAWLE 

Tableau XII : 

Séquence des différents sous-fragments du peptide 45-69 de nef, sélectionnés 

c pour caractériser l'épitope contenu dans ce peptide. 



Figure 43 : Hélice a et son moment dipolaire (8+, 6-1 induit par les liaisons 

hydroghes stabilisant la structure. Une charge positive N- 

terminale (NH~+) et une charge nbgative C-terminale (COO') 

défavorisent l'btablissement de la structure hblicoïdale. 



interagit de façon défavorable avec le dipôle hélicoïdal, et la forme N ~ -  
\j 

acétylée de ce groupement (forme art if icielle non charg6e) plus favorable à 

l'établissement d'une conformation a-hélicoïdale. En effet, les groupement 

chargés jouent un r61e crucial dans la stabilité d'une hélice formée par un 

peptide en solution, et particulièrement un petit peptide (ROTHBARD J. et 

TAYLOR W . ,  1988.) : les liaisons hydrogène intracaténaires quasiment 

parallèles 8 l'axe de l'hélice et qui la stabilisent, induisent 

l'établissement d'un dipôle, avec une extrémité positive du c6té N-terminal et 

une extrémitb négative du cet6 C-terminal (Figure 43). Ces trois peptides, 

tout comme le 45-69, ont également été synthétisés sur une résine para-méthyl- 

benzhydrylamine, leur conférant, apr&s clivage, une extrêmité C-terminale 

carboxamide non chargée, favorable à l'établissement de la structure a- 

hélicoïdale. 

1 

La capacité de ces peptides 8 stimuler in vitro les lymphocytes de rats 

immunisés avec nef a été examinée. La Figure 44a nous montre que le peptide 
t, 

50-64, Na-acétylé ou pas, stimule fortement les lymphocytes T spécifiques de 

la protéine nef. Une prolifération plus faible est observée en présence du 

peptide 45-59 mais elle est augmentée par la Na-acétylation du peptide. Par 

contre le peptide 55-69 n'induit aucune réponse, qu'il soit N~-acétylé ou 

non. Des r6sultats semblables sont trouvés (Figure 44b) quand les lymphocytes 

proviennent d'animaux irmunisés avec le peptide 45-69. En effet, la réponse 

obtenue avec le peptide 50-64, @-acétylé ou pas, était la plus forte, alors 

que la réponse proliférative obtenue avec le peptide 45-59 était plus faible 

mais augmentait avec la Na-acétylation du peptide. De façon intéressante, la 

réponse cellulaire T induite par le peptide 50-64 Na-acétylé est aussi 

importante que celle obtenue avec le peptide 45-69 utilisé pour immuniser les 

animaux. Ainsi, ce peptide, bien que ne contenant que 15 acides aminés, est 

particulièrement antigénique in vitro. 



Incorporation 3H-TdR (c.p.rn) 
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Qui plus est, les cellules T spécifiques de nef provenant des 2 

chimpanzés C et M proliféraient en presence du peptide 50-64 comme on vient de 

l'observer dans le modèle rat. L'effet stimulant de ce sous-fragment était 

même alors plus important que celui du peptide 45-69 lui-même (Figure 45). 

En vue de confirmer que la séquence 50-64 contient effectivement une 

région épitopique T, les rat LOU M ont été immunisés avec la forme N ~ -  

acétylée de ce peptide. Une prolifération a alors été induite par les peptides 

50-64 et 45-69 ainsi que par la protéine nef (Figure 46). Par contre, ni 

~'ASB, ni le cytochrome C, ni l'antighne d'E. coli utilisés comme contrôle ne 

stimulaient ces lymphocytes T. Le peptide 50-64 est donc, non seulement 

antigénique, mais également imunogène. 

f 

La réponse antigénique obtenue, vis-&-vis des lymphocytes T sensibilisés 

par nef ou le peptide 45-69, avec les peptides 45-59 et 50-64 qui se 
I- 

superposent partiellemnt, pourrait être due a un épitope T comprenant des 

résidus portés par les 2 peptides. Toutefois, on ne peut pas exclure la 

présence de 2 épitopes distincts dans cette région de la protéine nef. Nous 

avons donc synthétisé le peptide 50-59 fl-ac6tylé ou non, correspondant & la 

zone de superposition. Dans la Figure 47 nous pouvons voir que seule la forme 

fl-acétylée de ce peptide est capable de stimuler les lymphocytes spécifiques 

de la protéine nef (Figure 47a), du peptide 45-69 (Figure 47b) et du peptide 

50-64 (Figure 47c). 
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Figure 46 : Prolifération i n  v i t r o  des lymphocytes T de rats inanunisés avec 

le peptide 50-64 @--acétylé de nef , après stimulation par 
différentes concentrations ("antigen concentration") du peptide 

50-64 +acéty14 ou pas, du peptide 45-69 couplé sur l'albumine 

sérique bovine ("BSA") ou pas, de la protéine nef recombinante, 

d'un lysat d'E. coli, de la "BSA" ou du "cytochrome C". 
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Figure 48 : Spectres de dichroïsme circulaire du peptide 45-69 @-ac6tyle et <i 

du peptide 50-64 ~ L a c 6 t ~ l e  en milieux aqueux (NaCl 0,281 et d 1 

température ambiante. Les spectres sont exprimes sous forme 

d1ellipticit6 molaire (deg. cm2/d6cimole) en fonction de la 

longueur d'onde (nwavelengthw). 
t 
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5 - Etudea conformationnelles 

La présence d'une organisation secondaire (structure secondaire) dans les 

peptides 4 5-69 et 50-64 N~-acétylés a été étudiée par dichroïsme circulaire 

en solution dans un milieu aqueux (Figure 48). Avec deux minima, à 208 nm et 

222nm, le spectre de dichroïsme du peptide 45-69 s'est avér6, comme prévu, 

caractéristique d'une organisation a-hélicoïdale. La proportion hélicoïdale a 

pu être estimée A 30%, grâce A un calcul effectué A partir du minimum à 222 

nm. Le spectre de dichroïsme circulaire du sous-fragment 50-64 ~ ~ - a c é t ~ l é  

était caractéristique d'une structure en feuillet plissé $. 

Ainsi, seul le peptide 45-69 était assez long pour adopter une structure 

a-hélicoïdale en solution. Le peptide 50-64, certainemnt trop court pour 

présenter une telle conformation, a eu tendance à adopter une organisation en 

feuillet plisse $. L'implication de l'une ou l'autre des conformation dans 

l'inununoréactivité n'a pas pu être exploitée A partir des données que nous 

avons exposées : des études plus poussées et plus détaillées sont actuellement 

en cours. 

6 - Effet auxiliaire i n  vivo par les lymphocytes T sp&cifiques 

du peptide 45-69 pour la production d' anticorps anti-n ef 

L'identification, au sein du peptide 45-69, d'au moins un épitope T, 

capable d'induire et de provoquer une réponse cellulaire proliférative à nef, 

nous a améné A déterminer la capacité de ce peptide A induire une réponse 

cellulaire T auxiliaire fonctionnelle in v i v o .  Cette réponse a été déterminée 

in v i v o  dans le modhle rat LOU M, en mesurant la production d'anticorps apr&s 

immunisation de l'animal avec le peptide 45-69 ou aprhs transfert des 



1 O 

days 

+ 45-69 
-+ cytochrome C 

+ 45-69 
+ nef 
+ cytochrome C 
* nef 

O 20 4 0  60  80  

Days 

Figure 49 : 

Taux dlIgG specifiques de la protéine nef, (a) de 3 rats ayant subi un 

transfert passif de 107 cellules T spécifiques du peptide 45-69 ou de rats 

témoins ayant reçu des cellules T spécifiques du cytochrome C, 1 jour avant 

inmunisation avec protéine nef recombinante, (b) de rats préimnunisés 2 fois 

avec le peptide 45-69 ou le cytochrome C avant dtOtre Fnimunisés avec la 

protéine nef recombinante. Ce taux est exprimé en densité optique ("ODm). 



lymphocytes T spécifiques de 45-69, suivis d'une stimulation par la protéine 

I nef. Pour cela, les cellules T spécifiques ont été injectées par voie intra- 

veineuse chez des rats syngéniques (porteurs des mêmes molécules de classe 1 

et II du CMH) (15 x 106 cellules/rat) 1 jour avant immunisation avec 10 

microgrammes de protéine nef recombinante. 

La Figure 49a montre que le transfert passif augmente fortement la 

production d'IgG spécifiques de nef, en comparaison aux sérums d'animaux ayant 

reçu des cellules T spécifiques du cytochrome C I  selon le même protocole. De 

la même façon, les rats immunisés avec le peptide 45-69 avant la stimulation 

par la protéine nef présentent une nette augmentation de la production dlIgG 

anti-nef (Figure 49b). Il a également été possible d'observer l'induction 

d'une réponse anticorps aux autres peptides de nef (RBsultats non montrés) . 
Ainsi, il a été démontré que le peptide 45-69 de nef contient un épitope T 

susceptible de générer une réponse cellulaire T auxiliaire impliquée dans la 

production d'anticorps anti-nef. 

C - DISCUSSION 

Le but de ce travail était de déterminer les épitopes T auxiliaires de la 

protéine nef de VIH,  A l'aide de la protéine recombinante et de peptides 

synthétiques sélectionnés a partir de la séquence protéique. Il a été possible 

de montrer que la protéine nef recombinante Btait immunogène puisqu'elle est 

capable d'induire une réponse cellulaire T spécifique. Les épitopes T ont été 

recherchés en analysant la capacité de peptides A restimuler les lymphocytes T 

d'aminaux immunis6s avec la protéine nef entière, et la capacité des 

lymphocytes spécifiques de ces peptides d'être reconnus par la protéine 

entihre. 5 peptides, contenant chacun 15 a 25 résidus d'acides amines ont 

tout d'abord été testés. 



Un peptide nous est apparu hautement immunogène et antigènique : il 

s'agit du peptides 45-69, localisé dans la partie N-terminale de la protéine 

nef. Le fait que le même site de la protéine soit reconnu par les cellules T 

spécifiques de nef dans des modeles aussi différents que le rat et le 

chimpanzé rappelle les travaux concernant la zone Tl de l'enveloppe du virus 

VIH-1 dans les modéles murins, simiens (CEASE K. et col., 1987.) et humains 

(BERZOFSKY J. et col., 1988.) ou ceux concernant les sites du circumsporozoïte 

de la malaria dans les modèles murins (HOSMALIN A. et col., 1989.) et humains 

(GOOD M. et col., 1987.). 

Dans le modèle rat, le peptide 45-69 a été capable d'induire une 

prolifération cellulaire T spécifique de nef sans atre couplé A une protéine 

porteuse. Par contre, les autres peptides (peptides 2-23, 79-94, 98-112 et 

148-161) nécessitaient un couplage sur protéine porteuse (sur ASB) pour 

induire une prolifération cellulaire T, le porteur ne présentant pas d'effet 

stimulant par lui-même. Aprés immunisation par le peptide 45-69, une réponse 

spécifique a été induite A la fois contre le peptide et la protéine nef. Le 

peptide, immunogène non porté, contient au moins 1 épitope T présentant une 

activité auxiliaire fonctionnelle in vivo puisqu'une premiére injection avec 

le peptide 45-69 ou un transfert passif des lymphocytes T spécifiques de ce 

peptide h des rats sains, a augmenté la réponse IgG anti-nef, postérieure h 

l'injection de la protéine. De façon intbressante, 1' injection primaire du 

peptide 45-69 suivie de l'injection secondaire de la protéine nef, a conduit h 

une augmentation de la réponse A d'autres déterminants de la protéines. 

Dans le modèle primate non-humain, le peptide 45-69 a aussi induit une 

prolifération significative des cellules T d'animaux immunisés avec la 

protéine nef entiere. Même si le peptide 45-69 s'est avéré bon épitope 



antigénique chez le chimpanzé, une réponse tardive des cellules T a été 

6' 
observée vis-a-vis du peptide 98-112. Cela reflète très probablement l'aspect 

dynamique de la réponse immune anti-nef. Le peptide 98-112 était également 
I 

antigénique chez le rat, mais il nécessitait alors d'être couplé a une 

protéine porteuse (ASB) pour induire une prolifération des lymphocytes T. 

Les cellules présentatrices de llantig&ne utilisées dans les expériences 

présentées ici étaient de natures différentes selon le modèle : cellules 

thymiques chez le rat et cellules mononucléaires périphériques du sang chez le 

chimpanzé. Ceci peut constituer une explication B la nécessité que certains 

peptides ont de fonctionner uniquement couplés A une protéine porteuse. En 

effet, les processus de dégradation enzymatique et de présentation sont 

certainement différents dans ces 2 populations cellulaires (dégradations 

différentes et molécules du CMH différentes). 

Le plus petit peptide actif de la séquence 45-69 a pu être étudié en 

synthétisant différents peptides de cette région et a été identifié sous la 

forme du peptide 50-59 N~-acétylé, alors que la forme non acétylée (amine N- 

terminale libre) de ce peptide est inactive. 

L'analyse par dichroïsme circulaire a montré une organisation a- 

h6licoïdale partielle pour le peptide 45-69, alors que son sous-fragment 50-64 

se présentait plutôt dans une conformation p-plissée impliquant très 

probablement la formation d'agrégats a cause de son caractère fortement 

hydrophobe. Néanmoins, ces 2 peptides se sont avérés immunogènes et épitopes 

T. L'absence d'hélicité dans le peptide 50-64 pourrait 6tre due h sa faible 

longueur qui ne favorise pas une telle organisation en solution aqueuse. Le 

fait que cette séquence 50-64 soit située au milieu de la séquence 45-69 a- 

hélicoïdale indique que la séquence 50-64, bien que trop courte pour former 



une hélice a par elle-même, possède un fort potentiel pour adopter une telle 
\ 

conformation. Cette tendance peut être amplifiée par un environnement adéquat 

pour aider B la formation d'une hélice a, et un tel environnemnt pourrait 

être fourni par le sillon au sommet des molécules de classe II du CMH. Un 

intérêt supplémentaire dans l'étude de la tendance a-hélicoïdale nous est 

apporté par les résultats montrant l'influence de la nature du groupe N- 

terminal du plus petit peptide actif, le 50-59. En effet, seule la forme Na- 

acétylée est: antigénique vis-&-vis des lymphocytes T spécifiques de la 

protéine nef, du peptide 45-69 Na'acétylé et du peptide 50-64 fl-acétylé. Or, 

on sait que la présence d'une charge positive en position N-terminale diminue 

très fortement l'organisation hélicoïdale a cause de l'interaction défavorable 

avec le dipole de l'hélice, générée par les liaisons hydrogènes paralléles & 

l'axe de l'hélice (Figure 43). CARBONE F. et col. ont observé que des 

fragments peptidiques, dont la fonction amine N-terminale est acétylée, 

adoptent plus facilement une conformation a-hélicoïdale dans un environnement 

hydrophobe comme l'intérieur de la membrane plasmique (CARBONE F. et col., 

1987.). Ainsi, bien que les chalnes latérales du peptide Na-acétylé et du 

peptide NH2 soient identiques, ces 2 peptides différent l'un de l'autre par 

leur stabilité a-hélicoïdale. La forme Na-acétylée qui est antigénique 

pourrait se révéler la plus facilement accessible pour une bonne présentation 

au récepteur T. Cette explication est en accord avec les aspects structuraux 

(forme du sillon au sommet des molécules du CMH) . WRAITH D. et col., ont 
montré que l'interaction d'un peptide de MBP avec une molécule du CMH était 

optimale quand le peptide était N~-acétylé (WRAITH D. et col., 1989. ) . La 
forme Na-acétylée pourrait également conférer une protection vis-&-vis d'une 

dégradation excessive de l'antigène impliquant des aminopeptidases dont 

l'action serait bloquée par le groupe acétyle. 



La connaissance du r61e des différents acides aminés du peptide 45-69 et 

5 

plus particuliérement l'indentification des résidus impliqués dans l'agrétope 

(résidus de l'épitope T interagissant avec la molécule du CMH) et l'épitope 

vrai (résidus de l'épitope T interagissant avec le récepteur T) sont en cours 

de développement. 

D - CONCLUSION 

Les résultats présentés ici nous amènent penser que les critères de 

localisation des épitope T "putatifs" au sein d'une séquence protéique doivent 

prendre en compte la tendance a-hélicoïdale des séquences en priorité sur 

leur dégré effectif d'organisation hélicoïdale en milieu aqueux. 

On connait a l'heure actuelle peu de peptides antigénique3 qui soient 

également immunogènes du point de vue de la réponse cellulaire T, sans 

nécessiter un couplage à une protéine porteuse. Aussi nous avons pu mettre en 

évidence ici deux peptides qui présentent ces caractéristiques : un peptide de 

25 résidus et un de ses sous-framents de 15 résidus. Ces peptides ne sont pas 

naturels, en ce sens qu'ils ne pourraient pas provenir d'une dégradation 

enzymatique dans la CPA ou le milieu extracellulaire, puisque leur extrêmité 

N-terminale est sous forme ~~-acét~lée. Cette modification qui favorise 

l'établissement d'une conformation a-hélicoïdale, en faveur d'une bonne 

interaction avec les molécules du CMH, peut aussi certainement conférer aux 

peptides immunogénes une bonne résistance aux aminopeptidases et éviter ainsi 

leur dégradation. Cette hypothése peut constituer un facteur important pour 

rendre immunogénes in vivo des peptides épitopes T qui, sans cela, ne le 

seraient pas. Toutefois cela reste à vérifier avec plusieurs épitopes T bien 

caractérisés. Bien que non naturels, les peptides fl-acétylés actifs que nous 

avons utilisés présentent d'excellentes réactions croisées avec la protéine 



dont ils sont dérivés. Ces considérations nous amènent a penser que ce type de 

constructions constitue un outil tout à fait efficace dans une nouvelle 

stratégie vaccinale. 
C 

L'identification d'épitopes T auxiliaires de la protéine nef sera 

certainement d'une grande aide dans la conception de vaccins anti-VIH. En 

effet, ces épitopes pourraient permettre 1' induction précoce, au cours de 

l'infection, de cellules T produisant des lymphokines qui conduiraient à une 

augmentation de la réponse immune humorale et de la réponse immune à médiation 

cellulaire. De plus, comme il apparait de plus en plus évident que la réponse 

cellulaire T cytotoxique puisse participer au contrôle de l'infection par VIH 

(WALKER C. et col., 1986 et MARTZ E. et HOWELL D. 1989.), il semble important 

de savoir quels sont les épitopes T auxiliaires aptes a aider l'induction 

d'une réponse cytotoxique et si des épitopes bien définis peuvent être 

reconnus à la fois par les lymphocytes T auxiliaires et les lymphocytes T 

cytotoxiques. 





avec un g&ne du virus h étudier. Seule une équipe allemande est parvenue à 

obtenir une cytotoxicité in vivo h l'aide d'un peptide synthétique (DERES K. 

et col., 1989.). Ces chercheurs ont synthétisé un peptide pseudolipidique 

( t r ipa lmi toy l -S -g lycéry l cys t6 iny l - s éry l - s e  = P3CSS) dérivé de l'extrêmité 

N-terminale, immunologiquement active, de la principale lipoprotéine 

dlEscherichia coli (lipoprotéine de BRAUN). Ils l'on alors greffé h un peptide 

de la nucléoprotéine du virus de la grippe. Cette structure est tr&s difficile 

h synthétiser et nous avons pensé qu'il était possible d'obtenir la même 

réponse en utilisant un ou plusieurs synthons pseudolipidiques mitogène 

beaucoup plus aisés a mettre en oeuvre. 

Nous avons donc entrepris, en collaboration avec l'équipe de Professeur 

J.P. LEVY h 11h8pital COCHIN de PARIS, l'étude des conditions de l'induction 

in vivo d'une réponse cellulaire T cytotoxique en immunisant des souris à 

l'aide de peptides synthétiques modifiés (lipopeptides) ou pas. Pour cela, 

nous avons utilisé une séquence connue pour dtre épitopique T cytotoxique chez 

la souris (TAKAHASHI H. et col., 1988.) : la séquence 312-327 de la gp120 

(codée par le g&ne env) du virus VIH-1 LAVbrU. Nous avons aussi utilisé une 

séquence plus grande comprenant également cet épitope : la séquence 302-335 de 

la gp120 du virus VIH-1 LAVbrU. La séquence 312-327 de gp120 contient 

également un épitope T auxiliaire, caractérisé chez la souris (TAKAHASHI H. et 

col., 1990.) . Or de tels épitopes semblent représenter une condition 

nécessaire (mais non suffisante) h l'induction d'une réponse cellulaire T 

cytotoxique, aussi bien in vitro qu'in vivo. 

D'autre part, HOPP T.P. avait montré qu'il était possible d'augmenter 

l'immunogénicité (du point de vue de la réponse anticorps) d'un peptide 

synthétique en lui greffant 1 acide aminé pseudolipidique (Ne-palmitoyl- 

lysine) (HOPP T .P., 1984.) . Or, la zone de la gp120 que nous avons envisagé 



Br - CH - COOH NH2- CH - COOH CH3-C - O  - C O - N H  -CH -COOH 
I 

CH3 

pyrocarbonate de tertiobutyle / ____) 3 I ' T r i t o n B  / 
Figure 50 : Etapes de synthèse de l'acide N~-BOC amino-2 hexadécanoïque. 



d'étudier contient également une épitope B neutralisant (RUSCHE J.R. et col., 

1988.). Cela signifie que des anticorps dirigés contre cet épitope sont 

capables de neutraliser in vitro l'infection de cellules cibles saines par le 

virus VIH-1. Nous avons donc étudié au laboratoire la réponse anticorps chez 

la souris vis-à-vis des mdmes lipopeptides, parallèlement à la réponse 

cytotoxique examinée par l'équipe du Professeur J.P. LEVY. 

B - RESULTATS ET DISCUSSION 

1 - SynthQue de l'acide amino-2 hexad6canolque (acide amin& 

libre) (Figure 50) 

Avant de synthétiser l'acide tert.-butyloxycarbonyl (BOC) amino-2 

hexadécanoïque nous avons préparé l'acide amino-2 hexadécanoïque par 

substitution nucléophile d'ordre 2 du brome de l'acide bromo-2 hexadécanoïque 

par l'ammoniaque, dans l'eau, sous pression à 60°C, pendant 15 heures. Le 

produit brut obtenu étant très difficile à dissoudre, nous avons essayé de 

nombreux solvants (eau, éthanol, acide formique à 70% dans l'eau, acétate 

d'éthyle, toluhne, toluène/acétonitrile, acétate dléthyle/acétonitrile ou 

acide acétique à température ambiante) avant de réussir a le mettre en 

solution dans l'acide acétique bouillant. 

Le rendement de synthhse de l'acide amino-2 hexadécanoïque sous forme 

d'acétate (cristaux blancs) était de 46% après purification par 

recristallisations successives dans l'acide acétique. Le produit obtenu a été 

caractérisé par son point de fusion (144OC, contre 56OC pour l'acide bromo-2 

hexadécanoïque), par son comportement en chromatographie sur couche mince de 

silice (Rf = 0,82 dans le système de solvant A, contre 0,s pour l'acide bromo- 

2 hexadécanoïque et Rf = O dans le système de solvant B contre 1 pour l'acide 



bromo-2 hexadécanoïque) et en spectrométrie de masse PDMS (MM = 270 

correspondant h la masse attendue). 

2 - Synthhse de l'acide N~-BOC amino-2 hexad&canoXque (acide 

amini Na-prot&g&) (Figure 50) 

Pour remettre en solution l'acide amino-2 hexadécanoïque, nous lui avons 

adjoint 1,l équivalent de détergent, l'hydroxyde de benzyl-triméthylammonium 

en solution à 40% dans le méthanol, le tout dilué dans le DMF qui s'est révélé 

le seul solvant efficace. Le détergent a créé un effet dispersif par 

interaction hydrophobe avec la chaïne aliphatique de l'acide aminé. Apr&s 

évaporation (DMF incompatible avec l'étape suivante de synthèse) et séchage du 

produit dissout, celui-ci est plus facilement repassé en solution dans 

l'alcool tertiobutylique, le détergent étant toujours présent. Néanmoins, 

cette étape de solubilisation de l'acide amino-2 hexadécanoïque a constitué un 

facteur très limitant de la synthèse de l'acide BOC amino-2 hexadécanoïque 

(voir le rendement). Il est intéressant de remarquer que la structure du 

détergent semble importante pour solubiliser l'acides aminé. En effet, le 

triton X 100 (octylpnénolpoly (éthylèneglycoléther) n) s 'est révélé inapte h la 

solubilisation, son utilisation ayant conduit h des rendements de synthèse 

particulierement faibles. 

Nous avons ensuite ajouté du bicarbonate de potassium et 2,s équivalents 

de pyrocarbonate de tertiobutyle (par rapport h l'acide aminé) servant 

former le dérivé BOC de l'acide aminé que nous avions préparé. La réaction 

s'effectuant A pH basique, nous avons ajusté ce dernier entre 8 et 9 h l'aide 

de carbonate de sodium. Le pH a ainsi 6th maintenu constant pendant les 

premieres heures de contact et le déroulement de la réaction a &té suivi en 
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Préparation 3 

Figure 51 : 3 constructions lipopeptidiques (Prkparations 1, 2 et 3) sur la 

base de la sequence 312-327 de la glycoprotéine d'enveloppe gp120 

du virus VIX-1. 



chromatographie sur couche mince de silice en effectuant des prélévements 

périodiques (Rf de l'acide BOC amino-2 hexadécanoïque = 1 dans le système de 

solvant A contre 0,82 pour l'acide amino-2 hexadécanoïque et le Rf de l'acide 

BOC amino-2 hexadécanoïque = 0,67 dans le système de solvant B contre O pour 

l'acide amino-2 hexadécanoïque) . 

Quand il n'est plus resté d'acide amino-2 hexadécanoïque dans le milieu 

réactionnel, le produit obtenu a été repris dans de l'eau et acidifié par 

l'acide chrohydrique. Ainsi, s'il restait des traces d'acide amino-2 

hexadécanoïque, elles se sont retrouvées sous la forme d'un sel de chlorure, 

soluble dans l'eau et pas dans l'acétate d'éthyle dans lequel l'acide BOC 

amino-2 hexadécanoïque a été extrait. Après lavage et séchage de la phase 

organique, le produit de réaction a Bté cristallisé plusieurs fois dans 

l'hexane refroidi. 

On a ainsi obtenu des cristaux blancs avec un rendement de 16%. Le 

produit a été caractérisé par son point de fusion (8S°C), par son comportement 

en chromatographie sur couche mince de silice (Ri = 1 dans le systéme de 

solvant A et O dans le système de solvant B ) et en spectrométrie de masse 

PDMS (MM = 370,8 correspondant 3 la masse attendue, et MM - 270 correspondant 
à l'ion moléculaire fragmenté par clivage du groupement BOC). 

3 - Synthhse des lipopeptides 

Le choix des séquences construites sous forme lipopeptidique s'est porté 

sur la région 312-327 de gp120 du virus VIH-1 LAVbru (Figure 51) afin 

d'étudier la réponse T cytotoxique, et sur un peptide plus long : la région 
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Préparation 2' 

préparation 3 ' 

Figure 52 : 3 constructions lipopeptidiques (Preparations 11, 2', et 3') Sur 

la base de la sbquence 302-335 de la glycoprot6ine d'enveloppe 

gpl2O du virus VIH-1. 



302-335 de la même protéine (Figure 52) pour étudier la réponse anticorps. 

Nous avons effectué 3 préparations avec chacune des 2 séquences (Figure 51 et 

52). 

La synthése a été realisee selon une stratégie en phase solide 

(MERRIFIELD R.B., 1963.). Tous les lipopeptides ont été synthétisés sur une 

résine benzhydrylamine (chargée d 0,72 millimole/gramme) . Dans tous les cas, 
le premier acide aminé greffé était l'acide BOC amino-2 hexadécanoïque (2 

équivalents). Ceci nous a permis d'obtenir des constructions où l'acide amind 

C-terminal était l'acide amino-2 hexadécanoïque sous forme amide afin d'éviter 

la présence d'une charge d proximité de la chalne aliphatique hydrophobe 

(Figures 51 et 52). Après acétylation par l'anhydride acétique en milieu 

basique, afin de bloquer les sites réactifs libres, nous avons effectué le 

clivage du BOC N-terminal puis le couplage du premier acide aminé des 2 

séquences respectives. 

Toutes ces étapes ont été réalisées manuellement, ce qui nous a permis 

d'effectuer des contr8les très précis des couplages de l'acide aminé 

pseudolipidique et du premier acide aminé sur celui-ci. L'agent de couplage 

n'était pas, ici, la dicyclohexylcarbodiimide (DCC) mais l'hexafluorophosphate 

de benzotriazolyl-N-oxy trisdiméthylaminophosphonium (BOP) en présence 

d'hydroxybenzotriazole (HOBt) et de diisopropyléthylamine (DIEA). Aussi, grâce 

A cette méthode de couplage très performante, le rendement de ces deux 

réactions de couplage a toujours ét& supérieur a 99,5% malgré le fort 

encombrement stérique de l'acide BOC amino-2 hexadécanoïque. La suite des 

syntheses s'est effectuée de façon classique jusqu'au dernier acide aminé des 

deux séquences retenues. 



A ce stade, chacune des 2 peptidyl-résines a été divisée en 3 lots, 

traités manuelement : 

- 1 lot a été conservé tel quel; 
- 1 lot a été greffé par l'acide BOC amino-2 hexadécanoïque. Le couplage 

manuel (au BOP) de ce dernier a été suivi d'un clivage du BOC N- 

terminal et d'une acétylation de la fonction amine ainsi démasquée. 

Cela a permis d'éviter la présence d'une charge h proximité de la 

cha4ne aliphatique hydrophobe de l'acide amine pseudolipidique; 

- sur 1 troisième lot a été couplé la N ~ N € - ~ ~ B O C  lysine. Le couplage 

manuel (au BOP) de cette dernière a été suivi d'un clivage des 2 

goupements BOC et du couplage de l'acide palmitique (au moyen du BOP). 

Nous avons ainsi obtenu des peptides possédant une dipalmitoyl-lysine 

en position N-terminale. 

1 Ces couplages ont fait l'objet d'un cont8le étroit qui a révélé des 

rendements toujours supérieurs h 99,5%. Ces résultats confirment l'intéret de 

l'utilisation du BOP corne agent activant en synthèse peptidique, surtout pour 
C 

coupler les acides aminés pseudolipidiques ou pour effectuer un couplage sur 

ces derniers. 

Les lipopetides synthétisés ont ensuite été clivés de leur support. Les 

lipopetides dérivés de la séquence 312-327 ont été clivés selon la technique 

"High HFw, alors que ceux dérivés de la séquence 302-335, contenant une 

méthionine(0) ont été clivés selon la technique "Low HFw suivi d'un "High HF" 

après que leur histidine(DNP1 ait été déprotégée. Les rendements de coupures 

sont assez faibles, compris entre 40 et 70%. L'explications la plus probable 

est que l'encombrement stérique de l'acide amino-2 hexadécanoïque, directement 

lié h la résine, a certainement géné le clivage de la liaison dont on sait 

qu'elle est déjà difficile h rompre dans les conditions habituellement 

utilisées. 



Ilijmction Stimulation Cibla Aatirit6 aytolytiqua 
i n  vivo i n  v i t r o  (J21 >J21 

R I E N  -120 312-327 gpl2O 312-327a - ++ 
vac-envb - - 

Lipopept  i d e s  
gpl20 312-327 

P r e p a r a t i o n  2 gp120 312-327 gp120 312-327 - ++ 
Vac-env - ++ 

Lipopep t ides  
gp120 302-335 

gp120 302-336 
P r e p a r a t  i o n  1' ou gp120 312-327 +++ 

gpl20 312-327 Vac-env +++ 

gpl20 302-336 
P r e p a r a t i o n  2 '  o u  -120 312-327 +++ 

gpl20 312-327 Vac-env +++ 

gpl20 302-336 
P r e p a r a t i o n  3 '  ou m l 2 0  312-327 - - 

m l 2 0  312-327 Vac-env - - 

a C e l l u l e s  c i b l e s  synghniques e n  p rhsence  d e  3 pi d e  p e p t i d e  gpl2O 312-327. 
C e l l u l e s  c i b l e s  syngdniques i n f e c t e e s  p a r  un v i r u s  d e  l a  v a c c i n e  permet tan t  
l ' e x p r e s s i o n  d u  gBne env d e  VIH. 
TAKAWLSHI H. e t  col.,  1988. 

Tableau XII1 : I 

Mesure de la réponse cellulaire T cytotoxique vis-h-vis du peptide 312-327 de $ 

gp120, ou vis-a-vis du produit du gene env exprimé dans le virus de la 
I 

vaccine, avant ou après les 21 jours suivant llinmunisation in vivo par les 



Après 2 lavages selon la procedure "TFA-éthern, 1 'identité des 

lipopeptides a été contôlée en analyse d'acide aminé après hydrolyse acide 

totale et, pour certains, en spectrométrie de masse PDMS (certains ne volent 

pas). Leur homogénéité a été vérifiée en chromatographie sur couche mince de 

silice et CLHP en phase inverse analytique. 

Nous avons donc obtenu les 6 constructions lipopeptidiques représentées 

dans les Figures 51 et 52. 

4 - Induction in vivo d'une r6poase cellulaire T cytotoxique 

cher la 8ouris 

f Les resultats exposés dans le Tableau XII1 nous montrent que de fortes 

réponses cellulaires T cytotoxiques sont inductibles par des lipopeptides i n  

vivo et sans adjuvant chez la souris. 
C 

Quelle que soit la stsquence, la première Préparation (1 ou 1') s'est 

révélée la plus immunogène i n  v ivo.  Qui plus est, elle s'est montrée plus 

active que l'immunisation par le virus de la vaccine exprimant le g&ne env 

(codant pour la gpl2O) recombinant. Les peptides non modifiés n'ont pas induit 

de réponse cytotoxique mesurable, exceptée une faible réponse avec le peptide 

312-327 après 21 jours, mais cela était certainement dti h une imunisation i n  

v i t r o  lors de la stimulation puisqu'on observe le même phénomène avec les 

cellules de souris non immunisées. Il est possible d'utiliser indifféremment 

le peptide 312-327 ou le peptide 302-336 comme stimulants ou comme cibles. 

Parallèlement a ces expériences, il a été vhrifié que des constructions 

lipopeptidiques semblables, opérbes avec le peptide 147-158 R' (de la 

nucléoprotéine du virus de la grippe) utilisé dans l'étude de DERES K. et col. 



(DERES K. et col., 1989.), donnent des résultats similaires a ceux exposés ici 

(MARTINON F. et col., communication personnelle). 

~'immunog&nicité est inversemnt proportionnelle A l'hydrophobie de 

llimmunog&ne lipopeptidique. En effet, quelle que soit la séquence, la 

première Préparation (1 ou 1') est la moins hydrophobe et la troisiéme 

préparation (3 ou 3') la plus hydrophobe, et la séquence 312-327 a un 

caractère plus hydrophobe que la séquence 302-335. Cette propriété 

physicochimique est directement relike h la solubilité des produits dans les 

solvants aqueux utilisés lors des manipulations immunologiques. Or, sachant 

que les immunogènes sont filtrés avant dV8tre injectés, on peut se demander si 

les structures les plus hydrophobes ont réellement été injectées en quantité 

suffisante pour induire une réponse, car il est très probable que de telles 

1 structures aient au moins le m8me potentiel que les moins hydrophobes. En 

résumé, les résultats nous montrent qu'une structure lipopeptidique 

relativemnt simple est capable d'induire in vivo une réponse cellulaire T 
b 

cytotoxique mais il est encore un peu t6t pour conclure que la premiere 

Préparation (1 ou 1') (la plus simple et la moins hydrophobe) est 

effectivement la plus active. 

Les résultats obtenus ici sont en désaccord avec ceux provenant des 

travaux de CARBONE F.R. et BEVAN M. J. et de ISHIOKA G.Y. et col. qui ont 

obtenu des lymphocytes T cytotoxiques specifiques de l'antigène après 

immunisation in vivo par des peptides de l'ovalbumine (CARBONE F.R. et BEVAN 

M. J., 1989, ISHIOKA G.Y. et col., 1989.) . Toutefois, ces auteurs n'indiquent 
pas l'importance de l'adjuvant dans leur conditions d'immunisation, mais ils 

v 
laissent supposer qu'un adjuvant même "doux" serait nécessaire à l'obtention 

d'une telle réponse. 



Plus récemment, AICHELE P. et col. ont réussi a induire une réponse T 

cytotolytique par injections répétées in vivo d'un peptide synthétique en 

émulsion dans l'adjuvant incomplet de FREUND (AICHELE P. et col., 1990. ) . Ce 
dernier travail ainsi que celui de DERES K. et col. sont en accord avec nos 

résultats et suggèrent que les peptides seuls ne semblent pas capables de 

stimuler des lymphocytes T cytotoxiques in vivo (DERES K. et col., 1989.). 

Nous ne connaisons pas h l'heure actuelle les raisons pour lesquelles les 

lipopeptides ont un pouvoir immunogène T cytotoxique nettement supérieur aux 

peptides seuls, et au moins équivalent au virus de la vaccine exprimant le 

gène entier. Plusieurs hypothèses peuvent expliquer ce phénomène. (1) DORES K. 

et col. ont proposé un mécanisme possible impliquant l'activation de certaines 

cellules immunitaires par la structure lipidique, provoquant la sécrétion de 

cytokines activatrices des lymphocytes T cytotoxiques (DORES K. et col., 

1989.). Cette hypothèse est étayée par la démonstration du pouvoir mitogène du 

complexe lipopeptidique impliqué dans leur construction, mais elle n'est pas 

valable dans le cas de nos constructions lipopeptidiques. En effet, aucun 

effet mitogène n'a pu être mis en évidence avec chacune des 6 molécules que 

nous avons synthétisées. (II) Les memes auteurs ont également évoqué un r61e 

protecteur des lipides contre la dégradation du peptide in vivo. Cette 

protection augmenterait la demi-vie du lipopeptide, lui permettant d'être 

présent plus longtemps dans l'organisme et augmentant ainsi ses chances d'être 

repéré par le système immunitaire. (III) Il est possible également que les 

chalnes lipidiques permettent aux peptides de traverser plus facilement les 

membranes cellulaires et d'6tre guidés, plus rapidement ou plus efficacement, 

vers les voies métaboliques de dégradation des antigenes endogènes conduisant 

8 une présentation par les molécules de classe 1 du CMH. (IV) D'autre part, 

les structures lipopeptidiques injectées (par voie intrapéritonéale qui est 

très semblable 21 la voie intraveineuse) ne restent certainement pas longtemps 



Injration i n  ri- 1 U p o ~ .  8ntiaorp. fa  r f tro 
(4 - gp 120 302-336) 

ml20 302-336 
(SC) 

RIEN 

Préparat ion 1' 
(SC) 

Preparation 2'  
(SC) 

Préparation 3' 
(SC) 

Préparation 1 ' 
(SC, A d j .  FREUND) 

Preparat ion 2 '  
(SC, A d j .  FREUND) 

Preparation 3' 
(SC, A d j  . FREUND) 

- t - ttt 

Preparation 1' 
(SC, SiC18) 

Preparat ion 2' 
(SC, SiC18) 

Preparat ion 3 ' 
(SC, SiC18) 

Préparation 1' - - - tt 
(SC, Squalène) 

Préparat ion 2 * 
(SC, Squalène) 

Preparat ion 3 ' 
(SC, Squalene) 

Preparat ion 1 ' 
(IP) 

Preparation 2' 
(IP) 

Preparat ion 3 ' 
(IP) 

Tableau XIV : 

Mesure de l a  réponse an t i co rps  vis-&-vis du pept ide  302-336 de gp120, 13 e t  

47 jours aprés  l l i m u n i s a t i o n  i n  vivo par  les prépara t ions  l ipope t id iques  11, 

2 ' e t  3 ' (Figure 52) . 



telles quelles dans la circulation. Elles sont sans doute rapidement intégrées 

& des structures lipoprotéiques (on pense aux LDL par exemple), puis captées 

par des cellules possédant un récepteur spécifique des lipoprotéines pour 

rejoindre un métabolisme identique & celui que nous venons d'envisager. Il va 

de soi que toutes ces hypotheses ne sont ni exhaustives ni exclusives les unes 

par rapport aux autres. 

5 - Induction i n  v i v o  d'une r4ponsr anticorps cher 18 8ouri8 

Parallblement & la réponse cytotoxique, nous avons étudié au laboratoire, 

la réponse anticorps chez la souris vis-&-vis des 3 Préparations 

lipopeptidiques dérivées de la séquence 302-335 de -120. Pour cela nous avons 

utlisé le même type de souris que celles qui ont servi a l'étude de la réponse 

T cytotoxique, & savoir des souris ~alb/c (d'haplotype H-Zd).  antigène qui 

nous a permis de mesurer la réponse était le peptide 302-336 de gp120. 

Les résultats exposés dans le Tableau XIV nous montrent qu'une réponse 

anticorps est inductible in vivo par des lipopeptides chez la souris. Il est 

toutefois nécessaire d'effectuer au moins un rappel pour obtenir une telle 

réponse . 

En utilisant les mêmes conditions d'inmiunisation que dans l'étude de la 

cytotoxicité (injection par voie intrapéritonéale sans adjuvant), la réponse 

anticorps mesurée est très modeste, tant en IgM qu'en IgG. Nous avons 

également testé plusieurs effets adjuvants par voie sous-cutanée. Les billes 

de silice greffées en Cl8 se sont révélées peu adjuvantes sauf peut-être pour 

la repense IgM qui, bien que relativement tardive, a été la plus forte dans 

ces conditions. L'adjuvant de FREUND et le squalène ont permis les plus fortes 

réponses. Sans adjuvant et par voie sous-cutanée, la réponse n'est pas 



négligeable : la Préparation 3' permet une réponse aussi forte qu'avec 

l'adjuvant de FREUND ou le squalène. Nous n'avons pas obtenu de réponse chez 

les souris immunisées avec le peptide 302-336 seul, ni chez les souris non 

immunisées. 

Quand l'adjuvant s'avère efficace (adjuvant de FREUND ou squalène) la 

Préparation lipopeptidique ne semble pas influencer la réponse. Par contre, 

sans adjuvant ou avec les billes de silice greffées la réponse la plus forte 

est obtenue avec la Préparation la plus hydrophobe. Donc, contrairement h 

l'immunogénicité T cytotoxique, l'irranunogénicité B semble dépendante de 

1 ' hydrophobie de 1 ' immunogène lipopeptidique . Cette propriété a pu &tre mise 
en évidence car, contrairement aux immunisations effectuées pour étudier la 

réponse T cytotoxique, nous n'avons pas filtré les solutions lipopeptidiques 

injectées aux souris. Il est possible qu'il y ait eu un effet de concentration 

au point d'injection et une augmentation de la demi-vie par diminution de la 

dif fusion des molécules peu solubles. Cela contribuerait a une exposition 

prolongée au système immunitaire. Par contre, un effet mitogène de la partie 

pseudolipidique est peu probable, pour les m&mes raisons que celles exposées 

dans l'étude de la cytotoxicité. 

C - CONCLUSION 

C'est la seconde fois qu'est mise en évidence la possibilité d'induire in 

v i vo  une réponse cellulaire T cytotoxique forte (aussi forte qu'avec un virus 

recombinant exprimant 1 'antigène) h l'aide d'un lipopept ide. La première fois, 

DERES K. et col. ont utilise un synthon pseudolipidique complexe dont la 

synthèse est difficile a mettre en oeuvre (DERES K. et col., 1989.). 



L'acide aminé pseudolipidique que nous avons utilisé (acide amino-2 

hexadécanoïque) pour obtenir cette réponse est relativement facile à 

synthétiser et il est possible d'obtenir rapidement des quantités conséquentes 

de matériel. Le réactif de départ (acide bromo-2 hexadécanoïque) est racémique 

puisqu'il présente les 2 configurations R et S au niveau de son carbone a 

asymétrique. Il va de soi que le protocole de synthèse adopté a également 

conduit aux deux énantiomères de l'acide aminé protégé (acide BOC amino-2 

hexadécanoïque RIS) dans la proportion probable 5 0 / 5 0 .  Nous ne savons donc 

pas, à l'heure actuelle, si lPactivité mise en évidence est portée par 

l'énantiomère R, par le S ou indifféremment par les deux. L'un de nos 

objectifs est donc de séparer les deux diastéréoisom&res obtenus après 

greffage sur le peptide, et de tester leurs activités respectives. Nous avons 

déja obtenu une séparation analytique en CLHP en phase inverse sur une colonne 

greffée en C4 et dans des conditions très résolutives. Nous espèrons pouvoir 

reproduire ces résultats en CLHP préparative à l'aide d'une colonne de plus 

grande taille. Cette stratégie nous semble beaucoup plus facile à mettre en 

oeuvre, que la synthèse stéréospécifique de l'acide BOC amino-2 

hexadécanoïque. 

D'autre part, nous avons d'ores et déja envisagé de nouvelles 

constructions lipopeptidiques afin de répondre d'autres questions : 

- savoir si des synthons pseudolipidiques encore plus faciles A mettre en 
oeuvre sont toujours actifs; 

- connaître le positionnement du, ou des, synthons pseudolipidiques 
permettant une activite maximale; 

- connaître la voie métabolique qui permet d'induire une réponse 
cellulaire T cytotoxiques avec des structures lipopeptidiques. 



Nous avons vu que les peptides utilisés seuls ne sont pas capables 

d'induire in vivo une réponse T cytotoxique, pas plus qu'une réponse anticorps 

chez la souris. Ceci démontre clairement que les 2 types de réponses obtenues 

avec nos préparations lipopeptidiques ne sont pas dues au seul fait de la 

présence d'un épitope T auxiliaire (en plus de l'épitope T cytotoxique et de 

l'épitope B) dans la séquence utilisée (TAKAHASHI H. et col., 1990.) mais 

également h (ou aux) l'acide (s) aminé (s) pseudolipidique (s) greffé (s) . 

La région 312-327 de gp120 contient à la fois 1 épitope B neutralisant 

(RUSCHE J.R. et col., 1988), 1 épitope T auxiliaire TAKAHASHI H. et col., 

1990.) et un épitope T cytotoxique TAKAHASHI H. et col., 1988.) chez la 

souris. Grâce aux structures lipopeptidiques que nous avons employ6es, nous 

sommes parvenus induire h la fois une réponse anticorps et une réponse 

cytotoxique dans ce modèle. Des essais sont actuellement en cours chez le 

chimpanzé afin d'étudier les effets de ces 2 types de réponse sur l'infection 

par le virus VIH-1. 



CONCLUSION GEEJERALE 



Le but de notre étude est de mieux comprendre les interactions entre 

peptides et récepteurs impliqués dans la réponse immune, afin de dégager des 

relations entre les structures identifiées, et leur activité antigénique, ou 

immunogènique. Nos travaux sont menés dans le cadre de recherches concernant 

la synthèse chimique de molécules vaccinantes, ou de réactifs d'aide au 

diagnostic, dans des modèles parasitaires et viraux. 

Du point de vue de l'antigénicité, nous avons cherché a mettre au point 

des réactifs d'aide au diagnostic. Les progrés de la synthèse peptidique, nos 

connaissances et notre maltrise des réactions secondaires et de méthodes de 

contrdles performantes, nous ont permis de développer la synthèse totale de 

protéines par voie chimique (modèle vpr du virus d'immunodéficience humaine). 

Cette méthode permet de s'affranchir de contaminants issus de l'organisme 

producteur inhérent a la synthèse par génie génétique. Une appréciation fine 

de la nature des contaminants issus d'une production par synthèse chimique 

nous a amené a définir un protocole de synthèse sans "cappingn, conduisant à 

un produit de qualité acceptable par rapport l'utilisation envisagée. La 

proteine totalement synthétique (il s'agit de l'une des miniprotéines les 

plus longues ainsi préparées a l'heure actuelle), obtenue avec de très bon 

rendements, est reconnue par des sérums humains d'infection. L'obtention 

d'une protéine n'adoptant pas une structuration tertiaire ou quaternaire 

native (fonctionnelle) n'est pas très intéressante du point de vue de l'étude 

de l'immunoréactivité qui ne peut itre que partielle, et finalement réduite à 

la structure primaire. A ce niveau, nous avons envisagé un réductionnisme des 

outils d'étude de l'immiunoréactivité, en utilisant des peptides synthétiques 

naturels ou modifiés contenant une vingtaine de résidus ou mime moins. La 

méthodologie de synthèse que nous avons réussi a mettre en oeuvre pour une 

protéine entiare, a pu dtre utilisée trhs facilement pour des peptides de 

tailles relativement modestes. 



L'étude de la reconnaissance des peptides de nef, sélectionnés selon des 

critères de choix d'épitopes séquentiels, par des sérums de sujets infectés 

nous a montré que, dans une technique de détection ELISA, des peptides 

naturels pouvaient constituer des antigènes plus performants que la protéine 

elle-même. Néanmoins, l'application diagnostique de ces résultats, qu'ils 

concernent l'utilisation de la proteine recombinante ou des peptides de 

synthèse, est rendue tres difficile en raison de la faiblesse de la réponse 

immune recherchée. 

Toujours en vue de mettre au point des réactifs d'aide au diagnostic nous 

avons démontré qu'il est possible d'améliorer l'antigénicité d'un petit 

peptide par introduction d'une contrainte conformationnelle (modèle 

Plasmodium falciparum) : l'introduction d'acides aminés qadisubstitués, tels 

que l'acide a-amino isobutyrique, aux extrémités d'un peptide reproduisant un 

épitope conformationnel présent à la surface du stade hépatique de ce 

parasite, contribue à améliorer sa réactivité vis-à-vis de sérums humains 

d'infection. 

Les peptides synthétiques sélectionnés selon des critéres de choix des 

épitopes T faisant intervenir des notions conformationnelles, se sont révélés 

etre d'excellents outils pour identifier (cartographier) les déterminants 

antigéniques T auxiliaires des protéines. L'analyse épitopique de la protéine 

nef a permis de montrer que parmi plusieurs épitopes majeurs, l'un est plus 

antigénique que les autres, sans nécessiter un quelconque couplage sur une 

protéine porteuse. De même nous avons révélé des Bpitopes majeurs d'une 

prothine appartenant aux antigènes excrétés/secrétés de Toxoplasma gondii, 

dont l'un est particulièrement antigénique. 



Du point de vue de l'immunogénicité, nous avons mis en évidence plusieurs 

peptides actifs, parmi lesquels plusieurs possédaient une structure modifiée 

par rapport d la séquence naturelle. Néanmoins, la réponse déclenchée est 

restée spécifique de l'antigène natif. 

En particulier, nous avons mis en évidence une immunogénicité vis-a-vis 

de la stimulation de cellules T auxiliaires au moyen d'un peptide de nef 

modifiés par introduction de groupes acétyle et amide aux extrémités N- et C- 

terminales, respectivement. Ce peptide s'est révélé plus actif que le peptide 

"natureln (non modifié). Il est possible que le blocage des extrémités N- et 

C-terminales du peptide ait induit une résistance accrue au catabolisme et 

ainsi augmenté la demi-vie de la molécule dans l'organisme. L'absence de 

fonctions ionisables aux extrémiés du peptide peut également avoir conduit a 

la stabilisation d'une structure hélicoïdale du peptide interagissant avec la 

structure du CMH et le recepteur T. 

Par ailleurs, nous avons pu dégager une activité immunogénique 

polyvalente in vivo, vis-à-vis de la stimulation de cellules T cytotoxiques 

et de cellules B, spécifiques d'une région de la gp120, grace 8 l'utilisation 

de peptides modifiés par l'introduction de motifs pseudolipidiques. Les 

peptides non modifies sont totalement inactifs. En ce qui concerne la réponse 

cellulaire T cytotoxique, une telle activité n'apparalt en principe qu'après 

un transit intracellulaire et une présentation "réservéen à des proteines 

(endoganes) produites h l'intérieur d'une cellule, notamment au cours 

d'infections par des virus. Il apparalt donc que la modification par les 

motifs pseudolipidiques employes ait permis une prise en charge par les 

systèmes de prbsentation adéquats, selon un mécanisme qui reste à élucider. 



Nos résultats montrent que la modification chimique de peptides peut 

permettre d'améliorer leur activité par rapport aux peptides "naturels" (non 

modifiés). Les modifications réalisées dans le cadre de ce travail visaient h 

- renforcer le potentiel hblicoïdal et/ou la stabilité vis h vis du 

catabolisme afin d'améliorer l'antigénicité ou l'immunogénicité; 

- introduire des substitutions capables d'orienter, par un mécanisme 
encore mal compris, le peptide vers une voie métabolique normalement 

interdite aux hunogènes d'origine exogéne. Un tel résultat est 

particulièrement encourageant, puisque c'est le premier exemple, h 

notre connaissance, d'induction d'une réponse cytotoxique dirigée 

contre des cellules porteuses de VIH, générée par une construction 

synthétique. 

En résumé, notre travail a permis de faire progresser nos 

connaissances de l'antigénicité et de l'immunogénicité des peptides de 

synthèse. Cette approche devrait déboucher h terme sur la mise au point de 

molécules vaccinantes chimiquement détérminées, ou de méthodes de diagnostic 

plus spécifiques. 



METHûDES UTILISEES 



l sTHODI8 UTILISICE8 

I - SWEESI PEOTIDIQWE* 

A - PRINCIPE 
B - CHOIX DES RESINES SUPPORT 
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Figure 53 : Synthhse peptidique en phase s o l i d e .  



* I iAUIPULATIONS PERSONNELLES 

O 
IiAUIPULATIONS EPTECTUEES EU COLLABORATION AVEC L'EQUIPE DU 

PROFESSEUR A. CAPRON A L ' INSTITUT PASTEUR DE LILLE 

+ NAUIPULATIONS EPTECTUEES EN COLLABORATION AVEC L'EQUIPE DU 

PROFESSEUR J . P .  LEVY A L'HOPITAL COCHIN DE PARIS 

A - PRINCIPE 

Nous avons s y n t h é t i s é  les d i f f é r e n t s  pep t ides  u t i l i s é s ,  en phase s o l i d e ,  

se lon  l a  méthode développée par  MERRIFIELD R.B. (MERRIFIELD R.B., 1963 .  ) . 

L e  p r i n c i p e  de  l a  synthése en  phase s o l i d e  est le  suivant  (Figure 53) : 

l ' a c i d e  aminé C-terminal,  dont  l a  f o n c t i o n  amine a est bloquée p a r  un 

groupement p ro tec teur  (qu i  déterminera l a  chimie développée), est f i x é  p a r  s a  

f o n c t i o n  caboxylique a s u r  un suppor t  s o l i d e .  Après d é p r o t e c t i o n  de l a  

fonc t ion  a-aminée, le couplage du second a c i d e  aminé, lui-même protégé s u r  s a  

fonc t ion  amine a, est r é a l i s é  e n  présence d'un r é a c t i f  de  couplage. En t re  

chaque é tape ,  les r é a c t i f s  en  exces e t  les p r o d u i t s  secondai res  d e  r é a c t i o n  

son t  é l iminés  pa r  simples lavages e t  f i l t r a t i o n  s u r  v e r r e  f r i t t é .  La synthése 

se f a i t  donc de l s e x t r 8 m i t é  C - t e d n a l e  v e r s  llextr&ni.té N-terminale. En f i n  

,, ~ï~~(,,;;: 
J ,"* *: de  synthèse, le  pept ide  est c l i v é  de son support  e t  déprotégé au niveau de son 
i 1 

' ;&S.?+; 

amine N-terminale e t  de  s e s  c h a i n e s  l a t é r a l e s  p a r  a c t i o n  du f l u o r u r e  :$ - -- - 
d'hydrogène anhydre. 





La synthèse se déroulant dans un seul reacteur, selon une chimie donntse 

et un protocole cyclique, nous avons donc réalisé la majorite des peptides sur 

un appareil semi-automatique conçu au laboratoire ou sur un appareil 

automatique (synth6tiseur Applied Biosystems 430 A reprogramm6 au 

laboratoire) . 

B - CROIX DES RESINES SUPPORT 

Les supports solides de synthhse peptidique sont des microbilles (20 h 70 

micromètres de diamètre) d'une résine résultant de la copolymérisation de 

styrène et de 1% de divinylbenzhne pour assurer la réticulation. Les resines 

fonctionalis6es ont une charge d'environ 0,s millimole de groupement reactif 

(pouvant etre le premier acide aminé) par gramme. 

La fonctionnalisation des résines utilisées dépend de la nature de la 

fonction C-terminale désirée : 

- fonction carboxyliqur : nous utilisons des résines fonctionnalisees 

par des goupements chlorométhylés (GISIN R.B., 1972.) pour la 

réalisation de peptides de moins de 20 residus (Figure 54 A) ou 

phénylac6tamidom6thyle (PAM) pour les longues synthèses. Nous ne 

greffons pas le premier acide aminé sur ces resines (acide aminé C- 

terminal du peptide a synthhtiser) mais nous achetons les résines sur 

lesquelles sont greffes les 20 acides aminés naturels. 

- fonction crrboxmmi& : nous utilisons des résines fonctionnalis4es 

par des groupements benzhydrylaxuines (PIETTA P.G. et MARSHALL G.R., 

1970.) (Figure 54 B). L'acide amine C-terminal est ancre 

extemporan6msnt par une liaison benzhydrylamide. Cette liaison est 

assurée selon le protocole classique de formation des liaisons amides 

utilisé pour le reste de la synthèse. 



C - GROVPEMENTS PROTECTEURS UTILISES 

Nous utilisons le groupe tertiobutyloxyc8rboPyl. (BOC) (MAC KAY F.C. 

et FALBERTSON N., 1957.) pour protéger temporairement la fonction amine 

destinee h Btre utilisée ultérieurement pour la prolongation de la chalne : 

fonction amine a (Figure 53). Cette protection est labile en milieu acide, et 

nous utilisons l'acide trifluoroacétique (TFA) à 50% dans le chlorure de 

méthylène pour la cliver. Après déprotection, la fonction a-amide est 

neutralisée h l'aide d'une amine tertiaire, la diisopropyléthyl&namine (DIEA) 

afin d'obtenir une fonction N-tenuinale NH2 reactive (et non plus NH~'). 

Certaines chalnes latérales, potentiellement réactives dans les 

conditions de synthdse, sont protégées de façon semi-permanente pendant toute 

la synthdse, de manidre h résister aux conditions acidolytiques de clivage du 

groupement BOC et h ne pas réagir pendant les étapes de couplage : 

- alanine : non protégee 
- cysteine : para-métylbenzyle (4-MeBzl) ou acétamidométhyle ( A m )  

- acide aspartique : ester benzylique (OBzl) ou ester de cyclohexyle 
( OcHex) 

- acide glutamique : ester benzylique (OBzl) ou ester de cyclohexyle 
(OcHex) 

- phenylalanine : non protegee 
- glycine : non protégée 
- histidine : 2,4-dinitrophényle (Dm) OU para-tolu&nesulfonyle (Tos) 

- isoleucine : non protegbe 
- lysine : Ne-2-chlorobenzyloxycarbonyle (ClZ) 
- leucine : non protégée 



- méthionine : sulfoxyde (O) ou non protégée mais il est alors nécessaire 
d'utiliser un piège à carbocations (éthane dithiol 2%) lors des étapes 

de déprotection du BOC 

- asparagine : non protégée 
- proline : non protégée 
- glutamine : non protégée 
- arginine : fl-paratolu&nesulf onyle (Tos) 
- serine : éther benzylique (Bzl) 
- thréonine : éther benzylique (Bzl) 
- valine : non protégée 
- tryptophane : formyle (For) ou non protégé mais il nécessite alors 

l'utilisation d'un piège à carbocations (éthane dithiol à 2%) lors des 

étapes de déprotection du BOC 

- tyrosine : 2,6-dichlorobenzyle (2,6-ClBzl) ou 2-bromo 

benzyloxycarbonyle (2BrZ) 

D - ACTIVATION ET COUPLAGE 

A temperature ambiante, la réaction entre une amine aliphatique et un 

acide carboxylique aboutit à la formation d'un sel. Pour former une liaison 

amide (liaison peptidique), il serait nécessaire de faire réagir les deux 

partenaires à haute température, ce qui est imcompatible avec la stabilité du 

peptide. 

La liaison peptidique est donc établie en transformant le partenaire 

carboxylique en un dérivé plus actif (l'activation de l'amine n'est 

pratiquement jamais effectuée) en augmentant son électrophilie grâce à un 

groupe électroattracteur, afin de faciliter l'attaque par le doublet 

électronique de l'azote. L'espèce activée peut être formée "in situn ou h. 
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Figure 55 : Utilisation d'une carbodiimide (DCC = dicyclohexylcarbodiimide) 

lors du couplage des acides amin&s, en tant qu'agent activateur 

de la fonction carboxylique en synthèse peptidique. 



part. Pour cela, nous utilisons la dicyclohexylcarbodiimide (DCC), 

éventuellement en presence d'hydroxy-1 benzotriazole (HOBt) (KONIG W. et 

GEIGER R., 1970.) . 

L'activation résulte de l'addition du carboxyle sur la double liaison de 

la DCC pour former une O-acylisourde (Figure 55). Ensuite, on peut rencontrer 

differents cas de figure : 

- une réaction "cul de sacm (réaction parasite) où on observe une attaque 
intramoléculaire du doublek de la fonction imide et donc la formation l 

d'une N-acylurée non réactive (ARENDT A. et KOLODZIEJCZKYK A.M., 

1978.) ; 

- l'attaque nucléophile directe par le doublet de l'amine sur 1'0- 

acylisourée entre en compétition avec cette réaction parasite et 

conduit h la formation de la liaison peptidique désirée et de 

dicyclohexylurée (DCU) non réactive; 

- en présence DIHOBt, on minimise la formation de N-acylurée en formant 
un ester activé d1HOBt, trhs réactif avec la fonction amine sur 

laquelle l'acide aminé active doit dtre greffe, et de la DCU non 

réact ive; 

- en presence de 2 excas d'acide amine par rapport à la DCC, il y a f 

ormation d'un anhydride symétrique de l'acide aminé h greffer et de DCU 

non réactive. L'anhydride symétrique est très réactif avec la fonction 

amine sur laquelle l'acide amine doit dtre greffe. La formation de 

l'anhydride symétrique s'effectue en dehors du reacteur. C'est cette 

méthode trhs efficace que nous avons gen6ralexnent utilisée pour 

fabriquer nos peptides sauf pour coupler l'asparagine, la glutamine, 

l'arginine et llhistidine(DNP) qui sont sujettes h des reactions 

secondaires dans ces conditions. Dans ce caa. nous avons effectue des 

couplages en DCC et HOBt. 



E - DEPROTECTION DE L ' BISTIDINE (DNP) 

Le 2,4-dinitroph6nyle (DNP) est un groupe protecteur semi-permanent de 

l'histidine qui résiste à l'action des acides forts et, notanment, aux 

conditions de clivage acide que nous allons décrire par la suite. Nous le 

clivons alors que le peptide est encore ancre sur son support. Pour cela, nous 

op&rons B l'aide de 15% de mercaptoéthanol et 2% de DIEA dans la 

dimethylfodde (Dm) pendant 2 fois 2 heures et 1 fois 12 heures. 

F - CLIVAGE DU PEPTIDE ET DES GROUPES PROTECTEURS SENI- 

PPRNANENTS 

En fin de synthdse, le peptide doit Btre simultanément liber6 de son 

support et de ses groupements protecteurs semi-permanents. Cette étape 

s'effectue par action, pendant 1 heure à O°C sous agitation, de l'acide 

fluorhydrique (HF) anhydre en présence de para-crésol, de para-thiocrésol 

(s'il y a une cysteine dans le peptide) et de diméthylsulfure (s'il y a une 

histidine, une méthionine, une tyrosine ou un tryptophane) (80:7,5:2,5:10), 

ces derniers servant de piege h carbocations (wscavengersw). Cette reaction 

est appelée "High HFw. Aprb ce traitement, le peptide est precipite et lavé 

dans l'éther diethylique froid, puis il est extrait dans une solution aqueuse, 

avant dV8tre lyophilis6. 

Dans le cas des peptides contenant une méthionine-sulfoxyde ou un formyl- 

tryptophane, la reaction que nous venons de décrire ne permet pas le clivage 

de ces 2 protections. 11 faut donc la prec6der d'une réaction de clivage 

partiel permettant la déprotection de ces 2 acides amines. Celle-ci s'effectue 

avec l'HF faiblement concentré dans le diméthylsulfure en présence de para- 



crésol et de para-thicrésol (25:65:7,5:2,5) pendant 2 heures à O°C. Cette 

réaction est aussi appelee "Low HFw ( T M  J.P. et col., 1983.). 

L'acétamidométhyle, quand il est utilisé pour protéger la cystéine, n'est 

clivé par aucune des 2 réactions que nous venons d'envisager. Aussi, le 

peptide le contenant nécessitera un traitement, au moyen d'acetate mercurique, 

postérieur au clivage du peptide. 

G - DU PEPTIDE SELON LA TECSNIQVP wTTA-ETHERw 

Afin d'éliminer le plus gros des traces de pièges h carbocations (para- 

crésol, para-thiocrésol et diméthylsulfure) en contact avec le peptide, 

l'ensemble est dissout dans le TFA pur (10 h 20 m l  pour 200 mg de poudre), 

puis le peptide est précipité de façon ménagée dans un grand volume d'éther 

diéthylique (500 ml pour 200 mg de poudre). Les pièges à carbocations sont 

solubles dans le TFA et dans dans l'éther. Apres centrifugation, le culot est 

séché avant d'étre repris une nouvelle fois dans le TFA pour que le peptide 

subisse une nouvelle précipitation. Apres centrifugation, le culot est alors 

repris dans l'acide acétique pur et lyophilisé. 

Nous effectuons systdmatiquement des contr8les de pureté du produit 

synthbtis6 qui vont nous aider B mettre en place, par la suite, une stratégie 

de purification aaquate. Les contreles d8identit6 ultérieurs ne pouvent etre 

effectues que sur des produits homogdnes. 



8 - Chromatographie mur couche mince & milice 

Cette technique permet de caractériser et de contrdler les peptides 

synthétisés. Un peptide trhs hydrophile aura tendance B interagir fortement 

avec la silice (phase stationnaire : silice sur plaque d'aluminium MERCK Art 

5553) et il faudra donc choisir un s y s t k  de solvant (phase mobile) polaire l 
pour qu'il migre. Il en va inversement pour un peptide tres hydrophobe. 

Apres migration et séchage de la plaque, les fonctions amines libres du 

peptide sont visualisées en vaporisant une solution de ninhydrine (1 gramme de 

ninhydrine dans le mélange éthanol, acide acétique et collidine (25:5:1) et en 

chauffant 1 minute h 100°C). Ensuite a p r b  dbcoloration de la plaque par 

vaporisation dlhypochlorite de sodium h 8% dans l'eau, il est possible de 

visualiser les liaisons peptidiques en vaporisant de l'acide acétique à 20% 1 
dans l'eau, puis en séchant la plaque 1 minute h 100°C avant de vaporiser le 

réactif de REINDEL et HOPPE obtenu en mélangeant h volume égal les 2 solutions 

suivantes : 

- 25 granmies de tétraméthyldiaminodiphBnylméthane dans 500 d. d'acide 
acétique A 20% dans l'eau; 

- 5 grammes d'iodure de potassium dans 100 m l  d'eau. 

11 est ainsi possible de visualiser les impuretés et de caracteriser le 

peptide synthétise. Le Rf (distance parcourue par le peptide / distance 

parcourue par le solvant) dans un systèlna de solvant donné est caracteristique 

du peptide. 



b - Chronmtographia liquida haute prraaioa (CLBP) en phase 

invaram aaalytique 

Le peptide est injecte (5 microgrammes/5 microlitres de tampon A) sur une 

colonne Vydac C4 (ou pondapack C18), 5 micromètres, 100 à 300 Angstroms (7,s 

x 100 mm) dans un systdme CLHP SHIMADZU. On applique alors un gradient 

croissant d1ac6tonitrile (tampon B), le tampon A étant composé de TFA 0,05% 

dans l'eau et le tampon B de TFA 0,042% et d'acetonitrile 75% dans l'eau. Le 

débit est de 0,2 ml/minute et le peptide est détecté à 215 nm. La pente du 

gradient doit 8tre assez douce afin d'évaluer correctement l'état de pureté du 

peptide synthétisé. 

Après purification, nous effectuons des contrdles dlindentité du peptide 

synthétisé homogdne. 

Grace cette technique, il est posssible de connattre la composition en 

acides amines du peptide synthétise et de la comparer B la composition 

thdorique. 

Il est possible d'effectuer une hydrolyse acide du peptide encore fixé 

sur son support. Ceci constitue une méthode de contrdle trds precieuse dans le 

cas des longues synthhses ou, dans celui des petites synthhses, si on a 
+ 
L* zu> 

rencontre un probldme, pour connattre la composition du peptide avant 

d'envisager son clivage. Le peptide sur résine est alors hydrolys4 par le 



mélange HC1 12N, a c i d e  propionique e t  phénol (5:5:1), sous vide-  A 140°C 

pendant 2 heures dans un tube scellé prevu B cet e f f e t .  

P lus  couramment, aprds hydrolyse ac ide  t o t a l e  du pept ide  par l e  mélange 

HC1 5,6N e t  phénol (10:1), sous vide, B llO°C pendant 24 heures (et  4 8  e t  72 

heures, s i  des enchaznexnents hydrophobes, d i f f i c i l e s  B couper, sont  p résen t s  

dans l a  s t r u c t u r e )  e t  dans un tube  scellé, les ac ides  aminés l i b é r é s  sont  

sépares et  analysés, aprhs co lo ra t ion  B l a  ninhydrine, s u r  un appare i l  BECKMAN 

system 7300. 

Lors de l ' i n t e r p r é t a t i o n  de l ' ana lyse ,  il convient  de t e n i r  compte des 

p o i n t s  su ivan t s  : 

- l a  ty ros ine  s u b i t  une s u b s t i t u t i o n  pa r  le  chlore  (C12), et il est 

nécessa i re  de r a j o u t e r  un peu de phénol a f i n  d ' é v i t e r  cette reac t ion  en 

piegeant  le  ch lo re  présent;  

- l a  s é r i n e  e t  l a  thréonine subissent  une é l iminat ion p a r t i e l l e ,  e t  on ne 

retrouve pas t o u t e  l a  f r a c t i o n  molaire B l ' analyse;  

- l a  cys te ine  ne peut  Btre dosée telle que l l e ,  mais aprds oxydation en 

cys t ine;  

- le tryptophane est totalement d e t r u i t  en  mi l ieu  ac ide  aqueux, e t  ;i on 

veut le q u a n t i f i e r ,  il f a u t  e f f e c t u e r  une hydrolyse a l c a l i n e  (mais 

a l o r s  les a u t r e s  ac ides  aminés ne sont  p l u s  analysables) ;  

-  asparagine est transformée en ac ide  aspar t ique  et  l a  glutamine en  

ac ide  glutamique l o r s  de l 'hydrolyse, l e u r  d i s t i n c t i o n  n 'es t  donc 

pas poss ib le .  



b - Spmctrom6trie de m a s e  PDYS (NP18am8 desorption m a s  

l 

Les masses mol~culaires ont bt6 dbtermin6es h l'aide d'un spectromètre de 

masse PDMS BIO-ION 20. En moins de 15 minutes et avec moins de 10 microgranmies 

de peptide, il est possible de connaltre la masse moléculaire du peptide 

synthétise avec une prbcision de l'ordre de 0,01%. La masse mesuree est alors 

comparée h la masse thdorique attendue. Cet appareil est parfaitement adapte A 

llbtude des peptides et des petites proteines puisqulil permet de mesurer des 

masses rnol6culaires comprises entre 500 et 25000. 

Un logiciel nonmi& DMPC ("Data Manager for Peptide Chemists"), conçu au 

laboratoire par GESQUIERE J.C., nous assiste dans ces contrbles. En 

fournissant la séquence du peptide h l'ordinateur, il est possible en quelques l 

minutes de connaltre la masse thdorique du peptide et d'envisager des l 
réactions secondaires, h partir des dif f erences entre masse mesurée et masse 

thborique. Ce logiciel nous permet bgalement, aprés avoir entré la composition 

en acide aminé mssurbe, de savoir si un rbsidu n'est present que partiellement 

et h quelle Btape de la synthèse des difficultés ont pu se présenter. 

c - Ilicroa6quence peptidique 

Cette technique permet de connaltre la séquence des acides aminés du I 

peptide synthétis6, par degradation recurrente dlEDMAN : le résidu N-terminal 1 
est couple a un reactif specifique puis clive de la cha3ne et analyse par 

CLHP, chaque residu d'acide amine t r a n s f o 4  ayant un temps de rbtention 

diff6rent. Assez coûteuse, elle n'est r6alisee que dans des cas bien 

spdtcifiques et elle constitue une des meilleures dthodes de contrele. Nous 

avons utilise un appareil fonctionnant en phase gazeuse : sequenceur de 



proteine APPLIED BIOSYSTEMS couplé h un analyseur de PTH-acides aminés APPLIED 

BIOSYSTEMS 120 A. 

La technique de synthhse en phase solide interdit toute purification en 

cours de synthese et, malgr6 toutes les precautions prises pendant celle-ci, 

on ne peut hiter certaines reactions secondaires, ni des interruptions de 

chaînes. Les sous-produits éventuellement formés sont : 

- des produits tronquks, issus d'un défaut d'élongation au niveau de la 

partie N-terminale. Ils sont essentiellemnt le fruit du "cappingW 

systèxnatique lorsque celui-ci est effectue (il s'agit de l'acétylation, 

aprds couplage, des fonctions amines qui n'ont pas réagi, pour éviter 

la création de produits délétés difficiles B purifier); 

- des peptides deletes d'un ou plusieurs acides aminés B l'intérieur de 

la chaîne, issus de dkprotections ou de couplages incomplets; 

- des peptides branchés au niveau des fonctions latérales insuffisamment 
protégées; 

- des peptides issus de réactions secondaires pouvant avoir lieu lors des 
deprotections ou du clivage HF: 

- des peptides mal déprotegés. 

En fonction .de la nature du peptide synthétisé, des sous-produits 

envisages et des resultats analytiques, differentes méthodes de purification 

pourront Btre utilisees. Les produits purifies sont contrdl4s selon les 

techniques que nous avons decrites plus haut. Quand il n'y a ni phénylalanine 

(absrobant B 254 nm) ni tryptophane (absorbant A 280 nm) dans le peptide 8 

purifier, la détection des 6luats de purification est effectuee h 235 nm, 

l'absorption a 215 nm Btant trop forte (supérieure h 2 unites de densité 



optique) h cause de la quantite de materiel ou de l'absoption des solvants 

utilises. 

1 - Filtration 8ur gel ( t d a a g e  mol6cul8ire) 

C'est une technique de separation des mol&cules en fonction de leur masse 

mol4culaire. Elle convient trds bien pour separer le peptide des pidges h 

carbocations ("scavengersW) utilises lors du clivage HF, ou des peptides 

tronques ou dél6tés qui ont tous la caractéristique d'être plus petits que le 

peptide attendu. La separation se faisant dans l'ordre des masses mol6culaires 

d6croissantes, le peptide attendu sortira generalement le premier. 

Le choix du gel est realis6 en fonction de la taille du peptide h 

purifier et de sa resistance au solvant qui sert à dissoudre le peptide (les 

peptides ne sont pas toujours solubles dans l'eau). Nous utilisons des gels de 

dextran Sephadex G (G10, 615, G25) (PHARMACIA) ou de polyacrylamide Biogel P 

(PZ, P4, P6) (BIORAD) dont la porosite autorise la purification de molt$cules 

de masse moleculaire comprises entre 500 et 5000. Nous utilisons maintenant 

plus couramment le gel TSK HW 40s (MERCK) qui possdde un domaine de 

fractionnement trhs large et permet de separer des mol6cules dont la masse 

mol6culaire est comprise entre 100 et 10000. Ce gel nous permet de travailler 

en acide acetique a 5% ou 50% dans l'eau et, plus rarement, en acide formique 

h 50% dans l'eau. 

ai on utilise des gels trhs fins (moins aa 4uu mesh), une colonne assez 

longue et un debit ad4quat, il est possible d'obtenir des produits dont la 

purete est suffisante pour immuniser des animaux ou Bvaluer une repense 

anticorps dans un test de type ELISA. 



  ou te fois, la filtration sur gel est souvent complétée par d'autres 

techniques plus r4solutives que nous allons maintenant décrire. 

2 - Chromatographie liquide haute pre88ion (CLHP) en ph.8. 

inverse priparativm 

Le principe est identique B celui de la CLHP en phase inverse analytique. 

Les colonnes sont toutefois de plus grande taille, le debit est plus important 

(2 ml/minute) et la pente du gradient d'acétonitrile est géneralement plus 

faible. Le choix de la phase stationnaire est fonction de la polarité du 

peptide, évaluee en chromatographie couche mince ou en CLHP analytique : 

supports Cl8 pour des peptides tres polaires et C8 ou C4 pour les moins 

polaires. 
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attendu de peptides mal déprotegés au niveau de leurs chalnes laterales, les 

groupements protecteurs étant trhs apolaires. 

3 - Chromatographie d'&change ionique 

Moina souvent utilis6e, elle peut s1av6rer tres performante quand les 2 

autres techniques de purification se sont r4vélées peu efficaces. 

II - COUPLAGE D'üN PEPTIDE SYNTHETIQttE SUR VNE PROTEINE 

PORTEUSE* 

Les peptides synthetiques sont couples B l'albumine serique bovine (ASB) 

soit par un agent homobifonctionnel, le glutaraldehyde (MERCK) (si les 

peptides presentent des residus de lysines ou leur extr8mité N-terminale 



libre), soit par un agent hétérobifonctionnel, la 6-mal6imidocaproique-N- 

hydroxysuccinimide (MCS) (FLUKA BIOKEMICA, BUCHS, SUISSE) (si les peptides 

présentent au moins un r4sidu de cystéine). 

Pour les couplages utilisant le glutaraldehyde, 1'ASB est dissoute (3 

mg/ml) dans un tampon phosphate 0,lM pH 7,2. 3 équivalents de peptide, par 

rapport à l'estimation des groupements NH2 accessibles de la protéine (250 

nanomoles par gramme), sont alors ajoutés au milieu et le pH est ajusté à 8 

avec du carbonate de sodium. 9 équivalents (par rapport aux groupements NH2 

libres) de glutaraldéhyde à 2,5% dans l'eau sont alors ajoutés en 5 fois sur 

une période de 3 jours, sous agitation, a température ambiante et à l'abri de 

la lumi8re. Aprhs 1 jour d'agitation supplémentaire, le mélange est dialysé 

contre du tampon phosphate salin (PBS). La proportion peptide / proteine et la 

concentration protéique du milieu sont détermin4es en comparant les analyses 

d'acides amines aprhs hydrolyse acide totale de l'échantillon et de la 

prot4ine porteuse prise isolément. 

B - C0üRLM;L HETEROBIPONCTIONNEL 

Pour les couplages utilisant le MCS, 1'ASB est dissoute (3 mg/ml)  dans un 

tampon phosphate 0,lM pH 7,2 contenant du DMIP 25%. Séparément, 3 équivalents 

de MCS, par rapport SL l'estimation des groupements NH2 accessibles de la 

proteine (250 nanomoles par gramme), sont mélang4s avec 9 équivalents de BOP 

(RICHELIEU BIOTECHNOLOGIES, St HYACINTHE, CQ CANADA) et 27 Bquivalents de DIEA 

(ALDRICH CHEMIE, STEINHEIM, ALLEMAGNE FEDERALE) dans 300 microlit res de DMF 

pendant 10 minutes a O°C, sous agitation. Ensuite, ce mélange est ajout4 h la 

solution dlASB. Aprds 24 heures de réaction, SL temp4rature ambiante, sous 



agitation, le melange réactionnel est dialysé contre du PBS. Le taux de 

groupements malhimido couplés par mg dlASB est déterminé h l'aide de l'acide 

5,s'-dithiobis- (2-nitrobenzoïque) (DTNB) (SEDLAK J. et LINDSAY R., 1968.) . 3 
Bquivalents de peptide rBduit (30 minutes par 1,s equivalents de tributyl 

phosphine), par rapport aux groupements mal6imido mesurés, sont alors ajoutés 

h llASB activee. Le mélange reactionnel est agit& 24 heures, h température 

ambiante, avant dlBtre dialyse contre du PBS. La proportion peptide / proteine 

et la concentration proteique du milieu sont déterminées en comparant les 

analyses d'acides aminés après hydrolyse acide totale de 1'6chantillon et de 

la protBine porteuse activée prise isolément. 

III - DICHROISME CIRCULAIRE 

Cette technique permet de mettre en évidence la présence d'une structure 

secondaire au sein d'un polymère en solution (peptide ou protéine). 

Lorsqulune onde Blectromagnetique linBairement polarisee traverse un 

milieu dans lequel se trouvent des goupements optiquement actifs, ses 

composantes circulairement polarisées gauche et droite ne sont pas absorbées 

de la m&ne manihre et il y a apparition d'un dichroïsme circulaire. 

Les spectres de dichroïsme circulaire sont effectues à l'aide d'un 

appareil ROUSSEL JOUAN modèle II, h temperature ambiante. Les peptides 

analyses sont tous sous forme de contre-ion chlorhydrate (aprds purification), 

dissout8 dans une solution de NaCl 200 mM dans une cellule de 0,01 cm de long. 

La concentration peptidique est determinBe par analyse d'acides amines 

quantitative aprhs hydrolyse acide totale et ajustee h 10'~ M pour l'analyse 

spectrodtrique. 



Les resultats de dichroïsme circulaire sont exprimes sous forme de 

courbes (0) = f (51, où (8) correspond à 11ellipticit6 molaire moyenne du 

polydre btudie, exprimée en deg.décimole'l .cm2. Le taux d1h61icité est 

calcule 8 partir des donnees du spectre de dichroïsme circulaire en prenant 

[O] 222 nm - -35,700 deg.d6cimo1e'l .cm2 pour 100% d1h&licit6. 

IV - PREPARATION DE L'ACIDE BOC AMINO-2 HEXADECAWOIQUE* 

A - SYNTHESE DE L'ACIDE AWINO-2 HEXZLDECANOIQUE 

L'acide amino-2 hexadécanoïque est obtenu par reaction de 10 grammes 

d'acide bromo-2 hBxadécanoïque avec 100 m l  d'ammoniaque à 28% dans l'eau (57 

Bquivalents dlanunoniaque par rapport au dBriv6 brod), sous pression dans un 

autoclave 8 60°C. Après 15 heures, l'autoclave est vidé puis lavé 8 l'eau 

déminéralisée et à 116thanol et le mélage reactionnel est filtre sur verre 

fritté. La difierence de solubilite des produits dans l'éthanol a permis 

d161iminer l'acide bromo-2 hexadecanoïque. 

Aprds sa synthGse, l'acide amino-2 hexad6canoïque a été purifie par 

recristallisations successives dans l'acide adtique bouillant. Les critaux 

blancs obtenus ont BtB laves à l'acide ocetique froid avant d'être s6chés. Le 

produit cristallise est 11ac6tate (au niveau de la fonction amine de l'acide 

d n 6 )  . 

Le produit obtenu est caracterise par son point de fusion (144OC, contre 

56OC pour l'acide bromo-2 hexadbcanoïque) , par son comportement en 

chromatographie sur couche mince de silice (Rf = 0'82 dans le système de 

solvant A, contre 0,s pour l'acide bromo-2 hexad4canoïque et Rf = O dans le 

système de solvant B contre 1 pour l'acide bromo-2 hexadecanoïque) et en 



spectrodtrie de masse PDMS (MM = 270 correspondant h la masse attendue). La 

chromatographie sur couche mince de silice est réalisBe h l'aide de 2 systèmes 

de solvants : A) butanol, acBtate dlBthyle, acide acBtique et eau (1:l:l:l) ; 

B) chloroforme, mdthanol, acide adtique O : 1 : O , 1 ; et rBvBlée par 

vaporisation d'un s y s t h  de rBvBlation (20 grammes de sulfate d'ammonium, 3 

m l  d'acide sulfurique, QSP 100 m l  d'eau déminBralisBe) suivie du chauffage de 

la plaque h l'aide d'un Bpiradiateur. 

B - SYNTHESE DE L'ACIDE N ~ - B O C  AMINO-2 IIEXADECANOIQUE 

L'acide amino-2 hexadBcanoïque est mis en solution en prBsence d'un 

détergent, l'hydroxyde de benzyltriméthylanunonium (1,l Bquivalents par rapport 

h l'acide amind) (1,7 grammes) dans le méthanol (3 m l )  puis le DMF (100 m l )  

sous agitation h temperature ambiante. 

Apres Bvaporation du DMF, l'acide amino-2 hexadbcanoïque sBchB est remis 

en solution dans le mélange tertiobutanol, eau et bicarbonate de potassium 1N 

f4:4:1), puis en contact avec le pyrocarbonate de tertiobutyle (2,s Bquivalent 

par rapport h l'acide amin&) pendant 12 heures à texnpérature ambiante. Pendant 

les premieres heures de la réaction, le pH est maintenu constant entre 8 et 9 

h l'aide de carbonate de sodium et son Bvolution est contr8lée par 

chromatographie sur couche mince de silice. La fonction amine est donc 

protBgee par formation d'une liaison urBthane, et l'acide N~-BOC amino-2 

hexadécanoïque est ainsi obtenu. Ensuite, l'alcool est Bvapore, le produit est 

repris dans 100 ml d'eau et le pH amen4 h 3 par adjonction dlHC1 IN. L'acide 

Na-BOC amino-2 hexad6canolCque est extrait ~Blectivement dans llacBtate 

dlBthyle (2 fois 100 ml) , solvant organique solubilisant parf aiteinent l'acide 

~a-BOC alnine non ionise (pH 3). Plusieurs lavages sont effectues h l'aide 



d'eau deminéralis6e afin d'éliminer les impuretés. La phase organique est 

alors sechee et évaporée. 

Le produit obtenu est purifié par cristallisation 8 froid après 

solubilisation dans l'heptane 8 temperature ambiante. Les critaux blancs 

récupérés sont lavés 8 l'hexane puis s6ch6s. 

Le produit est caracterise par son point de fusion (8S°C), par son 

comportement en chromatographie sur couche mince de silice (Rf = 1 dans le 

système de solvant A et O dans le système de solvant B et en spectrométrie 

de masse PDMS (MM = 370'8 correspondant 8 la masse attendue, et MM = 270 

correspondant 8 l'ion moléculaire fragmenté par clivage du groupement BOC). 

V - ETüDE DE LA REPONSE T CYTOTOXIQUE =TI-LIPOPEPTIDE+ 

Des souris Balb/c sont immunisées 2 fois h 3 semaines d'intervalle, par 

voie intrapéritonéale sans adjuvant, avec 5 x 10'~ mole de chacun des 

lipopetides d6rives des séquences 312-327 et 302-335 de gp120 HIV-1 LAVbru. 

Des souris témoins reçoivent les peptides 312-327 et 302-336 seuls de gpl20, 

uu une dose infectante de virus de la vaccine exprimant le ghne env de VIX-1, 

ou alors ne sont pas ixmnunisées. 

2 semaines aprhs la seconde injection, les rates des souris sont 

pr6levees et les cellules spléniques spécifiques sont stimul6es pendant 

plusieurs jours, in vitro, par des cellules syngeniques irradiées incubées 

avec le peptide 312-327 ou le peptide 302-336 de gpl2O. Les lymphocytes T 

cytotoxiques fonctionnels sont ensuite cocultivés pendant 4 heures avec des 

cellules syngeniques prealablement incubees avec du (marqueur des 

proteines), lavees et sensibilisées, soit avec le peptide 312-327 de gpl20 (3 



micromoles par litre), soit par infection avec le virus de la vaccine 

exprimant le gene env de VIH-1. L1activitB cytotoxique est evaluée en 

mesurant, apres centrifugation, la quantité sp4cifique de 5 1 ~ r  relargue dans 

le milieu de culture exprimée en % : 100 x (relargage expérimental - relargage 
spontanb) / (quantite totale de 5 1 ~ r  incorpore - relargage expérimental). 

Des souris Balb/c (5 souris 'par condition) sont inmunis6es par 3 x 10'~ 

mole de chacun des 3 lipopeptides dérives de la sequence 302-335 de -120 HIV- 

1 LAVbru. Des souris témoins sont inmiunis6es avec le peptide 302-336 de gp120 

ou ne sont pas immunisées. 4 conditions adjuvantes sont testees : adjuvant 

complet de Freund (incomplet pour les rappels), billes de silice greffées en 

C18, squalène ou pas d'adjuvant. 2 voies d'injection ont 6th utilisées : sous- 

cutanée ou intrapéritonéale (sans adjuvant). Les souris sont inmiunis6es h JO 

et rappelees (par 1,s x 10'~ mole de chaque lipopetide) à J13, 523 et J35. 

Elles sont saignees A JO, Ji3 et 547. 

Nous mesurons les reponses IgM et IgG selon une technique 

immunoenzymatique ELISA. Pour cela le peptide 302-336 de gp120 HIV-1 LAVbru 

est adsorbe dans les puits d'une plaque de microtitration (NUNC, Danemark), 

une nuit, B tanphrature ambiante dans un tampon carbonate (0,015M)-bicarbonate 

de sodium (0,035M) B pH 9,6. Les puits sont ensuite satures h l'albumine 

serique bovine (ASB) A 2% dans un tampon phosphate salin (PBS), 1 heure h 

temperature ambiante, puis, apr&s 3 lavages en PBS additionne de Tween 20 h 

0,1%, ils sont mis en contact, 2 heures A 37OC, avec les séruma de souris h 

tester dilues au centième. Après 3 lavages en PBS-Tween, 2 conjugu6sf anti-IgM 

et anti-IgG de souris marqu4s la peroxydase (DIAGNOSTICS PASTEUR, MARNES-LA- 

COQUETTE, France), sont mis en contact, 2 heures a 37OC, avec les anticorps de 
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souris specifiques du peptide adsorbe. La rév6lation est effectuee au moyen 

d'ortho-phenyldne-diamine en presence de peroxyde d'hydrogène, après 3 lavages 

en PBS-Tween. La densite optique (DO) est ensuite mesuree B 496 nm au 

spect rophotodt re (DYNATECH) . 

Nous Bvaluona arbitrairement la reponse de la façon suivante : - = 

negatif (inferieur B 0,3 de DO) , + = DO comprise entre 0,3 et 1, ++ = DO 

comprise entre 1 et 1,5, +++ - DO supérieure B 1,s. 

VI1 - MILIEUX ET REACTIFS UTILISES POUR LA 

RESTIMüLATION DES LYMPHOCYTES TO 

Pour toutes les cultures, du RPMI 1640 (GIBCO, COURBEVOIE, FRANCE) 

contenant de llHEPES 20 mM (acide N-2 hydroxyet ne 

sulfonique) (SIGMA, St LOUIS, MO), 100 U de p4 0 0 

microgrammes de streptomycine par ml (SPECIA, PARIS, FRANCE) est generalement 

additionne par de la L-glutamine 2 mM, du $-mercaptoethanol 5 x 10'~ M (MERK, 

DARMSTADT, ALLEMAGNE FEDERALE), du pyruvate de sodium 1 mM (GIBCO) et du S6ruffi 

de veau foetal inactive 10% (GIBCO). 

1 1  - RESTIMULATION DES LYMPHOCYTES TO 

Les rats LOU M (exprimant llhaplotype R T - ~ ~ )  sont immunis6s B la base de 

la queue avec une proteins recombinante (40 micogranaaes) ou un peptide 

synthetique (100 microgranmies) Bmustionn6 dans l'adjuvant complet de FREUND. 

15 jours plus tard, les rats sont rappeles selon le nieme protocole mais 

l'immunog&ne &tant cette fois émulsionn6 dans l'adjuvant incomplet de FREUND. 



5 jours aprhs la seconde injection, les ganglions lymphocyca~res sont 

pr6lev6s, et les cellules T purifiees par passage au travers d'une colonne de 

nylon. Un total de 5 x 105 cellules par puits est cultive avec 106 CPA 

syngeniques irradiees de rate, en atmosphdre de CO2 h 37OC. 5 jours plus tard, 

pour mesurer la proliferation cellulaire T, 18,s kiloB6querels de 

deaoxythymidine triti.de (1~111-d~) sont ajoutes dans chaque puits. 12 h 16 

heures plus tard, le contenu de chaque puits est filtre sur filtre en fibre de . 

verre et la radioactivite incorporee dans l'ADN des cellules T ayant prolif6ré 

est mesur6e par comptage dans un liquide de scintillation. 

B - RATS BISCHER 

Des rats FISCHER sont infectes par voie intrapkitonéale a l'aide de 106 

parasites (Toxoplasma gondif) provenant de cultures cellulaires et les 

ganglions inguinaux et mésentériques sont préleves sterilement la semaine 

suivante puis B intervalles d'une semaine. 

Des rats FISCHER sont Bgalement immunises a la base de la queue avec une 

quantité dlantig&nes excrétés et s6cr6tés (AES) équivalente B 1 'excr6t ion de 

108 tachyzoïtes, Bmulsionn6s avec de l'adjuvant complet de FREUND. Une seconde 

injection, sans adjuvant, est realisee 2 semaines plus tard. Les cellules T 

sont prelevees 5 jours aprds la seconde injection. 

Pour la preparation de cellules T spécifiques du peptide 170-193, des 

rats FISCHER sont hunis&s a la base de la queue avec ce peptide (50 

microgramme) couple sur ASB, amulsionn& dans l'adjuvant complet de FREUND lors 

de la premiibre injection et dans l'adjuvant incomplet de FREUND lors de la 

seconde et de la troisieais injection, a 1 semaine d'intervalle. 



La preparation des lymphcytes T specifiques de la protéine P 2 4  

recombinante est realisee en injectant une construction du virus de la vaccine 

recombine par la P24, selon 2 protocoles : 1) injection de 2 doses de 108 

virus h la base de la queue; selon cette procedure, seuls les ganglions 

inguinaux et periaortiques ont et6 préleves 2) injection de la même dose par 

voie intradermique; les ganglions inguinaux, périaortiques et la rate sont 

ensuite preleves. 

Les cellules T purifiées sont testees vis-h-vis de chaque peptide de la 

P24 selon le protocole que nous avons décrit. 

Les chimpanzés utilisés dans cette etude dtaient des animaux sains : 2 

fenmelles, CHEETAH (C) et JULIE (J), qui toutes 2 étaient âgées de 9 ans, et 2 

mâles, MGBADOLITE (M) et BAKOüMBA (B) , agés respectivement de 6 et 8 ans. Ces 

animaux ont éte Bleves et immunises au Centre International de Recherches 

Medicales de FRANCEVILLE au GABON. 

C et M ont reçu la proteine nef recombinante en hydroxyde d'aluminium 

alors que J et B ont reçu un placébo compose d'adjuvant seul (hydroxyde 

d'aluminium). Lea 4 chimpanzés ont reçu un total de 5 injections sur une 

période de 4 mois. Chaque immunisation de nef (100 microgranaries par ml) ou de 

placebo a et6 r6alisde de façon intramusculaire (0,s ml) dans la cuisse et de 

façon sous-cutan6e (0,s ml) dans le bras. 

Les cellules T peripheriques sont isolees par centrifugation en gradient 

de Ficoll-Hypaque. Un total de 105 cellules est cultive comma les cellules de 



r a t .  La mesure de l a  p ro l i fé ra t ion  c e l l u l a i r e  T est effectuée de l a  m b e  façon I 
que l a  mesure opérée s u r  les ce l l u l e s  de r a t .  

IX - SEPARATION DES CELLULES T PORTEUSES DES MARQUEURS 

CD4 OU CD~' 

L e s  c e l l u l e s  T pu r i f i ée s  sont t r a i t é e s  avec un ant icorps  de sou r i s  ant i -  

W3/25 ou anti-0x8, h 4OC pendant 45 minutes. Pour c e l a ,  une s o l u t i o n  

d 'ant icorps  de chhvre anti-souris en PBS e s t  adsorbée au fond d'une bo l t e  de 

pétri, pendant une n u i t  à 4OC. L e s  bo l t e s  a i n s i  t r a i t é e s  sont  a lo r s  lavées 3 

f o i s  en PBS puis  incubées avec les an t icorps  de sou r i s  dans du RPMI 1640 

contenant 5% de sérum de veau foe ta l ,  pendant 15 minutes à 2S°C. L e s  c e l l u l e s  

T (106 c e l l u l e s  par  m l )  en RPMI 1640 e t  sérum de veau f o e t a l  h 5% sont 

transférBes dans l e s  bo l t e s  de p é t r i  t r a i t é e s  e t  incubées 90 minutes à 4OC. 

Aprhs c e t t e  incubation,  l e s  c e l l u l e s  T n'ayant pas adhére sont Bliminées 

délicatement et 2 lavages sont effectués .  

X - EVALUATION DE L'ACTIVITE AUXILIAIRE DES CELLULES T 

SPECIIIQUES D'UN PEPTIDE' 

L ' a c t i v i t é  a u x i l i a i r e  des c e l l u l e s  T est déterminée p a r  t r a n s f e r t  de 

c e l l u l e s  T spécif iques  du peptide 45-69 maintenues en cu l tu r e  i n  vivo B des 

r a t s ,  ou par  immunisation de r a t s  avec le même peptide, en vue d 'évaluer l e u r  

pouvoir dans l a  production d ' an t icorps  i n  vivo, aprhs i n j e c t i o n  de 10 

microgranimss de proteine nef recombinante. 

1 jour avant l ' i n j e c t i o n  de l a  p ro te ine ,  15 x 106 lymphocytes T 

spécif iques  sont  i n  jettes par  voie intra-veineuse dans chaque r a t .  D e s  r a t s  



temoins subissent une injection de 15 x 106 lymphocytes T spécifiques du 

cytochrome c. 

Les rats immunis6s avec 

de FREUND et ra 

de FREUND, 2 semaines plus tard, subissent une injection avec la protdine, 10 

jours aprhs la seconde in 

d'analyser la reponse antic 

Pour determiner le r61e protecteur des lymphocytes T spécifiques du 

peptide 170-193 de la p24, 1 jour avant infection intrapéritoneale de 103 

tachyzoltes ( 

injectes par voie 

subbissent une injection de 104 lymphocytes spécifiques de 1'ASB et d'autres 

sont simplement i 

Pour determiner le r81e auxiliaire de ces cellules, e même protocole est 

suivi, excepte que 106 lymphocytes spécifiques du peptide 170-193 (maintenus 

en culture pendant 4 semaines) sont injectes avant l'infection, et qu'ensuite 

les rats sont saignes toutes les semaines. 

O 
XI - CBOIX DES SERüMS A TESTER VIS-A-VIS DE NEP 

Les sujets du groupe A (n = 17) Btaient des su jets séronégatifs h risque 

pour l'infection par VIH. Parmi eux on pouvait trouver des femmes 

homosexuelles (n = 7), des hommes h6terosexuels (n = 3) et des homes 

homosexuels (n = 5) qui tous avaient en commun le fait d'avoir des contacts 

sexuels reguliers sans protection avec un nattenaire s4ropositif vis-&-vis de 

VIH-1; une infirmihre (n = 1) qui s16tait piqu4e 3 mois auparavant avec une 



a i g u i l l e  ayant s e r v i  à prélever le  sang d'un s u j e t  se ropos i t i f  vis-à-vis de 

VIH; e t  un enfant (n = 1) de 3 ans de parents sé ropos i t i f s .  Tous l e s  s u j e t s  du 

groupe A d t a i e n t  asymptomatiques, exceptee une femme qui  a v a i t  un passé 

d'herpès buccal e t  gen i t a l  e t  qu i  presentai t  des infect ions  r e sp i r a to i r e s  e t  

g é n i t a l e s  répét6es .  C e s  s u j e t s  e t a i e n t  donc seron6gat i f s  vis-à-vis des 

proteines s t ruc tura les  de VIH-1 dans 2 tests ELISA commerciaux (ELAVIA Ac-Ab- 

Ak DIAGNOSTICS PASTEUR et HIV-1 E I A  RECOMBINANT ABBOTT), en t r a n s f e r t  de 

Western (DU PONT DE NEMOURS et  LAV-BLOT1 DIGANOSTICS PASTEUR), negat i fs  vis- 

à-vis de l 'ant igene v i r a l  p24/25 (gag) de VIH-1  ( H I V  ANTIGEN EIA,  ABBOTT) e t  

auss i  séronegatifs vis-à-vis de VIH-2 (LAV-BLOT2 DIAGNOSTICS PASTEUR). 

Le goupe B & t a i t  compose de 54 su j e t s  servant de contr6le : donneurs de 

sang séron&gat i fs  vis-A-vis de VIH-1  (ELISA et t r a n s f e r t  de Western), sans 

risque connu d ' e t r e  in fec tés  PAR VIH. 

Un s u j e t  pa r t i cu l i e r emen t  i n t e r e s s a n t ,  qu i  est passe  de l ' é t a t  

seroposi t i f  vis-h-vis de V I H  à un Btat s&ron6gatif, a également é t é  é tudié .  La 

s 6 r o p o s i t i v i t e  8 V I H - 1  a v a i t  d 'abord ét& déterminee chez c e t t e  femme 

asymptomatique en juin 1987, e t  el le  a p e r s i s t e  (ant icorps  ant i -protéines  

s t r c t u r a l e s  de  VIH-1  dans 4 prelhvements succes s i f s  analysas en ELISA, 

t r a n s f e r t  Western e t  radioirfanunopr6cipitation) avant de se transformer en 

seron6gativit6 complhte en janvier 1988 jusqu'en a v r i l  1988. 

Finallement, une etude re t rospec t ive  a e t 4  e f fec tuee  s u r  les serums 

d'hommes homosexuels (n = 12) .  



-1s- 

X I I  - CHOIX DES SERtlWS A TESTER VIS-A-VIS DP VPR 
O 

23 s u j e t s  i n f e c t e s  p a r  V I H - 1  e t  40 s u j e t s  s a i n s  ont  e t 4  r e t e n u s  pour 

l ' é t u d e  se ro log ique  vis-à-vis  de  l a  p r o t 6 i n e  syn the t ique  vpr .  L e s  s u j e t s  

s é r o p o s i t i f s  (presentant  des an t i corps  c o n t r e  les p r o t é i n e s  s t r u c t u r a l e s  de 

VIH-1, gag, p01 et  env) Ont b t6  d R p i S t 6 ~  en ELISA (ELAVIA DIAGNOSTICS PASTEUR) 

et en t r a n s f e r t  de Western (DU PONT DE NEMOURS). C e s  s u j e t s  ont été ranges 

se lon  l a  c l a s s i f i c a t i o n  du CDC (Center f o r  Disease Control,  At lanta)  : s tade  

II (asymptomatiques) e t  s tade  I V  (présentant  un SIDA) . 

Le pept ide  (2 microgramimes) ou l a  p ro té ine  (5 microgrammes) sont  adsorbés 

au fond de tubes  h a i l e t t e s  (NUNC, DANEMARK), une n u i t ,  h temp4rature ambiante 

dans un tampon carbonate (0,015M) -bicarbonate de  sodium (0,035M) à pH 9,6. Les 

p r o t e i n e s  u t i l i s e e s  s o n t  : vpr synthét ique  e t  nef recombinante e t  p24 (HIV)  

recombinante p u r i f i é e s  h plus  de 97%, correspondant aux séquences de l ' i s o l a t  

HIV-1  LAVbru (TRANSGENE SA, STRASBOURG, FRANCE). L e s  t u b e s  s o n t  e n s u i t e  

s a t u r é s  avec de l 'albumine sér ique  bovine (ASB) à 3% dans un tampon phosphate 

s a l i n  (PBS), 2 heures à température ambiante, puis ,  après  2 lavages e n  PBS, 

incubes une n u i t  avec des  sérums humains d i l u e s  au cinquantième dans un 

mélange PBS-ASB 0,3%. Après 3 lavages en PBS, les an t i corps  humains liés sont  

d(itect6s p i e  incuba t ion  1 n u i t  d temperature  ambiante avec  un a n t i c o r p s  1 
polyclonal  de l a p i n  an t i - Ig  humaines spéci f ique  d ' l  i so type (IgM, I g A  et IgE) l 
(MIAB, SUEDE) ou un an t i corps  monoclonal de s o u r i s  ant i - Ig  humaines spec i f ique  

d ' l  i so type  (IgG1 et IgG4) (SEWARD, ROYAUME U N I ) ,  marques à 1'1251 (HUNTER 

W.M. e t  GREEWOOD F.C., 1962.) dans un mélange PBS-ASB 0,3%. La r a d i o a c t i v i t é  

est mesurée l ' a i d e  d'un compteur gamma (LKB, Suède) l a  s u i t e  de  3 lavages 

en  PBS contenant du Tween 20 B 0,01%. 



Au cours de chaque essai, differents sérums de sujets sains sont utilises 

comme contrbles. Tous les serums sont testes en double au cours de 2 essais 

differents au moins. 

AprBs soustraction du bruit de fond (radioactivit6 sans s 6 r w ) ,  un s k u m  

est determin6 positif si le signal correspondant est supérieur à une limite 

definie par la moyenne de la radioactivite des contrbles négatifs, apris 

soustraction du bruit de fond, plus 5 fois la déviation standard h cette 

moyenne (si plus de 30 sérums temoins négatifs sont utilisés comme contr8le) 

ou plus 5 fois llbcart type à cette moyenne (si moins de 30 s6rums temoins 

negatifs sont utilises comme contrôle). 

XIV - ELECTROPHORESE EN GEL DE BOLYACRYLAMIDE / UREE- 

SDS* 

La caracterisation Blectrophoritique de la proteine synthetique vpr est 

realis6e selon la technique de SWANK R.T. et MüNKRESS K.D .  (SWANK R.T. et 

MüNKRESS K.D., 1971.) dans un gel de polyacrylamide h 12,5% pr6paré avec de 

llacrylamide et du bis-acrylamide (10:1), de l'ur6e 8M et du SDS dans le 

tampon d'blectrophor8se. La migration est effectuee h 130V pendant 10 heures. 

Des témoins de masse moleculaire sont integres dans l'un des couloirs de 

migration : 17200, 14600, 8240, 6380, 2560 (PHMWACIA). 



Aprds migration électrophor8tique en gel urh-SDS, la proteine 

synthetique vpr, la protéine recombinante nef ou les antighnes totaux de 

Toxoplasma gondii sont 6lectrotransfér6s sur une feuille de nitrocellulose. 

Les bandelettes, obtenues apr8s decoupage de la nitrocellulose, sont 

saturees h l'aide de lait B c r W  en poudre h 5% dans un tampon phosphate salin 

(PBS), pendant 1 heure h température ambiante. Les bandelettes sont ensuite 

incubees avec des s 6 r w  humains dilues au centième (pour étudier la réponse h 

vpr ou h nef) et des s 6 r w  de rats athymiques transf6rés (pour étudier la 

réponse h Toxoplama gondii) dans le mélange PBS-lait 0,5%, 1 nuit à 4OC (les 

sérums humains testes vis-h-vis de la proteine nef recombinante ont et& 

préalablement adsorbés sur un lysat dlEscherichia coli). Aprés 5 lavages h 

l'aide du dlange PBS-Tween 20 0,3%, un anticorps polyclonal anti-Ig humaines 

biotinyle (DU PONT) (ou un anticorps polyclonal anti-IgG de rat marqué 

directement 8 la peroxydase) est incube dans le melange PBS-lait 0,5%, 2 

heures h 4OC. Aprhs 5 lavages h l'aide du mélange PBS-Tween 20 0,3% les 

bandelettes sont mises en contact avec de llavidine marquee h la peroxydase 

(DU PONT) dans le &lange PBS-lait 0.5% et revelees h l'aide du substrat 

enzymatique, 4-chloro-naphtol (KIRKEGAARD et PENNY LAB, INC.). 

XVI - PROTEINE NEF RECOMBINANTE 

La sequence codante complhte de la protbine nef de l'isolat VIH-1 LAVbru 

est exprimée dans Escherichia coli h l'aide d'un vecteur plasmidique (GUY B. 

et col., 1987. ) . La proteine nef recombinante est ensuite purif i6e h plus de 
97% (contble CLHP) (TRANSGENE SA, STRASBOURG, FRANCE). 



XVII - DETECTION DE LA PRESENCE D'ADN PROVIRAlIi DE VIH- 

1 O 

L'amplification enzymatique de l'ADN de VIH (MULLIS K.B. et FALOONA F.A., 

1987 et OU C.Y. et col., 1988.) est réalisée 8 l'aide d'amorces 

oligonucléotidiques correspondant 8 la partie 5' d'une région hautement 

conservée du gbne gag de VIH-1. L'ADN de VIH-1 amplifié est détecté 

directement par hybridation de sondes oligonucléotidiques spécifiques. 

L'ADN est préparé h partir de cellules mononucléaires isolées de 3 m i  de 

sang dans un gradient de Ficoll. LIADN (1 micrograrame) est ensuite incubé avec 

les 2 amorces oligonucléotidiques et la polydrase Taq (NEW ENGLAND BIOLABS), 

et 25 cycles de polydrisation et dénaturation sont effectués comme cela a été 

décrit précedenunent (LOCHE M. et MACH B., 1988.). 

Les amorces oligonucléotidiques utilisées sont : 

- amorce 1, (5') GAAGGAGAGAGATGGGTGCG (position 325-344); 

- amorce II, (3 ' )  GGGATGGTTGTAGCTGTCCC (position 518-537). 

LIADN amplifié est révélé par hybridation avec une sonde 

oligonucl6otidique spécifique de la région amplifiée de gag : 

- GGGAGCTAGAACGATTCGC (position 451-469). 



FICHES ANALYTIQUES DES PEPTIDES 

SYNTBETISES 



n e f  (2-23) 

n e f  (NAc 45-69 CONH2) 

n e f  (45-59 CONH2) 

n e f  (NAc 45-59 CONH2) 

n e f  (50-64 CONH2) 

n e f  (NAc 50-64 CONH2) 

n e f  (55-69 CONH2) 

nef (NAc 55-69 CONH2) 

nef (50-59 CONH2) 

n e f  (NAc 50-59 CONH2) 

n e f  (79-94) 

n e f  (98-112) 

n e f  (148-161) 

n e f  (176-206) 

LSA (13-29) 

LSA (NAc 13-29 CONH2) 

LSA (NAc Aib- la-Aib 1 

P24 (64-79) 

P24 (231-250) 

-120 (312-327) Préparation 1 

gp120 (312-327) Preparation 2 

ml20 (312-327) Préparation 3 

gp120 (302-335) Préparation 1' 

ml20 (302-335) Préparation 2I 

gp120 (302-335) Préparation 3' 



Contr6le d'identité Dar analvse d'acides aminés : 
- . - . . - - - - - ~ - ~ ~  - - . 

:,-..;F - @ ; ' : ~ m ~ t ~  . ~ i l . ~ j  - ,-;.;.y;. :,;. .. i r r  W. 

+ :,,., ,:: ,.,{--. >. - . .-. 
t LA ,,:. y' ;i?; ;,{!!:$ :ji,r,; . . ' -  ,.,.. !,:l & , , d ' l e  % .:13 r:! 

,!il &8..,;2:+ ?I>'>.. , --.. ,, ,, , A..,,,;, , , . , . iU.p~*, , ;  , .;!.:!PA 
Théor. = valeur thborique. 

Calc. = valeur calculée. 

MM = masse moléculaire 

Théor. : valeur de la masse moléculaire théorique. 

AcOH : valeur de la masse moléculaire sous forme de sel après 

purification dans un tampon contenant de l'acide acétique. 

TFA : valeur de la masse moléculaire sous forme de sel après 

purification dans un tampon contenant de l'acide 

trifluoroacétique. 

HC1 : valeur de la masse moléculaire sous forme de sel après, py:(t.~~.qi'ap~~mppq?q 
.%!6$$i$Jk,*> ::& :CI,, :,:$:;j,~'<fi#p :; 

purification dans un tampon contenant de l'acide ~ h l o r h ~ d r i q u e $ ~ ~ ~ ~ ~ ; , ~  
;,,~:;;J?a,,<3 

N H ~  : valeur de la masse moléculaire sous forme de sel p p ~ g s :  
, .II 

.r . LU. - 1 

purification dans un tampon contenant de l'ammoniaque. 

Le contrôle d'homogénéité des constructions peptidiques synthétisées a été 1 
réalisé en CLHP sur une colonne de type Nucléosil C18, sauf pour les 

Préparations des peptides gp120 312-327 et 302-335 dont les contrsles 

d'homogénéité ont été r6aliséa sur une colonne de type Nucléosil Cq. L'élutior 

a été effectuée par un gradient d'acétonitrile dans l'eau, indiqué 

pointillés. Les deux solvants étaient acidifiés par 0,05 % de TFA. 



Séquence : GGKWSKSSW GWPTVRERMR RA 

Théor. 
ASP O 
T h r  1 
Ser 3 
Glu 1 
Pro 1 
G ~ Y  3 

Va 1 3 
1 
2 

Ile O 
Leu O 

Calc. 
O 

O ,  90 
2 f 7 5  
1,03 
I f 2 0  
3,05 
O, 96 

O 
2,92 
O, 85 
ND 

O 
O 
O 
O 
O 

2,15 
3,83 

5 -  r----------- 5 0  
/ 

/ 
- ,  

- * 
/ 

r* 
O z 

/ rt 

k- 
P 
m - 
dD - 

/ 
/ 

O O 
30 

temps (minutes' 

Séquence : SSNTAATNM CAWLEAQEEE EVGFP 

A. Calc. MM ( T h e o r . )  2665 
ASD 2 1,97 MM (HC1) 2266 

2 1,83 
Ser 
Glu 
P r o  
G ~ Y  
Ala 
CYS 
Val 
Met 
TEP 
1 le 
Leu 
Tyr 
P h e  
His 
LYS 
A r g  

temps (minutes) 



SIquence : SSNTAATNAA CAWLE 

AsP 2 2,04 MM (ACOH) 1569 
Thr 2 1,91 
Ser 2 1,77 
Glu 
Pro 
G ~ Y  
Ala 
CYS 
Val 
Met 
TrP 
1 le 
Leu 
Tyr 
Phe 
His 
LYS 
Arg 

. . .  
I ,, :. 

1 
: SSNTAATNAA CAWLE 

MM (ThBor.) 1551 
2 1,96 MM (ACOH) 1551 
2 1,99 
2 1,79 
1 1,05 
O O 
O O 
5 
1 
O 
O O 
1 ND 
O O 
1 O, 97 
O O 
O O 
O O 

' O O 
O O 

temps (minutes) 

temps (minutes) 



S é q u e n c e  : ATNMCAWLE AQEEE 
$$@$ 

T h B Q r . C a l c . ,  MM ( T h B o r .  ~'"1634 
A s p  1 O, 99 MM (TFA) 1749 
T h r  1 1,15 
S e r  O O 
G l u  5 5,06 

O O 0,s- P r o  50 , 

G ~ Y  O O 
A l a  5 5,12 - ,  

CYS 1 ND 
- 

va 1 O O S Pi 

4 
M e t  O O Y - ,  

m. 
f? 

1 O - O 
T r P  ND P- 1 

Ile O O 4l 
Y 

f? 

-4 , , 
n 

L e u  1 O, 84 0 
r : - w 

O O O 
/ 

T y r  
m 

n / - 
P h e  0 0 -, / - 8 

H i s  O O / 
- 

LYS O O 
/ 

A r g  O O O 
I 

L O 
O 30 

temps (minutes) 

nef ( W k  50 - 64 CQlYH 21 

S 6 q u e n c e  : ATNMCAWLE AQEEE 

Théor. MM ( T h B o r . )  1676 
A s P  1 O, 95 MM (TFA) 1676 
T h r  1 1,OO 
S e r  O O, 
G l u  
P r o  

? 
A l a  
cys 
V a l  
M e t  
TrF' 
Ile 
L e u  
T y r  
P h e  
H i s  
LYS 
A r g  

temps (minutes) 



Séquence : CAWLEAQEEE EVGFP 

- T h k ~ ~ - a  MM (Théor.) 1735 
AsP O O MM (NH3) 1821 
Thr O O 
Ser 
Glu 
Pro 
GlY 
Ala 
CYS 
Val 
Met 
TrP 
1 le 
Leu 
Tyr 
Phe 
His 
LYS 
Arg 

temps (minutes) 

Séquence : CAWLEAQEEE EVGFP 

Théor. Calc. MM (Théor.) 1777 

ASP O O MM (NH3) 1863 
Thr O O 

O O 
"*J 

Pro 
G ~ Y  
Ala 
Cvs 

Met 
T=P 
I le 
Leu 
Tyr 
Phe 
His 
LYS 
Arg O 

O 
I 

30 

tamps (minutes) 



S é q u e n c e  : ATNAACAWLE 

ThBor. MM ( T h é o r . )  1047 
ASP 1 1,11 MM (TFA) 1162 
T h r  
S e r  
G l u  
P r o  
G l Y  
A l a  
CYS 
V a l  
M e t  
T r P  
1 l e  
L e u  
T y r  
P h e  
H i s  
LYS 
A r g  \ 

temps (minutes) 

S B q u e n c e  : ATNAACAWLE 

W o r .  Calc. MM ( T h B o r . )  1089 

A s P  1 0,98 MM (TFA) 1090 
T h r  1 0,88 
S e r  O O 
G l u  
P r o  
G l Y  
A l a  
CY3 
V a l  
M e t  
T r P  
Ile 
L e u  
T y r  
P h e  
H i s  
LYS 
A r g  

temps (minutes) 



S é q u e n c e  : CTYKAAVDLS HFLKEK - 
ASP 1  O ,  99 
T h r  1 O ,  95 
S e r  1  0 ,90  
G l u  1  1 , 1 3  
P r o  O O 
G l Y  O O 
A l a  2  2 ,18  
CYS 1  ND 
V a l  1  0 ,98 
M e t  O O 
T r P  O ND 
1 le O O 
L e u  2  2 ,Ol  
T y r  1  O ,  83 
P h e  1  O ,  89 
H i s  1  0 , 9 6  
LYS 3  2 ,88  
A r g  O O 

S é q u e n  ce : EGL 

ser 
G l u  
P r o  
G l Y  
A l a  
CYS 
V a l  
M e t  
T r n  

L e u  
T y r  
P h e  
H i s  
L y s  
A r g  

t w s  (minutes) 



S 6 q u e n c e  : VEPDKVEEAN KGEN - 
3 3,OO 
O O 
O O 

G l u  4 4,04 
P r o  1 1,32 
GlY 1 1,06 
A l a  1 1,05 
CYS O ND 
valPu l?~L,v~:\!' Tt*- 2 1,79 
Met  .. O O 
T r P  O ND 
1 l e  O O 

P h e  O O 
H i s  O O 
LYS 2 1,85 
A r g  O O 

temps (minutes) 

S é q u e n c e  : PEREVLEWRF DSRLAFHHVA RELHPEYFKN C 

Théor. MM ( T h é o r . )  3910 
A s P  2 2,34 MM (TFA) 4938 
T h r  O 
S e r  
G l u  
P r o  
GlY  
A l a  
CYS 
V a l  
Met  
T r P  
1 l e  
L e u  
T y r  
P h e  
H i s  
LYS 
A r g  

temps (minutes) 



S é q u e n c e  : KEKLQEQQSD LEQERLA 

ThBor. MM ( T h B o r . )  2071 
A s P  1 O, 99 MM (TFA) 2528 
T h r  O O i J: 

S e r  1 O, 67 
G l u  8 8,16 0,s- 
P r o  O O 
G ~ Y  O O 
A l a  1 O, 96 - 
C Y ~  O ND s 
V a l  O O -4 / 

U - 
M e t  O O 8 / 

O / 
T r P  ND .Q) 

CI / 
1 le O O 4 - / 

L e u  3 2,99 c" B 1 

T y r  O O Q / 

O / Phe O / 
H i s  O O / 

LYS 2 1,95 
A=g 1 O, 94 O 

S é q u e n c e  : KEKLQEQQSD LEQERLA 

A s P  1 0 -  96 MM (TFA) 2455 
T h r  
S e r  1 O. 70 
G l u  8; OS 
Pro O 
G ~ Y  
A l a  1 
CYS O 
Va 1 O O 
M e t  O O 
T r P  O 
Ile O O 
L e u  3 2,85 
T y r  O O 
P h e  O O 
H i s  O O 
LYS 2 2,06 
A r g  1 0, 95 

temps (minutes) 



S é q u e n c e  : ( A i b )  A ( A i b )  KEKLQEQ QSDLEQERLA ( A i b )  ( A i b )  
.,,;f'(.:$y,;;.i, 
1:":: ;! $$>. :,:; Théor.- MM(Th&.'~;'$ir:2483 

ASP 1 1 , 0 4  MM (HC1) 2 5 7 8  
T h r  O O MM ( M e s u r é e )  2 4 8 3  
S e r  1 0,  7 2  
G l u  8 
P r o  O 
G l Y  O 
A l a  2 

O CYS 
V a l  O 
M e t  O 
T r P  O 
1 l e  O 

3 L e u  
T y r  O 

O P h e  
H i s  O 
LYS 2 

1 A r g  

Theor 
ASP O 
T h r  O 

r 
u 
O 

G ~ Y  
A l a  
C Y ~  
V a l  
M e t  
T r P  
Ile 
L e u  
T y r  
P h e  
His 
LYS 
A r g  

temps (minutes) 



Séquence : CLSAGAYAAE GGDNQSSAVS DR 

-or.- MM (Théor. 2128 
ASP 3 3,08 MM (ACOH) 2249 
Thr O O 
Ser 4 3,50 
Glu 2 2,07 O r s '  r----------- 50 

Pro O O / 

3 
/ 

GlY 2 ,91  -, / 

Ala 5 4,86 
CYS 1 ND ; # 

O 

n 

-, 

- _o !: / Val 1 1,17 2 - #  0. 
/ rt 

Met O O / 3 

TrP O ND .Q) C)  / 
C* 
rt 

1 le O O -4 ,, / r 
# 

C 

Leu 1 0,93 1 
Tyr 1 0,96 

# - 
/ dP 

O 
- 

Phe O / 

His O O / 

O O 
/ 

LYS 
1 

O 
Arg 1.19 O 

O 30 

temps (minutes) 

P24 (170 1931 - 
Séquence : VEEVIDTMKS MQRDEDIFLR ALNK 

Théor. MM (Théor.) 2879 
AsP 4 4,11 MM (TFA) 3451 
Thr 1 O, 87 
Ser 1 O ,  72 
Glu 4 A. fi0 0,s- ------------ 

-, 

5 O 
Pro O 
GlY O O 
Ala 1 1,08  
CYS O m g  # P, 

Val 2 1 ,70 .d, - ,  / 
/ Met 2 1 , 9 1  g 

TrP O ND 
/ 

/ 
2 1 le # C* l- 

Leu 2 # (P 

Tyr O O / 
/ 

Phe 1 1 , 0 5  R 

His O O # 

LYS 2 2,Ol 
Arg 2 

O 30  

temps (minutes) 



Séquence : GETVEEAIED VAQAE 

ThBor. MM (Théor.) 1589 
A3P 1 1 , O l  MM (ACOH) 1650 
Thr 1 O,  80 
Ser O O 
Glu 6 6,Ol 0,5- 
Pro O O 0 

G ~ Y  1 0, 84 -, 0 
/ 

Ala 3 3 , l O  Y 

C Y ~  O ND g / 
/ Val 2 2 ,05 ';f - 

/ 
Met O O 0 
TrP O ND .Q) U / 

1 le 1 0,99 .: - / 

Leu O O 1 tg c 
al 

Tyr O O 
n / 

/ 
Phe O O 1 

H i s  O O / 

O O 
/ 

LYS 
O O 

O 
Aru Ç$33sR>B$F 

C . ' -  9.' ' I>pi , . -  
t q s  (minutes) $8 *y < ' -. . f L  I ,  ". 

SBquence : DEMKVIDDVQ QLEKDKQQLK - 
AsP 4 4,08 
Thr O O 
Ser O O 
Glu 6 6,28 
Pro O O 
GlY O O 
Ala O O 
CYS O ND 
Val 2 1 ,78 
Met O,  65  
TrP ND 
Ile O ,  66 
Leu 2,22 
Tyr V O 
Phe O O 
His O O 
Lys 4 3,99 
Arg O O 1 m O 

3 
P 

r 
m 

d - 
O 

3 O 
temps (minutes) 



Séquence : IRIQRGPGRA FVTIGK(acide amino-2 hexadécanoïque) 

ThBor. MM (Théor. 2020 
AsP O O MM (TFA) 2551 
Thr 1 O, 97 MM (Mesuree) 2024 
Ser O O 
Glu 1 1,05 
Pro 1 1,06 
GlY 3 
Ala 1 1,09 
CYS O ND 
Val 1 1,OO 
Met O O 
TrP O ND 
1 le 3 2,57 
Leu O O 
Tyr O O 
Phe 1 
His O O 
LYS 1 1,09 

/ 
/ 

Arg 3 2,91 0 / 

tamps (minutes) 

Séquence : (acide amino-2 hexadécanoïque)IRIQRGPGR AFVTIGK(acide amino-2 
hexadBcanoïque) 

Théor-Cale. MM (ThBor.) 2314 
AsP O O MM (TFA) 2885 
Thr 1 0,95 
Ser O , O 

1 Glu 1 lfO8 
Pro 1 1,06 
GlY 3 3,27 
Ala 1 1,11 
C Y ~  O ND 
Val 1 1,OO 
Met O O 
TrP 0 ND 
1 le 3 2,64 

i 
Leu O O 
Tyr O O 
Phe 1 0, 93 

I His O O 
Lys 1 1,11 
Arg 3 2,99 



Séquence : (dipalmitoyl-1ysine)IRIQRGPGR AFVTIGK(acide amino-2 
hexadbcanoïque) 

Théor. MM (Théor.) 2624 
AsP O O MM (TFA) 3195 
Thr 1 O, 93 
Ser O O 
Glu 1 1,OO 
Pro 1 1,02 
GlY 3 3,14 
Ala 1 1,04 
CYS O ND 
Val 1 O, 97 
Met O O 
TrP O ND 
1 le 3 2,64 
Leu O O 
Tyr O O 
Phe 1 O, 94 
His O O 
LYS 2 1,88 
Arg 3 2,77 

Séquence : TRPNNNTRKS IRIQRGPGRA FVTIGKIGNM RQAH(acide amino-2 
hexadbcanoïque) 

A. Calc. MM (Th6or.I 4097 
AsP 4 4,02 MM (TFA) 5239 
Thr 3 2,69 MM (Mesurée) 4100 
Ser 1 O. 98 
Glu 
Pro 
GlY 
Ala 
CYS 
Val 
Met 
TrP 
Ile 
Leu 
Tyr 
Phe 
His 
LYS 
Arg 

r------ 60 
0 

/ 
/ 

1- / - 
/ 

/ 
/ - / - 

/ 
/ œ 

0 
4 lu- 
4J - 0 CT 

a 8 - O 
O r 

/ rr 
3 
4 - t F 

4 - P B / (P : / 
- 
8 - - 0 

/ 
- 

/ 

O 1 I 
- 

-0 

O 3 O 

temps (minutes) 



Séquence : (acide amino-2 hexad6canoïque)TRPNNNTRK SIRIQRGPGR AFVTIGKIGN 
MRQAH(acide amino-2 hexadhanoïque) 

ThBor. MM (Théor.) 4391 
AsP 4 3,76 MM (TFA) 5533 
Thr 3 2,66 
Ser 1 O, 99 
Glu 2 2,28 
Pro 2 1,98 
G ~ Y  4 4,28 
Ala 2 2,31 
C Y ~  O ND 
Va 1 1 1,13 
Met 1 1,Ol 
TrP 0 ND 
1 le 4 3,61 
Leu O O 
Tyr O O 
Phe 1 1,02 
His 1 O, 96 
LYS 2 2,17 
Ar9 6 5.70 

Séquence : (dipalmitoyl-1ysine)TRPNNNTRK SIRIQRGPGR AFVTIGKIGN MRQAH(acide 
amino-2 hexadécanoïque) 

AsP 4 3,98 
Thr 3 2,77 
Se r 
Glu 
Pro 
GlY 
Ala 
C Y ~  
Va 1 
Met 
TrP 
1 le 
Leu 
Tyr 
Phe 
His 
LYS 
Ar9 
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R6sumB : 

Les bases mol&culaires de la reconnaissance irnmunitaire permettent la 

prévision des épioptes B et T d'une protéine h la seule vue de sa 

structure primaire. Afin de valider et dlaméliozer ces dthodes, nous les 

avons utilisées dans plusieurs mod6les parasitaires et viraux pour 

sélectionner des peptides, les synthetiser et, en collaboration avec 

plusieurs Bquipes d'inarmnologistes, en étudier les propriétés. 

Du point de vue de 11antig6nicité, il est poasible de synthétiser une 

protéine complète et d'observer sa reconnaissance par des sdrums de 

sujets infectés. Par ailleurs, les fragments peptidiques sont de bons 

outils pour cartographier les épitopes d'une protéine et peuvent dans 

certains cas constituer des antigénes plus performants que la protéine 

elle-même. Il est également possible d'induire une organisation spatiale 

chez un peptide afin d'en améliorer llantigénicité. 

Du point de vue de l'immunogénicité, nous avons mis en évidence plusieurs 

peptides actifs, parmi lesquels certains possédaient une structure 

modifiée par rapport a la séquence naturelle leur conférant des 

propriétés nouvelles, telle la géneracion d'une réponse cellulaire 

cytotoxique spécifique de 18antig8ne naturel. 

Mots-cl6s : 

Antigenicite - Immunogénicité - Prévisions épitopiques - 
Peptides synthétiques - Conformation - Strucures naturelles - 
Structures modifiées. 


