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RESUME

La cyclophiline B (CyPB) est une immunophiline qui fixe la cyclosporine (CsA), puissant
immunosuppresseur utilisé dans la prévention des rejets de greffe. Décrite comme une
protéine résidente du réticulum endoplasmique, elle a également été caractérisée dans le lait et
le plasma humain. Afin de comprendre les roles de la CyPB extracellulaire, nous avons étudié
ses propriétés de fixation a la surface des cellules T et son role potentiel dans I’activité
immunosuppressive de la CsA. Nous avons mis en évidence une fixation spécifique et
réversible, avec un Kd de I’ordre de 12 nM. Les sites de fixation se distribuent entre les
différentes sous-populations lymphocytaires, avec une préférence pour les cellules CD4".
L’étude des propriétés de ces derniers nous a permis de distinguer deux types de sites, I’un de
nature glycosaminoglycanne (GAG) de type héparine et 1’autre de nature protéique. Les
premiers, majoritaires, interagissent avec 1’extrémité basique N-terminale spécifique de la
CyPB. Les seconds semblent reconnaitre la CyPB par I'intermédiaire de la région conservée
des CyPs qui contient le site catalytique, cette fixation étant inhibée en présence de CsA. A
37°C, la CyPB fixée a la surface des lymphocytes induit un flux calcique et est ensuite
endocytée dans la cellule, puis dégradée. La CsA inhibe la génération du flux calcique,
suggérant I’implication du récepteur protéique dans ce phénomeéne. Par contre, la fixation de
la CyPB sur les sites GAG n’est pas bloquée en présence de I’immunosuppresseur et le
complexe CyPB/CsA peut se fixer a la surface des lymphocytes par I’intermédiaire de ces
derniers. Ces interactions avec les sites GAG favorisent ainsi un ciblage du médicament et son
incorporation spécifique dans les lymphocytes sensibles. De plus, la présence du complexe
CyPB/CsA permet une meilleure activité immunosuppressive de la CsA, et réduit
considérablement in vitro les variations inter-individuelles de sensibilité au médicament.
Finalement, nous avons mesuré les concentrations plasmatiques de CyPB et observé une
augmentation significative chez les patients traités a la CsA. Ces taux élevés sont favorables &
la formation d’un complexe CyPB/CsA actif et a une activité immunosuppressive plus

efficace du médicament.



ABREVIATIONS

Abu : acide aminobutyrique

ADNec : ADN complémentaire

ANT : adenine nucleotide translocase
ARNm : ARN messager

ATCA : acide trichloracétique

BSA : bovine serum albumine

CaM : calmoduline

CaMKII : CaM kinase I

CAML : calcium signal modulating
cyclophilin ligand

CD : cluster of differentiation
CD28RC : CD28 responsive element

Clsy : concentration inhibitrice a 50 %

CMH : complexe majeur d’histocompatibilité

CnA, CnB : calcineurine A, B

CRC : calcium released channel

CS-A, CS-B, CS-C : chondroitane A, B, C
CsA, CsG, CsH : cyclosporine A, G, H
CyCAP : cyclophilin C associated protein

CyP, CyPA, CyPB, CyPC, CyPD :
cyclophiline A, B, C, D

DAB : diaminobenzidine
DAG : diacylglycérol
DIsp : dose inhibitrice a 50%

DPBS : Dulbecco’s phosphate buffered saline

DMF : diméthyl formamide
DMSO : diméthyl sulfoxide
EGF : epidermal growth factor
FGF : fibroblast growth factor
FITC : fluorescein isothiocyanate
FKBP : FK506 binding protein

AFMY : variation of fluorescence mean value

FPLC : fast protein liquid chromatography
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NF-AT : nuclear factor of activated T cell
NF-IL2 : nuclear factor of IL2

NK-TR * natural killer tumor recognition
molecule

Nucl8 : nucléase de 18 kDa

OPD : o-phényléne diamine

PAGE : polyacrylamide gel electrophoresis
PBL : peripheral blood lymphocyte

PBMC : peripheral blood mononuclear cell
PBS : phosphate buffered saline

Pgp : P-glycoprotéine

pHi : pH isoélectrique

PIP2, PIP3, PIP4 :phosphatidyl-inositol di-,
tri, tetra-phosphates

PKA, PKC : protéine kinase A, C
PLC : phospholipase C
PMA : phorbol myristate acetate

PP1, PP2A, PP2B, PP2C : protéine
phosphatase 1, 2A, 2B, 2C

PPIase : peptidyl prolyl cis-trans isomérase
PR : polyarthrite rhumatoide

PTK : protéine tyrosine kinase

RAFT : rapamycin and FKBP12 target
Rh1, Rh2 : rhodopsine 1, 2

RMN :résonance magnétique nucléaire
RNase : ribonucléase

RyR : ryanodine receptor

Sar : sarcosine

SCYLP : secreted cyclophilin-like protein
SDS : sodium dodecyl sulfate

SIP : superinducible protein

s-Le" : sialyl Lewis x

TCR : T-cell receptor
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FRAP :FKBP12-rapamycin associated protein TGF : transforming growth factor

GAG : glycosaminoglycanne

GM-CSF : granulocyte-macrophage colony
stimulating factor

GST : glutathion-S-transferase

HDL : high density lipoprotein

HLA : human leukocyte antigen

HS : héparane sulfate

Hsp : heat shock protein

HSPG : heparan sulfate proteoglycanne
IFN-y : interferon gamma

IgG, IgM : immunoglobuline G, M

IL1,1IL2, IL3, IL4, IL5, IL6, ILS :
interleukine 1, 2, 3,4, 5, 6, 8

IP : inositol phosphate

IP1, IP2, IP3 : inositol mono-, di, tri-
phosphate

IP3-R : IP3 receptor

IPTG : isopropyl thio-galactoside
KLH : keyhole limpet hemocyanin

Lc : lymphocyte

LDL : low density lipoprotein

Lf : lactoferrine

LPS : lipopolysaccharide

MAP : mitogen activated protein
MDR : multidrug resistance

MeBmt : butenyl-N-dimethyl thréonine
MIP : macrophage inflammatory protein
MM : masse molaire

MPT : mitochondrial permeability transition
pore

NF-xB : nuclear factor of kB

TNF : tumor necrosing factor

TOR : target of rapamycin

TPR : tetratricopeptide

UBC : unfractionated blood cells

VIH : virus de I'immunodéficience acquise
VLDL : very low density lipoprotein

ZAP : zeta associated protein

Acides aminés :

A (Ala) : alanine

C (Cys) : cystéine

D (Asp) : acide aspartique
E (Glu) : acide glutamique
F (Phe) : phénylalanine
G (Gly) : glycine

H (His) : histidine

I (Ile) : isoleucine

K (Lys) : lysine

L (Leu) : leucine

M (Met) : méthionine
N (Asn) : asparagine

P (Pro) : proline

Q (GIn) : glutamine

R (Arg) : arginine

S (Ser) : sérine

T (Thr) : thréonine

V (Val) : valine

W (Trp) : tryptophane
Y (Tyr) : tyrosine
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Les cyclophilines (CyPs) constituent une famille de protéines ubiquitaires trés
conservées. Elles possédent une activité peptidylprolyl cis-trans isomérase (PPlase), et la
capacité & fixer spécifiquement la cyclosporine (CsA), molécule couramment utilisée en
clinique dans la prévention du rejet de greffe et dans le traitement de certaines maladies auto-
immunes. Toutefois, ces propriétés ne sont pas exclusives aux CyPs. En effet, une seconde
famille de protéines, les FKBPs (FK506 binding protein), possede les mémes propriétés
enzymatique et de fixation d’immunosuppresseurs. Cette derniére propriété a value aux CyPs

et aux FKBPs d’étre réunies sous le terme plus général d’immunophilines.

Chez I’Homme, les différentes isoformes de CyPs occupent tous les compartiments
cellulaires et extracellulaires. La CyPA est I’isoforme la plus abondante et la formation du
complexe CyPA/CsA est a l'origine de Iactivit¢ immunosuppressive du médicament.
Complexée a son récepteur intracellulaire, la CsA inhibe D’activité phosphatase de la
calcineurine, enzyme clé de ’activation des lymphocytes T auxiliaires. Au Laboratoire, une
autre isoforme a été isolée pour la premicre fois du lait humain puis caractérisée dans le
plasma. Cette protéine a ét¢ identifiée a la CyPB, isoforme déja décrite dans la littérature

comme résidente du réticulum endoplasmique.

En transplantation d'organe, la sensibilité a la CsA est un point crucial pour le maintien
de la greffe. Cependant, des variations interindividuelles de sensibilité au traitement sont
observées en clinique et in vitro. Ainsi, en raison de sa localisation plasmatique, la CyPB
pourrait intervenir dans ce phénomeéne en modifiant la disponibilité du médicament pour les

cellules sensibles.

Nos travaux ont donc consisté en I'étude de la fixation de la CyPB a la surface des
lymphocytes T et de son rdle potentiel dans l'activité immunosuppressive de la CsA. Nous
avons ainsi mis en évidence la fixation de la CyPB & la surface de cellules T de lignées
lymphoblastiques humaines. La CyPB se fixe spécifiquement & la surface de ces cellules par
I’intermédiaire de son extrémité N-terminale spécifique. Cependant, l'inhibition de la fixation
par le peptide N-terminal n'est pas totale, ce qui suggere l'intervention d'une seconde région de
la CyPB dans la fixation de la protéine a la surface des cellules. De plus, la protéine est
endocytée a 37°C mais la quantité internalisée ne représente que 20% du ligand fixé,
suggérant l'existence d'un second site membranaire non internalisé. Nous avons alors étudié la
nature et les propriétés des sites de fixation de la CyPB a la surface des lymphocytes

circulants. Par cytofluorimétrie en flux, nous avons montré que la CyPB se fixe
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spécifiquement sur les cellules CD3". La fixation de la protéine est hétérogéne et se distribue
entre les différentes sous-populations lymphocytaires avec une préférence pour les
lymphocytes T CD4". De plus, les lymphocytes activés fixent la CyPB avec une moins grande
capacité par rapport aux lymphocytes quiescents. Par l'utilisation de la [1251]—CyPB, nous
avons déterminé ses parameétres de fixation sur les lymphocytes T circulants. Ainsi, la
constante d'affinité de la CyPB pour ces récepteurs est similaire a celle déja mesurée avec les
cellules Jurkat et ne varie pas au cours de l'activation. Par contre, nous avons confirmé que le
nombre de site de fixation est trés variable selon les individus et diminue de moitié sur les

lymphocytes activés.

L'hétérogénéité interindividuelle de la fixation de la CyPB semble étre due a
l'expression variable des sites de fixation de la protéine a la surface des cellules. Nous avons
alors étudié la nature des sites de fixation pour la CyPB et caractérisé deux classes de
récepteurs membranaires de nature différente : des sites glycanniques sensibles a la force
ionique et des sites non glycanniques sensibles & pH acide. Apres avoir vérifié l'interaction de
la CyPB et du complexe CyPB/CsA avec I'héparine, nous avons montré que la protéine se fixe
en grande partie a la surface des cellules par l'intermédiaire des sites glycanniques sulfatés.
Ces sites représentent prés de 70% des sites totaux et reconnaissent le peptide N-terminal
basique de la CyPB. Par contre, les autres sites de fixation correspondent & des récepteurs de
nature protéique, et sont inhibés en présence de CsA. Alors que les sites glycanniques
n'interviennent pas dans l'endocytose de la protéine, les sites non glycanniques permettent
linternalisation du ligand, et induisent en présence de CyPB un influx calcique d’origine
membranaire. Toutefois, nous avons également montré que les sites glycanniques sulfatés
permettent la fixation du complexe CyPB/CsA. Une fois complexée a la membrane par

l'intermédiaire de la CyPB, la CsA est incorporée et s'accumule dans la cellule.

Nous avons alors étudié l'influence de la CyPB dans I'activité immunosuppressive de la
CsA. La CsA libre, molécule lipophile, pénétre dans toutes les cellules par simple diffusion.
Par contre, en présence de CyPB, nous avons observé que la CsA est ciblée préférentiellement
vers les lymphocytes, et que sa distribution entre les différents compartiments du sang est
modifiée. Ces résultats suggerent l'intervention d'un mécanisme spécifique d'internalisation de
la CsA complexée dans les lymphocytes T. De plus, nous avons montré que le complexe
CyPB/CsA présente une meilleure activité immunosuppressive que la CsA seule. Cette

amélioration peut s'expliquer par un ciblage du médicament vers les cellules fixant la CyPB.
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En effet, les cellules exprimant les récepteurs de la CyPB s'avérent étre plus sensibles a la
CsA complexée que les cellules ne fixant pas la protéine. De plus, lorsque les lymphocytes T
sont en mélange avec les autres cellules du sang, le complexe CyPB/CsA favorise toujours le
pouvoir anti-prolifératif du médicament. Enfin, nous avons constaté que I'hétérogénéité
interindividuelle de sensibilité a la CsA est fortement réduite lorsque les lymphocytes sont
traités avec le complexe CyPB/CsA, ce qui suggere que la CyPB joue un réle important dans
la sensibilité au médicament. Afin de savoir si les effets du complexe CyPB/CsA mesurés in
vitro correspondaient aux concentrations de CyPB chez les patients traités a la CsA, nous
avons dosé la CyPB dans le plasma de ces derniers. Ainsi, nous avons observé une
augmentation de la concentration en CyPB plasmatique chez ces individus. Ces taux plus
élevés de CyPB seraient favorables a la fixation du complexe sur les lymphocytes et a

l'activité immunosuppressive de la CsA complexée dans le sang total.

Ces différents travaux nous ont permis de mettre en évidence 1’existence de deux sites
de fixation pour la CyPB a la surface des lymphocytes T circulants. Ainsi, les sites non
glycanniques minoritaires permettent I'endocytose et la transduction du signal de la CyPB,
suggérant leur implication dans la fonction biologique de la protéine. Par sa capacité a se fixer
a l'héparine ainsi qu'a des sites membranaires de nature glycanniques sulfatée, la CyPB
pourrait étre considérée comme un nouveau membre de la famille des HBP (heparin binding
proteins). Ces sites glycanniques permettent le stockage de la protéine et du complexe
CyPB/CsA a la surface des lymphocytes T et par conséquent, le ciblage spécifique de la CsA
complexée vers ces cellules. De plus, ces interactions favorisent une meilleure activité
immunosuppressive de la CsA, suggérant que la CyPB circulante pourrait contribuer & une

meilleure efficacité du médicament.

Une partie de ces travaux a fait 1’objet des publications et communications suivantes :
PUBLICATIONS

Fabrice Allain, Agnés Denys and Geneviéve Spik. (1994) Characterization of surface
binding sites for cyclophilin B on a human tumor T-cell line. J. Biol. Chem. 269, 16537-
16540.

Fabrice Allain, Agnés Denys and Geneviéve Spik. (1996) Cyclophilin B mediates
cyclosporin A incorporation in human blood T-lymphocytes through the specific
binding of complexed drug to cell surface. Biochem. J. 317, 565-570.
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Christophe Mariller, Bernard Haendler, Fabrice Allain, Agnés Denys and Geneviéve
Spik. (1996) Involvement of the N-terminal part of cyclophilin B in the interaction with
specific Jurkat T-cell binding sites. Biochem. J. 317, 571-576.

Agnés Denys, Fabrice Allain, Brian Foxwell and Geneviéve Spik. (1997) Distribution of
cyclophilin B binding sites in the subsets of human peripheral blood lymphocytes.
Immunology 91, 609-617.

Agnés Denys, Fabrice Allain, Eric Masy, Jean-Paul Dessaint and Geneviéve Spik.
Enhancing effects of secreted cyclophilin B on immunosuppressive activity of
cyclosporin A. Transplantation (sous presse).

COMMUNICATIONS
- Orale

Agnés Denys, Fabrice Allain et Geneviéve Spik. Distribution du récepteur de la
Cyclophiline B a la surface des sous-populations lymphocytaires. Colloque ULB-Lille,
9 Janvier 1997, Bruxelles, Belgique.

- Par affiche

Fabrice Allain, Agnés Denys et Geneviéve Spik. Mise en évidence de sites de fixation
spécifiques de la Cyclophiline B a la surface d’une lignée lymphocytaire T humaine.
Colloque de Printemps de la Société Frangaise de Biochimie et de Biologie Moléculaire,
Regard sur les protéines, 7-10 Juin 1994, Marseille et XXI*™ Forum des Jeunes
Chercheurs en Biochimie et en Biologie Moléculaire, 5-8 Juillet, 1994, Reims, France.

Agnés Denys, Fabrice Allain et Geneviéve Spik. Fixation et endocytose du complexe
Cyclophiline B / Cyclosporine A dans les lymphocytes T. XXII™™ Forum des Jeunes
Chercheurs en Biochimie et en Biologie Moléculaire, 4-7 Juillet 1995, Grenoble,
France.

Christophe Mariller, Fabrice Allain, Agnés Denys et Geneviéve Spik. Caractérisation du
site d’interaction de la Cyclophiline B avec son récepteur. XXII*™ Forum des Jeunes
Chercheurs en Biochimie et en Biologie Moléculaire, 4-7 Juillet 1995, Grenoble,
France.

Fabrice Allain, Agnés Denys and Geneviéve Spik. Cyclophilin B binding to human
peripheral blood T lymphocytes mediated specific internalization of complexed
Cyclosporin A. 23rd Meeting of the Federation of European Biochemical Societies
(FEBS), 13-18 Aot 1995, Bile, Suisse.

Agnés Denys, Fabrice Allain et Genevieve Spik. Distribution du récepteur de la
Cyclophiline B & la surface des sous-populations lymphocytaires. XXIII™™ Forum des
Jeunes Chercheurs en Biochimie et en Biologie Moléculaire, 2-5 Juillet 1996, Poitiers,
France.
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Fabrice Allain, Agnés Denys, Christophe Mariller and Geneviéve Spik. The Cyclophilin B
receptor. Colloque Cyclophilin Structure and Function, 10-12 octobre 1996, Lille,
France.

Christophe Mariller, Mathieu Carpentier, Fabrice Allain, Bernard Haendler, Agnés
Denys and Geneviéve Spik. Cyclophilin B : secretion in human milk and interaction
with the lymphocyte receptor. Colloque Cyclophilin Structure and Function, 10-12
octobre 1996, Lille, France.

Une partie de ces travaux a été réalisée dans le cadre d’un contrat européen Biomed de
la CEE (n°BMHI1-CT93-1748) : Optimizing of cyclosporin immunosuppression : role of

the different cyclosporin receptor and CD28 activation pathway for activity and toxicity.
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Les immunophilines forment deux familles de protéines qui possédent une activité
peptidylprolyl cis-trans isomérase (PPlase). Ces PPlases sont des protéines ubiquitaires trés
conservées au cours de I'évolution avec une distribution phylogénétique divergente. Elles sont
retrouvées dans une large variété d’organismes procaryotes et eucaryotes. Chez les vertébrés,
ces protéines multifonctionnelles sont présentes et abondantes dans tous les tissus et dans tous
les types de cellules. Elles occupent la majorité des compartiments subcellulaires, sous forme

libre ou liée aux membranes.

Le repliement, 1’assemblage et le trafic de protéines dans la cellule sont régulés par des
PPlases. Ces enzymes accélérent le repliement de protéines in vitro ; elles ont la capacité a se
lier a2 des protéines et agissent comme chaperones. D’autres PPlases co-régulent des
complexes moléculaires incluant des heat shock protéines (hsp), des récepteurs a
glucocorticoides et des canaux ioniques. Des formes sécrétées de PPlases sont des agents

chimiotactiques et inflammatoires pour les monocytes, les éosinophilies et les basophiles.

Les immunosuppresseurs, CsA, FK506 et rapamycine se lient aux PPlases avec des
affinités variables d'ou le terme d'immunophiline. Ce critére de fixation a permis de classer les
immunophilines en deux familles de protéines : les cyclophilines (CyPs, CsA-binding

proteins) et les FKBPs (FK506-binding proteins) (Galat, 1993 ; Ryffel, 1993 ; Kay, 1996).

Au cours des chapitres suivants, nous décrirons les connaissances actuelles concernant
ces deux familles d'immunophilines, en nous limitant & la description structurale et

fonctionnelle de ces protéines chez les vertébrés.
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LES IMMUNOPHILINES

I- LES DIFFERENTES FAMILLES DES IMMUNOPHILINES

A- Les Cyclophilines

Chez les mammiferes, les masses moléculaires des cyclophilines vont de 18 a 150 kDa,
leur pHi est souvent basique excepté pour la CyP40 qui existe sous deux formes de pHi
acides. Les CyPs de mammiféres sont codées par des génes de localisation génomique
différente, contrairement aux cyclophilines cytosolique et mitochondriale de Neurospora

crassa qui dérivent d’'un méme géne et résultent d’un épissage alternatif (Tropschug et al.,

1988).

1- Les formes majeures

a. La Cyclophiline A

Handschumacher et al. (1984) ont purifié a partir de thymocytes de boeuf, la premiére
protéine fixant la CsA, nommée cyclophiline A (CyPA) et en ont déterminé la séquence N-
terminale. Sa séquence compléte en acides aminés et le clonage de son ADNc ont été décrits
chez plusieurs espéces (Harding ef al., 1986 ; Tropschug et al., 1988 ; Haendler et al., 1989).
Chez I’'Homme, la CyPA a été clonée a partir d'une banque d'ADNc de cellules de la lignée
lymphoblastique T Jurkat, ce qui a permis de déduire la séquence compléte de la protéine et
de caractériser l'existence d'une famille de génes homologues dans le génome humain
(Haendler et al., 1987). 1l existe au moins 20 génes épparentés, mais celui de la CyPA n'est
représenté que par une seule copie et posséde une structure formée de 5 exons et 4 introns
(Haendler & Hofer, 1990).

La CyPA a été identifiée comme étant une peptidyl-prolyl cis-trans isomérase (PPlase).
En effet, Fischer et al. ainsi que Takahashi et al (1989) ont montré une homologie de
séquence et une activité commune pour la fixation de la CsA entre la CyPA et la PPlase de 18
kDa précédemment isolée & partir de rein de porc par Fischer et al. (1984).

La CyPA de 165 résidus d'acides aminés est une protéine ubiquitaire, de 18 kDa. Elle est
présente sous deux isoformes de pHi 8,6 pour la forme majeure et 6,8 pour la forme mineure.

L’utilisation d'anticorps anti-CyPA avait permis, par immunofluorescence et par
microscopie €électronique, de localiser la CyPA dans le compartiment cytosolique, mais

également associée a la mitochondrie, au réticulum endoplasmique, a I’appareil de Golgi et &
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la membrane nucléaire (Sarris et al., 1992 ; McDonald et al., 1992 ; Azhderian ef al., 1993).
Des travaux plus récents indiquent cependant que les CyPs associées aux membranes
intracellulaires sont toutes de masse moléculaire supérieure a 18 kDa et correspondent a
d'autres isoformes. De plus, selon les travaux de Ryffel et al. (1991), la CyPA se trouve
également dans le noyau, contrairement aux travaux de McDonald er al. (1992) et de
Azhderian er al. (1993) qui ne détectent aucune trace de CyPA dans ce compartiment.
Toutefois, la CyPA présente de fortes homologies de séquence et des propriét€s semblables
avec une nucléase de 18 kDa, dépendante du calcium et impliquée dans 1'apoptose, la Nuc18
(Montague et al., 1994).

La CyPA a également été détectée dans le plasma par dosage ELISA, bien que son
ARNm ne code pas pour un peptide signal qui dirigerait la protéine vers l'espace
extracellulaire (Ryffel et al., 1991). Ces résultats ont été¢ depuis contredits par les travaux
d'Allain ez al. (1995) qui ont mis en évidence la présence de CyPB dans le plasma et non de
CyPA. Ces différentes localisations erronées de la CyPA peuvent s'expliquer par le manque de
spécificité des anticorps dirigés contre la CyPA, qui réagissent avec d'autres isoformes
formées d'un noyau commun avec la CyPA et présentes dans ces compartiments. Récemment,
la CyPA a été caractérisée par son activité PPlase dans les liquides synoviaux de patients
atteints de polyarthrite rhumatoide (Billich ef al., 1997). Cette localisation a été confirmée par
immunorévélation et par séquencage de son extrémité N-terminale. Par hybridation in situ, le
géne de la CyPA a été localisé au niveau de la bande 7p13 (Braaten et al., 1996a).

La CyPA est présente dans tous les tissus, a des concentrations variables et représente
0,1 a 0,4% des protéines cellulaires. Elle est particulierement abondante dans le cerveau, les
reins, les parotides et les cellules du sang (Ryffel ef al., 1991 ; Marks et al, 1991 ; Allain et
al., 1995). De plus, le taux de CyPA dépend de I'état de la cellule :

- Dans les fibroblastes de la lignée MRCS5, son expression augmente dans les cellules
qui proliférent et diminue dans les cellules transformées par le virus simien SV40 (Celis et al.,
1991).

- Les cellules en mitose et les cellules souches érythroides et myéloblastiques présentent
respectivement un taux de CyPA beaucoup plus important que les cellules quiescentes, les
érythrocytes et les granulocytes matures (Sarris ef al., 1992). De méme, les tissus néoplasiques
renferment un taux plus élevé que dans les tissus sains (Koletsky et al., 1986).

- Dans les lymphocytes stimulés par la concanavaline A, le taux d’ARNm de la CyPA

augmente. Cette augmentation est inhibée par 1’acide okadaique, inhibiteur spécifique des
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protéines phosphatases PP1 et PP2A, ce qui suggere que 1’expression de la CyPA est régulée
par ces deux enzymes (Richards ez al, 1992). Cette augmentation n'est pas retrouvée en cas
d'activation des lymphocytes T par les esters de phorbol ou la phytohémagglutinine (Haendler
et al, 1987).

- Aprés administration de CsA, la concentration cellulaire en CyPA augmente dans
chaque tissu examiné, a I’exception du cerveau (Sarris et al., 1992 ; McDonald et al., 1992).

La structure trés conservée de la CyPA fait que cette protéine génére difficilement des
anticorps. Cependant, certains auteurs ont montré la présence d’auto-anticorps dirigés contre
la CyPA dans le plasma d'individus atteints de lupus érythémateux et de la maladie de Lyme,
mais pas chez les individus sains ou atteints de polyarthrite rhumatoide ou de sclérose
systémique (Kratz ef al., 1992 ; Harigai et al., 1992). Ces auto-anticorps de classe IgG et IgM
n’inhibent pas I’activité PPlase de la CyPA, ce qui suggére qu’ils reconnaissent un épitope
différent du site catalytique. De plus, ils réagissent préférentiellement avec la forme dénaturée
de la protéine. Le mécanisme responsable de 1’apparition de ces auto-anticorps reste obscur.
Le mimétisme moléculaire a été proposé comme é€tant le mécanisme initial de 1’auto-
immunité. Le systtme immunitaire répondant & un épitope d’un micro-organisme qui infecte
'héte, reconnaitrait ce méme épitope, présent sur une protéine de 1’hdte. Ainsi, il a été montré
que les auto-anticorps liant la CyPA reconnaissent des antigénes d’un organisme étranger, le
Mpycobacterium Leprae (Kratz et al., 1992) et réagissent avec la PPlase de la levure (Harigai

et al., 1992), suggérant une possible réaction croisée.

b. La Cyclophiline B

Par cﬁblage de banques d’ADNc (de cellules Jurkat, de thymus humain et murin, de
cellules de foie) avec des sondes construites a partir de la séquence conservée des CyPs (Price
et al., 1991 ; Bergsma et al., 1991 ; Hasel et al., 1991) et par purification de la protéine dans
des liquides biologiques (Caroni ef al., 1991 ; Spik ef al., 1991), plusieurs auteurs ont décrit
une deuxieme CyP, la cyclophiline B (CyPB) distincte de la CyPA. La CyPB de 184 résidus
d'acides aminés est une protéine de 21 kDa avec un pHi supérieur & 9,5. Son ARNm de 1kb
code pour un peptide signal qui n'est pas retrouvé dans la protéine mature. Ce peptide permet
la translocation de la protéine dans les vésicules du réticulum endoplasmique et la voie de
sécrétion (Price et al, 1991 ; Spik et al, 1991 ; Caroni et al, 1991). La CyPB humaine
possede 65% d'homologies avec la CyPA mais se distingue par la présence d’extrémités N- et

C-terminales spécifiques.
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L'utilisation d'une sonde nucléotidique correspondant au domaine N-terminal spécifique
de la protéine a permis de localiser le géne de la CyPB humaine sur le chromosome 15 et de
montrer qu'il était représenté par une seule copie (Peddada et al., 1992).

La répartition tissulaire de la CyPB est ubiquitaire. Dans la plupart des tissus, le taux
d’ARNm codant pour la CyPB est 5 a 10 fois inférieur & celui de la CyPA (Bergsma et al.,
1991).

Par fractionnement subcellulaire, la CyPB a été exclusivement localisée dans le
réticulum endoplasmique et non retrouvée dans le cytosol (Hasel er al, 1991). Ces
observations sont en accord avec la présence d’un peptide signal. L’utilisation d’anticorps
anti-CyPB en microscopie de fluorescence a permis de préciser sa localisation subcellulaire.
Le signal obtenu est limité & certaines vésicules du réticulum endoplasmique (Arber et al.,
1992). Il montre que la CyPB est colocalisée avec la calréticuline (protéine fixant le Ca*")
dans des vésicules appelées calciosomes s’accumulant autour du noyau. Dans les plaquettes
activées, la CyPB est colocalisée avec la calréticuline dans le réseau tubulaire dense, lieu de
stockage du Ca?* de ces cellules. Dans les cellules des muscles striés, la CyPB est présente
dans les citernes terminales du réticulum sarcoplasmique avec la calséquestrine. Dans les
cellules adhérentes, la CyPB s’accumule avec la calréticuline dans les pseudopodes.

Toutefois, la CyPB ne contient ni la séquence KDEL, connue pour assurer la rétention
des protéines dans la voie de sécrétion (Munro & Pelham, 1987), ni de domaine
transmembranaire. Ce qui souléve la question du mode de rétention de la CyPB dans le
réticulum endoplasmique. Selon Arber et al. (1992) la CyPB est retenue par son extrémité C-
terminale VEKPFAIAKE dans les calciosomes. En effet, le remplacement de la séquence C-
terminale de la nexine, protéine habituellement sécrétée, par celle de la CyPB conduit & sa
colocalisation avec la CyPB endogéene (Arber ef al.,, 1992). Outre cette localisation dans les
vésicules dérivées du réticulum endoplasmique, la CyPB a été récemment décrite tout le long
de la voie de sécretion jusqu’a sa libération dans le milieu extracellulaire. De plus, la CsA
provoquerait le relarguage massif et rapide de la CyPB des fibroblastes vers le milieu
extracellulaire, ce qui suggere que l'immunosuppresseur entre en compétition avec les ligands
naturels de la CyPB, sans doute des protéines néosynthétisées en voie de sécrétion (Price et
al., 1994 ; Smith et al., 1995). Parall¢lement, Caroni et al. (1991) et Spik et al. (1991) ont
décrit respectivement des isoformes de CyPB sécrétées, la "s-cylophilin” de Poulet et la
SCYLP (secreted cyclophilin-like protein) isolée du lait de Femme. L’analyse comparée par

spectroscopie de masse révele que la CyPB sécrétée dans le lait humain présente une masse
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moléculaire plus faible que celle de la protéine recombinante. Cette différence s’explique par
I’absence des 5 acides aminés C-terminaux AIAKE. Ces résultats suggérent que la séquence
de rétention de la CyPB dans le réticulum endoplasmique peut se limiter a ces 5 acides aminés
(Mariller et al., 1996a). De plus, des anticorps spécifiques de la CyPB, dirigés contre ses
extrémités N- et C-terminales spécifiques, ont permis de doser cette isoforme dans le plasma

humain a une concentration moyenne de 150 + 80 ng/ml (Allain ef al., 1995).

¢. La Cyclophiline C

La CyPC a été clonée pour la premicre fois & partir d'une banque d'’ADNc de souris.
C'est une protéine de 212 résidus d’acides aminés avec une masse moléculaire de 23 kDa et
un pHi de 7,4. De part et d’autre de la région commune aux CyPs, la CyPC posseéde des
extrémités N- et C- terminales qui sont spécifiques. Comme pour la CyPB, la séquence N-
terminale de la CyPC déduite a partir de 'ADNc est riche en acides aminés hydrophobes
caractéristiques d’un peptide signal dirigeant la protéine vers le réticulum endoplasmique
(Friedman & Weissman, 1991).

La CyPC de souris a une distribution tissulaire restreinte. Son ARNm est exprimé
abondamment dans le rein, faiblement dans les cellules T, et semble absente des autres tissus
testés (Friedman & Weissman, 1991). Plus précisément, la CyPC murine est essentiellement
localisée au niveau des tubules proximaux, contrairement a la CyPA qui est distribuée en
quantité égale dans tout le néphron. Apres traitement a la CsA, ’expression de la CyPC est
augmentée, ce qui suggere que cette CyP peut intervenir dans les phénomeénes de
néphrotoxicité liés & ce médicament (Otsuka ef al., 1994).

La séquence de la CyPC humaine a été cribl€e a partir d'une banque d'ADNc de cellules
de rein. Elle est formée de 212 résidus d’acides aminés et partage 90% d’homologie avec son
homologue murine et respectivement 70% et 48% d’homologie avec la CyPB et la CyPA
humaine. Contrairement a la CyPC murine, la CyPC humaine est exprimée dans tous les tissus
testés mais en quantité moins importante que la CyPA, a un taux environ 10 fois inférieur. De
plus, son expression dans le rein est significativement moins élevée que dans le foie, le
poumon, le pancréas, le muscle et le coeur, ce qui est contradictoire avec le role proposé pour
la CyPC murine dans la néphrotoxicité. Par contre, elle est peu représentée dans le cerveau et

les cellules T Jurkat (Schneider et al., 1994).
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d. La Cyclophiline D

Le criblage de banques d'ADNCc issues de cellules de la lignée T Jurkat et d'hépatocytes
humains avec I’ADNc de la CyPA (hCypl) dans des conditions de faible stringence, a permis
de caractériser, en dehors de la CyPB (hCyp2), une troisiéme CyP nommeée hCyp3. Son
ARNm code pour une protéine de 207 acides aminés. La hCyp3 partage 76% et 62%
d’homologie de séquence respectivement avec la CyPA et la CyPB. Comme la CyPB, la
hCyp3 possede un peptide signal de 42 résidus d’acides aminés qui dirige la protéine vers des
structures membranaires intracellulaires. Elle est d’ailleurs retrouvée associée a des organites
intracellulaires aprés fractionnement cellulaire (Bergsma et al, 1991). Cependant, 1’analyse
par immunorévélation réveéle une forme prédominante de la hCyp3 avec une masse
moléculaire de 18 kDa, masse inférieure de 4 kDa a celle prédite & partir de I’ADNc (22 kDa).
Cette différence de masse s’explique par la perte des acides aminés du peptide signal situés a
I’extrémité N-terminale de la protéine. Cette CyP est exprimée dans tous les tissus testés a des
taux 50 & 100 fois inférieurs & ceux de la CyPA. Au cours de ’activation des lymphocytes T,
le taux d’expression de la hCyp3 n’est pas affectée comme celui de la CyPA et de la CyPB. Le
géne de la CyPD est également représenté en copie unique dans le génome humain (Bergsma
etal., 1991).

Une protéine d’environ 18 kDa et présentant une activité PPlase inhibée par la CsA a été
purifiée a partir de la matrice mitochondriale de cellules de coeur et de foie de rat. Le
séquencgage de I’extrémité N-terminale révéle de fortes homologies avec la hCyp3 (Connern &
Halestrap, 1992 ; Inoue et al., 1993). L’identification de la hCyp3 avec la CyPD a été
finalement confirmée par les travaux de Woodfield et al. (1997) qui ont cloné ’ADNc de la
CyPD de rat.

e. La Cyclophiline 40

Par chromatographie d’affinité sur colonne de CsA immobilisée, la CyP40 a été purifiée
pour la premicre fois a partir d’homogénat de cerveau de veau. C’est une protéine cytosolique,
représentée par 2 isoformes de pHi 5,3 et 5,5, différents des pHi basiques de la CyPA (Kieffer
et al, 1992). La CyP40 humaine a été clonée a partir d’une banque d’ADNc de cellules
pancréatiques. Le domaine N-terminal de la CyP40 présente 64% d’homologie avec la CyPA
et possede une activité PPlase inhibée par la CsA, tandis que le domaine C-terminal partage

30 % d’homologie avec la p59 (ou FKBP52), constituant du complexe récepteur
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hétérooligomérique des stéroides (Kieffer et al., 1993). Le géne de la CyP40 se situe sur le
chromosome 4 et a une structure formée de 10 exons et 9 introns. L ’organisation des exons
codant pour la région homologue aux CyPs, n’est pas similaire & celle du géne de la CyPA,
suggérant une divergence précoce dans 1’évolution (Yokoi et al, 1996 ; Ratajczak et al,
1997).

La CyP40 et la FKBP52 contiennent toutes les deux dans leurs domaines C-terminaux
trois unités répétées de tétratricopeptides (TPR) suivis d’un site potentiel de fixation pour la
calmoduline (Ratajczak et al., 1993). Ces deux protéines se lient a la hsp90, autre constituant
de la forme inactive des récepteurs des stéroides, par leur domaine commun TPR C-terminal.
Cette liaison n’est pas affectée en présence de CsA qui se fixe dans le site catalytique du
domaine CyP N-terminal non impliqué dans la liaison avec la hsp90 (Hoffman &
Handschumacher, 1995 ; Ratajczak & Carrello, 1996).

Comme les autres isoformes de CyPs, la CyP40 présente une localisation tissulaire

ubiquitaire.

2- Les formes mineures

Outre les cing CyPs majeures, d'autres protéines ont été décrites de fagcon ponctuelle

comme ayant des homologies et des propriétés communes avec les CyPs.

a. La Cyclophiline 33

Une nouvelle CyP nucléaire a été clonée a partir d'une banque de cellules T Jurkat. Cette
CyP de 33 kDa (CyP33) est formée de deux domaines fonctionnels :

- un domaine N-terminal, typique de protéines se fixant 4 'ARN,

- un domaine PPlase en position C-terminale présentant 40% d’homologie avec la
CyPA.

Par immunorévélation, aprés fractionnement cellulaire, la CyP33 est retrouvée
uniquement dans les fractions nucléaires soluble et membranaire. Dans la cellule, la CyP33 est
représentée sous deux isoformes de 30 et 33 kDa. Seule l'isoforme de 33 kDa se fixe a I'ARN,

avec une préférence pour les résidus adénine et uridine (Mi et al., 1996).

b. Les autres Cyclophilines sécrétées
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D'autres CyPs sécrétées ont été caractérisées par homologie de séquence avec des CyPs
connues.

Les fibroblastes 3T3 activés par le bFGF (basic Fibroblast Growth Factor) ou EGF
(Epidermal Growth Factor) synthétisent et sécrétent en grande quantité 5 protéines appelées
SIPs (superinducible proteins). Parmi ces protéines, on distingue la SIP12,5 et la SIP24,
respectivement identifiées comme étant la B2-microglobuline et une protéine présentant des
homologies avec les CyPs. La séquence en acides aminés de 3 peptides issus de la SIP24
réveéle une homologie significative avec la CyPA. De plus, la SIP24 est N-glycosylée et
contient un ou plusieurs ponts disulfures intramoléculaires (Davis et al., 1991).

Au cours de la purification de facteurs chimiotactiles pour les éosinophiles et synthétisés
par I’utérus en réponse aux oestrogénes, Xu et al. (1992) ont isolé une protéine présentant une
séquence N-terminale de 15 acides aminés identiques a celle de la CyPA de rat. Parallélement,
Sherry et al. (1992) ont purifi€¢ une protéine de 18 kDa, la spl18 (secreted protein) a partir du
milieu de culture de macrophages murins stimulés in vitro par des lipopolysaccharides (LPS).
L’analyse de la séquence N-terminale de la protéine et de fragments trypsiques révéla que la
sp18 et la CyPA partagent de fortes homologies, bien que la CyPA ne posséde pas de peptide

signal de sécrétion.

c¢. Les Cyclophilines membranaires
o - Le récepteur NK-TR des cellules NK

Un récepteur de reconnaissance des tumeurs exprimé par les cellules NK (Natural
Killer) a été identifié par réaction avec un antisérum anti-idiotype dirigé contre un anticorps
monoclonal reconnaissant les cibles des cellules NK. Cet anticorps monoclonal empéche la
mort des cellules tumorales induite par les cellules NK (Frey et al, 1991). L’anti-idiotype
reconnait des protéines de 80 et 150 kDa a la surface des cellules NK. Ces deux molécules
sont impliquées dans la reconnaissance des cellules tumorales et sont couplées a la voie
cytolytique. Anderson et al. (1993) ont ainsi nommeé la protéine de 150 kDa NK-TR (Natural
Killer Cell Tumour Recognition) en référence a son role présumé.

Le NK-TR a été cloné chez I’Homme et la souris. Il s'agit d'une protéine de 1403 acides
aminés (MM=158 kDa) chez I'Homme et de 1460 acides aminés (MM=160 kDa) chez la
souris. Les deux formes présentent 80% d’homologie de séquence. Le NK-TR est non

glycosylé et est composé de plusieurs domaines distincts (Anderson et al., 1993) :
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- un domaine N-terminal hydrophobe transmembranaire,

- un domaine en position N-terminale homologue aux CyPs (50% d’homologie de
séquence) et possédant une activité PPlase (Rinfret e al., 1994)

- trois domaines riches en résidus sérine et arginine (domaines RS) retrouvés
habituellement dans des protéines impliquées dans I’épissage d’ ARNm,

- trois domaines homologues a la Nopp140, une phosphoprotéine nucléolaire de 140
kDa.

Le gene du NK-TR est représenté en copie unique dans le génome (Rinfret & Anderson,
1993 ; Simons-Evelyn et al., 1997). Son ARNm est spécifiquement exprimé dans les cellules
NK, il n’est pas présent dans les lymphocytes B, monocytes, plaquettes, thymocytes et la
majorité de lymphocytes T (Anderson et al., 1993).

Rinfret & Anderson (1993) ont décrit deux épissages alternatifs indépendants pour
I’ARNm transcript & partir du géne du NK-TR. En effet, trois protéines peuvent é&tre
exprimées a partir de cet ARNm :

- une forme compléte du NK-TR,

- une forme tronquée ne comprenant que le domaine transmembranaire et les 2/3 du
domaine CyP,

-une forme délétée des 25 acides aminés adjacents au premier domaine chargé
positivement.

L’interleukine 2 (IL2) est un puissant activateur de ’activité cytolytique des cellules NK
et génére une population de cellules capables de lyser les cellules résistantes aux cellules NK,
ainsi que les cellules cancéreuses. Au cours de I’activation des cellules NK par I’'IL2, on
observe une baisse de I’épissage conduisant a la forme tronquée du NK-TR, résultant en une
nette augmentation de la production de la forme compléte du NK-TR. La forme délétée de 25
acides aminés ne semble pas étre sensible a I’IL2 (Rinfret & Anderson, 1993).

Récemment, Ortaldo et al. (1997) ont démontré que le NK-TR est nécessaire 2 la lyse
indépendante du complexe majeur d'histocompatibilit¢ (CMH) des cellules cancéreures et des
cellules infectées par un virus. De plus, une sous-population de lymphocytes T est caractérisée
par une activité cytotoxique indépendante du TCR, appelée activité NK-like. Par I'utilisation
de sondes anti-sens du géne nk-tr, l'activité cytotoxique de ces lymphocytes est abolie, ce qui
suggere que la protéine NK-TR est associée a cette activité NK-like (Chambers ef al., 1994).

Récemment, Giardina et al. (1996) ont confirmé l'expression du NK-TR dans les

cellules NK, mais ils ont également détécté cette protéine dans les monocytes activés et les
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cellules de la lignée HL-60. Cette isoforme semble étre impliquée dans la différenciation des
monocytes. En effet, les monocytes stimulés par les LPS et I’interféron y (IFNy) montrent un
taux intracellulaire en protéine NK-TR plus important par rapport aux monocytes non activés.
De méme, le taux d’expression de NK-TR augmente consécutivement avec la différenciation
des cellules HL-60 par le diméthyl sulfoxyde (DMSO) et le phorbol myristate acetate (PMA).
La transfection d'anti-sens NK-TR dans les cellules HL-60 abolit leur différentiation par le

DMSO, ce qui suggere que le NK-TR joue un role dans la différentiation des monocytes.

B - La RS-cyclophiline

Par la méthode du double hybride dans la levure, une nouvelle CyP de 89 kDa a été
isolée a partir d'une banque d'ADNc de cellules T de souris. Elle est formée d'un domaine N-
terminal homologue aux CyPs, de deux domaines Nopp140 et d'un large domaine RS. Cette
protéine partage 39% d’homologie avec le NK-TR décrit par Anderson ef al. (1993), alors que
70% des acides aminés sont identiques dans le domaine CyP. Malgré de faibles homologies
dans la portion non-CyP de ces molécules, il y a toutefois conservation du type et de la
localisation relative des différents domaines. La RS-CyP est présente a des taux similaires
dans le poumon, foie, rein, intestin, testicule et cerveau. Elle est également présente dans les
lymphocytes T, B et monocytes, mais pas dans les cellules NK, ce qui pourrait s'expliquer par
la présence du NK-TR dans ces cellules (Nestel e al., 1996).

Y - Le produit du géne Nina A

Le géne NinaA de Drosophila melanogaster code pour une protéine de 237 acides
aminés qui partage 42% d'’homologie de séquence avec la CyPA humaine. Les mutations
afféctant ce géne réduisent considérablement le taux de rhodopsine dans les cellules
photoréceptrices (Schneuwsly et al., 1989 ; Shieh et al., 1989).

La protéine Nina A est une protéine membranaire intégrale avec une séquence signal
hydrophobe N-terminale clivable permettant sa translocation vers le réticulum endoplasmique
et une séquence C-terminale hydrophobe conduisant a son ancrage dans la membrane. Nina A
est une N-glycoprotéine dont la majorité de la molécule contenant le domaine CyP est dirigée
dans la lumiere du réticulum endoplasmique. Elle comporte également une courte queue

cytosolique de sept acides aminés. Le géne nina A4 est exprimé exclusivement dans les cellules
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photoréceptrices. Nina A est indispensable 4 la stabilité et au transport des rhodopsines Rh1 et
Rh2 dans le photorécepteur R1-R6 de la drosophile.

Par immunorévélation avec des anticorps spécifiques de NinaA, une protéine de 30 kDa
a été caractérisée dans la fraction membranaire isolée du cortex cérébral et de la rétine de
boeuf. Cette protéine est abondante et présente une spécificité tissulaire. Bien que similaire a
Nina A et associée aux membranes, elle ne posseéde cependant pas de point d'ancrage
membranaire (Stamnes ef al., 1991).

Les caractéristiques structurales des principales CyPs des Vertébrés sont résumées dans
le Tableau I p36. La comparaison de leur structure et les homologies des 4 isoformes majeures

sont représentées dans les Figures 1 p30 et 2 p37.

B- Les FKBPs

Les masses moléculaires des différentes FKBPs vont de 12 a 63 kDa et leur pHi est
basique pour la majorité des FKBPs eucaryotes. Comme les CyPs, les FKBPs sont codées par
des génes distincts. Chez les mammiferes, au moins cinq membres de la famille des FKBPs
ont été purifiés et caractérisés. La FKBP12, la FKBP12A et la FKBP13 contiennent seulement
le domaine basique des FKBPs, alors que la FKBP25 et la FKBP52 possédent un ou plusieurs
domaines FKBP (Callebaut et al., 1992 ; Kay, 1996).

1- Les formes majeures

a. La FKBPI2

Le premier récepteur pour les agents immunosuppresseurs FK506 et rapamycine a été
identifié chez 'Homme comme une protéine distincte de la CyPA (Siekierka et al, 1989a).
Tout comme les différentes CyPs, cette protéine posséde une activité PPlase (Siekierka et al.,
1989b ; Harding er al., 1989). C'est une protéine de 108 acides aminés avec un pHi de 8,9 et
une masse moléculaire de 11,8 kDa, d'ou le terme de hFKBP12 (Maki et al, 1990). Sa
séquence peptidique ne présente aucune similitude avec celle des CyPs. Le géne codant pour
la hFKBP12 est représenté en copie unique sur le chromosome 20 et est situé au niveau de la
bande p13 (DiLella, 1991 ; DiLella ef al,, 1992). Il est composé de 5 exons et s’étend sur 25
kb, distance considérable pour une protéine dont le séquence codante nécessite 0,3 kb

(DiLella & Craig, 1991 ; Peattie et al., 1994).
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Figure 1 : Homologies de séquence entre les cyclophilines humaines majeures:
CyPA (Harding et al., 1986) ; CypB (Spik et al., 1991)
CyPC (Schneider et al., 1994) ; CyPD (Bergsma et al., 1992)
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La FKBPI12 est une protéine abondante et représente jusqu’a 0,4% des protéines
cytoplasmiques totales dans les cellules Jurkat (Siekierka ef al., 1989a). Elle n’est pas limitée
aux cellules lymphoides. Elle est présente dans le cytoplasme de toutes les cellules de
mammiféres étudiés, avec exceptionnellement des taux d’expression trés élevés dans des
régions spécifiques du cerveau, et a de trés faibles concentrations dans les érythrocytes.
(Harding et al., 1989 ; Siekierka er al., 1990 ; Maki et al., 1990 ; Steiner et al., 1992 ; Peattie
et al., 1994). La FKBP12 est exprimée dans tous les tissus et dans tous les types cellulaires.
De méme, des homologues de la FKBP12 ont été¢ décrits dans d’autres espéces trés
différentes. Elles présentent de fortes homologies de séquence entre elles, montrant ainsi sa
conservation au cours de 1’évolution (Kay, 1996).

Bien que chez les mammiferes, la majorité de la FKBP12 se trouve sous forme libre
dans le cytoplasme, une faible proportion est associée avec d’autres protéines dans la fraction
membranaire (Jayaraman et al., 1992 ; Cameron et al., 1995a ; Wang et al., 1994) ou sécrétée

dans le milieu extracellulaire (Bang et al., 1995 ; Shirakata et al.., 1995).

b.La FKBPI3

La FKBP13 a été purifiée pour la premiére fois a partir de thymus bovin sur une colonne
de rapamycine (Jin ef al., 1991). L'ADNc de la FKBP13 code pour une protéine de 141 acides
aminés contenant une séquence signal N-terminale de 21 acides aminés hydrophobes. La
protéine mature de 120 acides aminés a une masse moléculaire de 13,2 kDa.

La séquence signal dirige la FKBP13 vers le réticulum endoplasmique. Cependant,
aucune FKBP13 n’a été retrouvée sécrétée de la cellule. En effet, le tétrapeptide RTEL en
position C-terminale suivant le domaine FKBP est suffisamment homologue a la séquence
KDEL pour permettre sa rétention dans la lumiére du compartiment pré-golgien du réticulum
endoplasmique (Nigam et al., 1993 ; Bush et al., 1994). L’addition de FK506 n’a aucun effet
sur la distribution de 1a FKBP13 entre les compartiments cellulaires.

Le gene de la FKBP13 composé de 6 exons est situé en copie unique sur le chromosome
humain 11 (DiLella et al., 1992 ; Hendrickson et al., 1993). Ainsi le transcrit primaire est
épissé pour donner un ARNm de 0,6 kb (Jin ez al., 1991).

Comme la FKBP12, 1a FKBP13 est largement exprimée dans tous les tissus étudié€s de
mammiféres. Bien que normalement exprimée a un taux inférieur & celui de la FKBP12, elle
peut étre prédominante dans certaines cellules comme les mastocytes spécialisés dans la

sécrétion de protéines et riche en réticulum endoplasmique (Hultsch ef al., 1991).
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¢. La FKBP25

La FKBP25 a été identifiée pour la premiére fois & partir de cellules T humaines et de
thymus de veau par sa capacité a étre plus retenue sur une colonne de rapamycine que de
FK506. Elle a alors été purifiée a partir d’homogénats de cerveau, thymus et rate de boeuf
puis partiellement séquencée (Galat et al, 1992). L’homologue humaine, hFKBP25, a été
isolée a partir d’une banque d'ADNc et entiérement séquencée (Jin er al. 1992 ; Hung &
Schreiber, 1992 ; Wiederrecht et al., 1992). La localisation chromosomique du géne de la
hFKBP25 n’a pas encore été décrite. Aprés épissage alternatif, I’ARNm fait 1,8 kb.

La FKBP25 migre en électrophorése comme une protéine de 30 kDa, mais sa masse
moléculaire calculée a partir de 'ADNc est de 25,2 kDa. Elle est composée de 215 résidus
d’acides aminés. Le domaine hydrophile N-terminal a une structure en hélice-o.. Le domaine
FKBP C-terminal différe des autres FKBPs par la présence de séquences polylysines. En effet,
la FKBP25 possede dans son domaine FKBP le motif KK (X);KK(X),sKKKK. Celui-ci peut
servir comme signal potentiel a une localisation nucléaire, unique & ce membre de la famille
des FKBPs (Galat et al., 1992 ; Wiederrecht et al., 1992). De plus, les cinq motifs KXXK
présents dans le domaine N-terminal et la premiére section du domaine FKBP peut également
contribuer a cette localisation (Jin ef al, 1992). Cette prédiction est confirmée par la
démonstration que la FKBP25 est principalement localisée dans la fraction nucléaire des
cellules T humaines et murines (Riviére ef al., 1993 ; Jin & Burakoff, 1993). Contrairement a
la FKBP12, la FKBP25 se lie fortement & une colonne d'’ADN-cellulose, et le domaine N-
terminal forme un motif hélice-boucle-hélice amphipathique qui peut étre responsable de cette
affinité vis-a-vis de ’ADN (Riviére ef al.,, 1993). Ainsi, la nécessité de fortes concentrations
en sels pour extraire la FKBP25 des tissus est compatible avec une association physiologique
avec ’ADN. La FKBP25 de mammifére contient également des séquences consensus pour
une phosphorylation par la caséine kinase II, protéine kinase présente a la fois dans le noyau et
le cytoplasme. La caséine kinase est transloquée du cytoplasme vers le noyau lors de
I’activation cellulaire. Elle peut phosphoryler une variété de substrats cytoplasmiques et
nucléaires, telle que la nucléoline, phosphoprotéine nucléaire de 100 kDa impliquée dans la

régulation de la biogénése du ribosome (Galat ef al,, 1992 ; Jin & Burakoff, 1993).
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d. La FKBP52

La FKBP52, identifiée comme partenaire de la hsp90, libre ou associée au récepteur
stéroidien (Tai et al., 1986 ; Renoir ef al., 1990), est une protéine a multidomaine FKBP,
également appelée pS9, FKBP59, HBI ou encore Hsp56 (Pratt & Toft, 1997. L’existence
d’une PPlase de haute masse moléculaire dans les cellules T humaines a été révélée pour la
premicre fois par sa rétention sur une colonne d’affinité pour le FK506 et la rapamycine. La
FKBP52 a été identifiée & une protéine déja décrite faisant partie des complexes récepteurs
libres de glucocorticoides, androgene, oeétrogéne et progestérone dans plusieurs tissus de
mammiféres (Tai ef al., 1986 ; Yem et al., 1992 ; Lebeau ef al., 1992 ; Tai et al, 1992). Le
géne de la FKBP52 humaine code pour une protéine de 459 acides aminés (Peattie e al.,
1992). La FKBP52 contient 3 domaines FKBP séparés par de courtes séquences hydrophobes
(Callebaut et al., 1992). Seul le premier domaine FKBP fixe le FK506 (Chambraud et al.
1993 ; Renoir et al., 1994). Le troisiéme domaine FKBP est prolongé par trois TPR. Ces trois
motifs TPR nécessaires a la fixation de la hsp90 (Radany! et al., 1994) sont organisés en deux
courtes hélices-a amphipathiques (Ratajczak et al., 1993). Du c6té C-terminal, il existe une
séquence consensus liant la calmoduline (Massol ez al., 1992). La FKBP52 est phosphorylée
dans la cellule, et existe sous plusieures isoformes avec différents pHi (Sanchez e al., 1990 ;
Tai et al., 1992). Toutes ces isoformes fixent le FK506 (Ruff ez al., 1992). Cependant, il n’est
pas encore décrit si ces différents états de phosphorylation sont corrélés avec les complexes de
protéines associées & la FKBP52 ou avec sa localisation intracellulaire.

Par immunofluorescence, la FKBP52 est retrouvée en majorité dans le noyau,
localisation différente & la hsp90 trés majoritairement cytoplasmique, alors que les récepteurs
stéroides sont nucléaires (Pratt & Toft, 1997). Toutefois, une minorité est colocalisée avec les
microtubules dans le cytoplasme, de méme qu’une fraction de hsp90 (Gasc et al., 1990 ; Czar
et al., 1994). En présence de FK506, la localisation de la FKBP52 n’est pas modifiée (Perrot-
Applanat et al., 1995). Une tres faible fraction de FKBP52 est trouvée libre dans les cellules
alors que la majorité existe sous une forme complexée au récepteur des hormones stéroides
constitué de la hsp90, hsp70 et d’autres protéines nécessaires pour maintenir le récepteur dans
une conformation correcte a la fixation du stéroide (Pratt & Toft, 1997). La FKBP52 et la
CyP40 ne sont jamais retrouvées simultanément associées aux récepteurs des stéroides
(Renoir et al., 1995 ; Owens-Grillo, 1995). Elles ont cependant une action complémentaire

probablement dans le trafic de ces récepteurs (Czar et al., 1995).
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La FKBP52, traduite & partir d’un ARNm de 2,4 kb, est largement exprimée dans les
tissus humains et spécialement dans les tissus répondant aux hormones stéroides (Peattie et

al., 1992 ; Ruff e al, 1992).

2- Les formes mineures

a. La FKBP124
Une isoforme de la FKBP12 cytoplasmique, la FKBP12A a été identifiée dans le
cerveau humain et bovin (Arakawa et al.,, 1994 ; Sewell ef al., 1994). Bien que la FKBP12A
contienne le méme nombre d’acides aminés que la FKBP12, ces deux protéines migrent
différemment en électrophorése et la masse moléculaire calculée de la FKBP12A est
légerement inférieure. La séquence d’acides aminés de la FKBP12A humaine présente 83%
d’homologie avec la FKBP12. La protéine est abondante dans le cerveau, mais son ARNm est

détectable dans tous les autres tissus examinés.

b. La FKBP12,6

Récemment une nouvelle protéine, la FKBP12,6 a été purifi€e, séquencée et caractérisée
biochimiquement (Sewell e al., 1994) puis clonée (Lam ef al, 1995). Son ARNm est présent
dans tous les tissus testés, avec un taux d’expression €levé dans le cerveau et le thymus et un
faible taux dans la rate et dans les lymphocytes circulants. La FKBP12 et la FKBP12,6
présentent des affinités égales pour le FK506 et inhibent la calcineurine de maniére
équivalente. Malgré leur forte homologie de séquence et leur répartition tissulaire identique,
elles présentent une spécificité différente vis a vis des isoformes du récepteur a ryanodine
(RyR). En effet, la FKBP12,6 se fixe spécifiquement & I’isoforme RyR-2 du muscle cardiaque,
alors que la FKBP12 se fixe a I’isoforme RyR-1 du muscle squelettique (Lam et al., 1995).

c. Les FKBP 51 et 54
Ces deux FKBPs, distinctes de la FKBP52, ont été décrites comme faisant partie des
hétérocomplexes récepteurs & hormones stéroidiennes. La FKBP54 a été décrite dans le Poulet
et chez ’Homme (Smith ez al., 1993) et la FKBP51 comme une nouvelle FKBP spécifique
des cellules T (Baughman et al, 1995). La FKBP51 présente 65% d'homologie avec la
FKBP52, elles se distinguent de part leur localisation. Il existerait une redondance d'activité

entre les FKBP51 et 52, mais avec une spécificité tissulaire (Nair ef al., 1997).
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d. La FKBP65

Un géne codant pour une protéine de 65 kDa a été identifié chez la souris. La protéine
partage 46% d’homologie avec la FKBP12, 43% avec la FKBP13, 25% avec la FKBP25 et
26% avec la FKBP52. La FKBP65 contient 4 domaines FKBPs. L'ADNc code pour une
protéine possédant une région trés hydrophobe en position N-terminale, suggérant I'existence
d'un peptide signal. Ainsi, la masse prédite de la protéine mature est de 60 kDa. Cependant par
immunorévélation a l'aide d'anticorps polyclonaux, deux protéines de 68 et 72 kDa ont été
révélées. Ces différences de masse s'expliquent par la glycosylation des deux formes et la
phosphorylation supplémentaire de la forme de 72 kDa.

L’analyse en Northern blot révele la présence d’ARNm de la FKBP65 dans les
poumons, la rate, le coeur, le cerveau et les testicules (Coss et al., 1996).

Les caractéristiques structurales des 4 isoformes majeures des FKBPs chez les Vertébrés

sont résumées dans le Tableau II p36 et dans la Figure 2 p37.

II- LES PROPRIETES COMMUNES DES IMMUNOPHILINES

A- Activité Peptidyl Prolyl Cis-Trans Isomerase

Durant la synthese protéique, les liaisons peptidiques impliquant un résidu proline sont
en conformation frans, alors que dans la structure tridimensionnelle, 15% de ces liaisons sont
retrouvés sous la conformation cis. Les enzymes possédant une activité peptidyl prolyl cis-
trans isomerase (PPlase) pourraient catalyser cette interconversion (Figure 3). En effet, il a été
montré in vitro que les PPlases accélérent l'isomérisation cis-frans de peptides de synthése
(Fisher et al., 1989). In vivo, seule la CyP Nina A est directement impliquée dans la mise en
conformation de protéines (Shieh et al., 1989).

L’isomérisation cis-trans de la liaison peptidyl prolyl a été identidiée comme étant une
étape lente dans le repliement des protéines, suggérant que les PPlases doivent jouer un rdle
important dans la catalyse de ce processus.

Cependant, 1’inhibition de cette activité enzymatique, par des analogues de CsA et de FK506
non-immunosuppresseurs, semble avoir peu d’effet sur la survie et la croissance de cellules de

mammifere (Bierer ef al.,, 1990a ; Sigal et al., 1991 ; Dumont et al., 1992).
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Tableau I : Les cyclophilines chez les Vertébrés

MMwa  Naa Localisation cellulaire Références
CyPA 18 165 cytoplasme Handschumacher ef al., 1984
liquides biologiques Billich et al., 1997
réticulum endoplasmique Price ef al., 1991
CyPB 21 184 oo . . .
liquides biologiques Spik et al., 1991
Allain et al,, 1995
CyPC 23 212 réticulum endoplasmique  Friedman & Weissman, 1991
CyPD 18 164 mitochondrie Bergsma et al., 1991
CyP40 40 370 cytoplasme Kieffer et al., 1992
NK-TR 158 1403 membranaire Anderson et al., 1993
Tableau II : Les FKBPs chez les Vertébrés
MMoa N.a Localisation cellulaire Références
FKBP12 12 108 cytoplasme Siekierka et al., 1989a
FKBP13 13 120 réticulum endoplasmique  Jin et al., 1991
FKBP25 25 215 noyau Wiederrecht et al., 1992
FKBP52 52 459 noyau, cytoplasme ~ Teattie ef al., 1992

Lebeau et al., 1992
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Figure 2 : Comparaison structurale des différentes immunophilines chez les Vertébrés.
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De méme, les CyPs et les FKBPs ne sont pas indispensables a la viabilité des
organismes inférieures. En effet, la délétion ou des mutations défectueuses des génes codant
pour CYP1 et CYP2 (homologues de la CyPA et la CyPB) et pour FKBP1 (homologue de la
FKBP12) chez la levure n'affectent pas la viabilité des cellules (Koser ez al., 1991 ; Tropschug
et al, 1989 ; Koltin et al,, 1991 ; Heitman et al., 1991).

Cependant, en cas de stress, le taux de la CYP1 est multiplié par deux a trois, ce qui
peut s'expliquer par la présence dans le promoteur du géne de cette CyP d'une séquence
consensus de réponse au stress, comme chez les hsp(s). De plus, les mutants CYPI- et CYP2-
sont sensibles aux chocs de température, ce qui suppose que ces protéines ont un rble de hsp
chez la levure (Sykes ef al., 1993). Il semblerait qu'il n'en soit pas de méme pour les FKBPs.
Dans des conditions de stress, I'expression de la FKBP1 n'est pas affectée et les levures
déficientes en trois isoformes de FKBPs (les homologues de la FKBP12, FKBP13 des
mammiféres et la FKBP46 de la levure) survivent et se développent & des températures
élevées, aussi bien que dans des conditions normales (Benton et al., 1994).

Ces protéines universelles, abondantes, trés conservées mais ne servant apparemment a

aucune fonction essentielle, présentent un paradoxe intriguant.

C0-P;
0 PPlase O )
S = SR
P, / P
CO-P,
Cis Trans

Figure 3 : Isomerisation cis-frans de la liaison proly!l

L’activit¢ PPlase est couramment mesurée par la méthode de spectrophotométrie,
développée par Fischer er al. (1984). Cette méthode est basée sur la capacité de I’a-
chymotrypsine a libérer le p-nitroaniline de peptides tels que le succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-p-
nitroaniline (succ. AAPF.pNA) uniquement si la liaison du co6té N-terminal du résidu de

proline est en conformation frams. L’addition d’a-chymotrypsine cause une trés rapide
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libération de p-nitroaniline proportionnelle a la quantité¢ de conformation frans, suivie par une
lente libération due a l'isomérisation spontanée en l'isomeére trans. Les PPlases augmentent la
vitesse de cette isomérisation et accélérent ainsi la seconde étape lente de la réaction.

Le succ. AAPF.pNA est le peptide synthétique le plus couramment utilisé pour la mesure
de I’activité PPlase des CyPs, alors que les PPlases de la famille des FKBPs et des parvulines
ont une préférence pour des substrats ayant un résidu hydrophobe leucine ou phénylalanine
précédent la proline, tels que le succ. ALPF.pNA ou le succ. AFPF.pNA.

D’autres approches ont été développées pour mesurer ’activité PPlase, tels que le
recouvrement de l'activité de la RNase T1 (Fischer & Bang, 1985), la résonance magnétique

nucléaire (RMN) et des méthodes de fluorimétrie.

B- Récepteurs des immunosuppresseurs

En dehors de leur activité PPlase commune, les immunophilines possédent la propriété

de fixer des immunosuppresseurs, propres a chaque famille.
1-Ta CsA

La CsA a été isolée en 1969 par les Laboratoires Sandoz a partir d’une souche de
champignon inférieur, le Tolypoclatum inflatum (Borel et al., 1976). Actuellement, elle est
surtout produite comme métabolite secondaire par Cylindrocarpon lucidum et Trichoderma
polysporum. 1l a été dénombré au moins 25 composés naturels de cette molécule (Von
Wartburg & Traber, 1986) mais seule la CsA est couramment utilisée pour ses propriétés
pharmaceutiques.

La CsA est un peptide cyclique composé de onze acides aminés en majorité trés
hydrophobes. La molécule est composée d’une 4R-4[E-2-butenyl]-4-N-diméthyl-L-thréonine
(MeBmt-1), d’un amino-butyrique (Abu-2), d’une sarcosine (Sar-3), de quatre N-methyl-
leucines (MeLeu-4, -6, -9, -10), d’une valine (Val-5), de deux alanines (Ala-7 et D-Ala-8) et
d’une L-methyl-valine (MeVal-11) (Figure 4). Parmi les analogues de la CsA, la CsG, ou
Nva-2-CsA (CsA substituée en 2 par la norvaline), et la CsH, ou D-MeVal-11-CsA (CsA
substituée en 11 par 1'épimére D de la MeVal) sont couramment utilisées en recherche. En
effet, la CsG se fixe aux CyPs mais posséde une activité immunosuppressive plus faible que la
CsA alors que la CsH a perdu ces activités.

La CsA est couramment utilisée dans les thérapies de prévention de rejet de

transplantation d’organes (rein, coeur, foie) et de greffe de moelle osseuse. Elle est également
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indiquée dans les traitements de certaines maladies auto-immunes, telles que la polyarthrite
rhumatoide (PR), le psoriasis, le diabéte insulino-dépendant et les uvéites mais & des doses
inférieures a celles prescrites lors de transplantation d'organes.

Son mode d’action repose sur ses propriétés a inhiber sélectivement les réactions
immunitaires & médiation cellulaire, notamment en bloquant la production et la libération de

cytokines par les lymphocytes T auxiliaires (Borel, 1989).

2- Le FK506 (Tacrolimus)

Le champ d'investigation ouvert par la CsA a conduit & la découverte du FK506. Cette
molécule est produite par Streptomyces tsukubaiensis. Contrairement a la CsA, le FK506 est
un macrolide de structure lactone (Figure 4) (Stiitz, 1992). Le FK506 présente une activité
immunosuppressive similaire a la CsA et commence a étre utilisé en France. Toutefois, la
CsA reste a ce jour le traitement de choix dans la prévention de rejet de greffe. Le FK506

pourrait remplacer la CsA dans les cas de toxicité liée & une intolérance a cette derniere.

3- La rapamycine (Sirolimus)

La rapamycine est un macrolide de structure apparentée au FK506 (Figure 4), produit
par Streptomyces hygroscopicus. Connue d'abord pour ses propriétés antifungiques, son
activité immunosuppressive a été décrite en 1977 (Stiitz, 1992). Bien que sa structure soit
proche du FK506, elle présente un mécanisme immunosuppresseur différent en bloquant non

pas l'activation du lymphocyte T mais la prolifération induite par 1TL2.

C- Interaction immunosuppresseur/immunophiline

L’activité PPlase des immunophilines est abolie par la fixation des immunosuppresseurs
respectifs (Harding er al., 1989 ; Siekierka et al, 1989a ; Galat et al., 1992 ; Peattie et al.,
1992) qui miment [’état de transition cis-frans de la liaison Xaa-Pro. Chaque
immunosuppresseur posséde dans sa structure deux domaines fonctionnels. On distingue un
domaine de liaison a l'immunophiline, identique pour le FK506 et la rapamycine et un
domaine effecteur, spécifique a chaque médicament, permettant l'interaction avec un

partenaire protéique et qui rend compte de leur activité biologique différente (Figure 4).
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Domaine de liaison
aux FKBP

Domaine effecteur

Rapamycine

Domaine de liaison
aux Cyclophilines

Domaine effecteur

R1 = amino-butyrique  (CsA)
Cyclosporine Norvaline (CsG)

R2 = L-Methyl valine (CsA)
D-Methyl valine  (CsH)

Figure 4 : Structures des immunosuppresseurs avec leur domaine de liaison aux
immunophilines et leur domaine effecteur (Quesniaux, 1993).
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1- Les complexes CsA/CyP

Les CyPs sont capables de fixer spécifiquement et réversiblement une molécule de CsA.
Les constantes de dissociation Kd de la CsA pour les différentes CyPs sont comprises entre
10 et 10° M (Liu et al,, 1990 ; Husi & Zurini, 1994) (Tableau III).

En solution, la CsA présente de nombreux conformeéres mais seule la forme tout trans se
fixerait aux CyPs. En effet, une fois complexée aux CyPs, toutes les liaisons peptidiques de la
CsA sont en trans. 11 faut environ une heure pour que le maximum de complexes soit formés,
ce qui correspond au temps nécessaire pour la transition totale de la CsA sous le conformére
final tout trans (Zeder-Lutz et al.,, 1993). Le site de fixation de la CsA est localisé dans la
poche hydrophobe formée de feuillets B et située & la surface des CyPs (Figure 5) (Hsu et al.,
1990). Les interactions entre la CsA et les CyPs font intervenir les résidus MeBmt-1, Abu-2,
Sar-3, MeLeu-9, MeLeu-10 et MeVal-11. Le résidu MeVal-11 est déterminant pour cette
interaction. Il se positionne dans la méme poche hydrophobe que la proline des substrats de la
CyPA (Thériault et al., 1993). Ceci explique pourquoi la CsG se fixe encore aux CyPs alors
que la CsH a perdu cette capacité. En effet, la substitution de la valine par la norvaline dans la
CsG ne modifie pas la conformation de la molécule. Par contre, la substitution de la L-MeVal-
11 par I’épimere D dans la CsH provoque une torsion dans la molécule cyclique, annulant
ainsi sa capacité a se fixer aux CyPs (Von Wartburg & Traber, 1986). La conformation de la
CsA associée aux CyPA ou CyPB est similaire (Mikol ef al., 1994) mais est 1égérement
différente quand elle est associée a la CyPC, sans doute en raison de modifications
conformationnelles & proximité du site de fixation (Ke et al,, 1993). Les acides aminés des
CyPs impliqués dans la fixation de la CsA ont été essentiellement étudiés par mutagenése
dirigée, et il en ressort que le tryptophane (Trp121 dans la CyPA), conservé dans toutes les
CyPs d'origine eucaryote, est indispensable a la fixation de la CsA (Zydowsky et al., 1992).

Une fois complexée a la CyP, la CsA inhibe l'activité PPlase (Fischer et al, 1989). Cette
inhibition serait due a 'nomologie conformationnelle entre certains résidus de la CsA et I'état
de transition cis-trans de la liaison Xaa-Pro. Par contre, ni le FK506, ni la rapamycine
n'inhibent cette activité enzymatique. Les constantes d'inhibition de l'activité PPlase par la
CsA ont été déterminées par mesure de la concentration de compétiteur permettant une
inhibition de 50% de l'activité enzymatique (Dlso) (Tableau III). Les valeurs varient beaucoup
dans la littérature, selon la méthode de mesure et le substrat utilisé. Nous pouvons remarquer

que les Kd et les Dls de la CsA sont trés proches.



Figure S : Représentation tridimensionnelle du complexe CyPA/CsA
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2- Les complexes FK506/FKBP ou rapamycine/FKBP

Les FKBPs sont capables de fixer de maniére spécifique et réversible le FK506 et la
rapamycine (Siekierka et al., 1989b). Le FK506 et la rapamycine ont un site commun de
fixation aux FKBPs. La fixation se fait dans une poche hydrophobe de la protéine. En
solution, le FK506 existe majoritairement sous une forme cis mais seule la forme frans se lie
aux FKBPs.

La rapamycine en solution est déja sous la forme trans, ce qui pourrait expliquer le fait
que les constantes de dissociation de la rapamycine sont plus faibles que celles du FK506
(Tableau IV).

Comme la CsA, le FK506 et la rapamycine miment 1'état de transition cis-trans de la
liaison prolyl et inhibent l'activité PPlase des FKBPs. Par contre, la CsA n'inhibe pas cette
activité enzymatique, suggérant une spécificité plus étroite. Les constantes d'inhibition ont été

également déterminées et sont décrites dans le Tableau IV.

3- Les autres PPlases

Outre les CyPs et les FKBPs qui sont regroupées dans la famille des immunophilines,
d'autres protéines n'appartenant pas a cette famille possédent cependant une activité PPlase.

On distingue la parvuline et le Trigger factor.
a. La parvuline

En 1994, une nouvelle PPlase de 10,1 kDa, la parvuline, a été identifiée dans le
cytoplasme d’ Escherichia coli. Elle n’appartient ni 4 la famille des CyPs ni a celle des FKBPs
(Rahfeld et al, 1994a ; Rahfeld ef al, 1994b). Elle ne présente aucune similitude entre les
séquences peptidiques et ne posseéde aucune affinité pour la CsA, le FK506 et la rapamycine.
Son activité enzymatique est comparable a celle des CyPs et supérieure a celle des FKBPs

(Fischer, 1996).

b. Le Trigger factor

Le Trigger factor a été identifié chez E. coli comme étant une PPlase de 48 kDa (Stoller
et al., 1995). 11 est situé adjacent aux chaines polypeptidiques naissantes de la sous-unité 50 S

du ribosome (Valent et al., 1995 ; Hesterkamp et al., 1996).
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Tableau ITI : Constantes de dissociation et d'inhibition de 'activité PPIase

des CyPs par la CsA
Kd (nM) Dlso (nM) Références
CyPA 36,8 1,6-25 Price et al., 1991
Bergsma et al., 1991
Husi & Zurini, 1994
CyPB 9,8 9-84 Price ef al., 1991
Bram et al., 1993
Husi & Zurini, 1994
CyPC 90,8 6 Bram et al., 1993
Husi & Zurini, 1994
CyPD 10 8 Bergsma et al., 1991
CyP40 300 300 Kieffer et al., 1993
NK-TR 770 Rinfret e al., 1994

Toutes les CyPs possédent une activité¢ PPlase.

Tableau IV : Constantes de dissociation et d'inhibition de 1'activité PPIase des FKBPs

par le FK506 et 1a rapamycine.

Kd et Dlgo (nM) Références
FK506 rapamycine
FKBP12 0,4 0,2 Siekierka et al., 1989
FKBP13 55 Jinetal, 1991
FKBP25 160 0,9 Galat et al., 1992
Jinetal, 1992
FKBP52 10 8 Peattie et al., 1992

Toutes les FKBPs posseédent une activité PPlase.
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De part sa localisation, le Trigger factor serait la premiére enzyme impliquée dans
I’isomérisation de liaisons prolyles des protéines néosynthétisées.

La comparaison de séquence du Trigger factor et de la CyP18 d’E. coli ne révéle aucune
similitude. Par contre, I’analyse des groupements hydrophobes indique un faible pourcentage
de similitude (28%) entre la FKBP12 et le noyau catalytique du Trigger factor (Stoller et al.,
1996 ; Hesterkamp & Bukau, 1996). Cependant, 1’incapacité & inactiver entiérement 1’activité
du Trigger factor d’E. coli ou de son domaine catalytique par de fortes concentrations en
FK506 (Stoller et al., 1995 ; Stoller et al., 1996) positionne cette enzyme dans un sous-groupe
particulier de la famille des FKBPs (Fischer, 1996).
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IMMUNOSUPPRESSION

I- L'IMMUNITE DE GREFFE

Le destin d’une greffe dépend dans une large mesure des différences de compatibilité
existant entre le donneur et le receveur. Chaque individu est caractérisé par son systtme HLA
(Human Leucocyte Antigen) constitué des antigénes majeurs d'histocompatibilité. Ces
antigeénes sont de véritables marqueurs d'identité. Lorsque donneur et receveur ne sont pas
génétiquement identiques, les "marqueurs du soi" de ces individus sont différents. Le systéme
immunitaire du receveur reconnait alors le caractére étranger du greffon et déclenche un rejet
inévitable. La survie de la greffe dépendra donc dans une large mesure d'une bonne
compatibilit¢ au niveau du systéme HLA, et nécessitera presque toujours un traitement

immunosuppresseur.

A- Les antigénes reconnus sur la greffe et les cellules

sensibilisantes

Les allogreffes d’organe se présentent comme une mosaique de cellules qui expriment
toutes sur leur membrane, en quantité variables, des antigénes d’histocompatibilité de classe I
(CMH-I) et pour une minorité d'entre elles les antigénes de classe II (CMH-II) (Bevan et al.,
1977). En effet, les CMH-I sont présents a la surface de la quasi-totalité des cellules de
l'organisme alors que les CMH-II ont une distribution plus étroite. Ces derniers sont
seulement présents a la surface des lymphocytes B et certaines cellules phagocytaires telles
que les monocytes, les macrophages et les cellules dendritiques. Ces molécules ont pour
principale fonction de présenter l'antigéne aux lymphocytes et permettre le déclenchement
d’une réponse immunitaire efficace. La reconnaissance spécifique est réalisée par l'interaction
du complexe TCR/CD3 du lymphocyte T avec l'antigéne présenté par les molécules du CMH-
I ou -II. Des molécules accessoires vont également intervenir pour renforcer la liaison entre la
cellule présentatrice et le lymphocyte T.

D’autres alloantigénes indépendants des antigénes majeurs d’histocompatibilité peuvent
aussi intervenir en cas d’identitt du CMH. 11 s’agit d’alloantigénes mineurs
d’histocompatibilité et de certains alloantigénes spécifiques d’organes, antigénes toutefois

insuffisants pour déclencher la réponse d’alloreconnaissance. En raison de leur expression a la
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surface des cellules de ’endothélium vasculaire, les antigénes de groupes sanguins ABO
semblent également intervenir, mais dans une moindre mesure. C'est parce que la

compatibilité A/B/O est impérativement respectée que le rejet suraigu peut étre évité.

B- Mécanismes de rejet de greffe

1- La phase de sensibilisation

Le rejet de greffe fait intervenir de nombreux partenaires cellulaires mais 1’intervention
des lymphocytes, et plus particuliérement des cellules T est prédominante dans la
reconnaissance de [’alloantigéne et Dinfiltration du greffon. La sensibilisation des
lymphocytes T permettant la reconnaissance de I'antigéne, la prolifération et la différenciation
des lymphocytes peut s’effectuer soit par migration des cellules dendritiques du greffon vers
les tissus lymphoides du receveur, soit directement au niveau du greffon dans le cas d’une
transplantation, c’est a dire lorsque le greffon est vascularisé facilitant la circulation des

cellules T de 1’hote.

a. Activation des lymphocytes T
a - Les différentes étapes d’activation
L’activation des lymphocytes T comporte au moins trois étapes :
- 1%® étape : acquisition de compétence. Elle correspond & ’entrée de la cellule
quiescente dans le cycle cellulaire et se traduit en particulier par 1’expression du récepteur de
forte affinité pour I'IL2 qui résulte en I’association de la sous unité oo (CD25) du récepteur de
I’IL2 aux 2 chaines préexistantes B et y (Takeshita et al., 1992).

- 2°™ ¢tape : prolifération lymphocytaire contrblée par les facteurs de croissance des
cellules T dont le principal est I’IL2.

- 3°™ gtape : différenciation fonctionnelle caractérisée par une production diversifiée de
lymphokines (IFNy, IL4, ...). Certains lymphocytes deviennent alors des lymphocytes
"mémoires”.

Ces événements se traduisent par la transcription d’au moins cent génes et se divisent en
3 phases (Ullman et al,, 1990 ; Fraser et al., 1993) :

- phase immédiate qui a lieu dans les 30 premiéres minutes. Elle se traduit par la

mobilisation de facteurs de transcriptions comme c-jun, c-fos, c-myc, NF-AT et NF-xB.
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- phase précoce qui nécessite une synthése protéique et survient avant la premiere
division cellulaire. Elle se caractérise par la synthése de nombreuses cytokines en particulier
I’'IL2 pour les cellules naives et un plus large panel de cytokines (IL3, -4, -5, -6, -10, IFNy,
GM-CSF (Granulocyte-macrophage colony stimulating factor)...) pour les cellules mémoires.
Les lymphocytes synthétisent également des molécules membranaires tels que le CD25 et le
CD69.

- phase tardive qui apparait aprés la 1% division cellulaire et qui se caractérise par
I’expression d’intégrines et de la molécule HLA-DR. L’affinité des molécules d’adhésion va
augmenter, permettant de meilleures interactions cellulaires entre lymphocytes et

endothélium.

L’étape critique d’acquisition de compétence nécessite 1’intégration par la cellule de
plusieurs signaux : I’engagement du complexe TCR/CD3, en association avec les marqueurs
CD4 pour les lymphocytes T auxiliaires, et CD8 pour les lymphocytes T effecteurs, pour son
interaction spécifique avec I’antigéne et plusieurs signaux co-stimulateurs par I’intermédiaire
de CD28, CD2 et CDS5.

P - La transmission des signaux d’activation par le TCR
Le TCR est un hétérodimere formé de 2 chaines a et B. Le CD3, associé de fagon non
covalente au TCR, est responsable de la transmission des signaux externes vers l’intérieur de
la cellule. 11 est composé des protéines vy, J, € et £. Le complexe TCR/CD3 serait, d’un point

de vue stoechiométrique, un complexe formé de quatre diméres, TCR af, &,, 8¢, ye.

—> Evénements précoces de I’activation

La reconnaissance du peptide antigénique fixé au CMH par le TCR/CD3 est suivie au
niveau intracellulaire par un ensemble d’événements biochimiques précoces qui aboutissent
dans un premier temps & I’activation d’une enzyme ubiquitaire, la PLCy1, une phospholipase
régulée par phosphorylation sur des résidus tyrosine. Lors de la stimulation du TCR, d'autres
protéines membranaires, telles que le CD5 et le CD3 6 et y, et cytoplasmiques, telle que la
protéine p21™, sont phosphorylées sur des résidus tyrosine. Trois protéines tyrosine-kinases

(PTK) ont été caractérisées. Il s'agit de la p56ICk associée aux CD4 ou CDS, la p59fyrl associée



50

a la partie cytoplasmique du TCR et la ZAP-70 (Zeta Associated Protein) associée a la chaine
& du CD3 (Baldari et al., 1993 ; Weiss & Littman, 1994).

— Evénements tardifs :

e L’activation de la PLCyl conduit a la production de deux seconds messagers, le
phosphatidyl inositol 2, 4, 5-triphosphate (IP3) et le diacylglycerol (DAG). Le DAG provoque
’activation de la protéine kinase C (PKC). L’IP; induit une augmentation de la concentration
du Ca*" intracytoplasmique libre qui est responsable de I’activation de la calcineurine et de la
PKC en synergie avec le DAG.

e La calcineurine, sérine phosphate de type PP2B, dépendante du Ca** et de la
calmoduline, va déphosphoryler la sous-unité cytosolique du facteur de transcription
spécifique du lymphocyte T, le NF-AT, et permettre sa translocation dans le noyau. C’est a
cette étape d’activation que la CsA et le FK506 exercent leur propriété immunosuppressive,
en inhibant I’activité phosphatasique de la calcineurine (Emmel et al., 1989).

e Parallélement, la p21™ activée régule la cascade des MAP kinases (Mitogen-Activated
Protein kinases) aboutissant a I’activation des facteurs de transcription dont c-jun et c-fos et a
I’induction de la sous-unité nucléaire de NF-AT (Cantrell, 1994).

D’autres facteurs de transcription interviennent lors de 1’activation cellulaire : Oct-1 est
exprimé de facon constitutive dans toutes les cellules T. Le NF-xB, comme le NF-AT, n’est
actif que dans les cellules T activées. L activation de NF-xB requiert I’action combinée de la
calcineurine et de la PKC. La PKC phosphoryle I’inhibiteur cytoplasmique I-xB qui va libérer
NF-kB et permettre sa translocation dans le noyau sous une forme active. NF-«kB participe a
’activation transcriptionnelle des génes codant pour I’IL2 et pour la chaine o de son
récepteur. 11 agit en synergie avec d’autres facteurs transcriptionnels et ne peut étre efficace en
leur absence : AP-1, dimére composé de protéines de la famille fos et jun et le CD28RC
(CD28 Responsive Complex) (Emmel et al., 1989 ; Brabletz et al,, 1991 ; Randak er al., 1991;
Fraser et al., 1991).

La transcription du géne de I'IL2 nécessite I’interaction coopérative entre ces différents
facteurs nucléaires et donc la convergence de plusieurs voies de transduction. Ces différentes

étapes sont résumées dans la Figure 6.
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Figure 6 : Voies de transduction du signal menant a I'activation du
lymphocyte T apreés stimulation du complexe TCR/CD3.
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— Principales molécules de régulation du signal :

Outre le TCR/CD3, d’autres composants membranaires vont intervenir dans |’activation
des lymphocytes T, tels que le CD2, CD5, CD28 et le CD45 essentiellement.

Le CD28 est une glycoprotéine dimérique de 44 kDa. Elle est exprimée par une majorité
de lymphocytes T (95% des CD4+ et 50% des CD8+). Ses ligands sont le CDS80 et le CD86
(ou B7/BB1). Un autre ligand de CD80-86 est le CTLA4, moins représenté mais plus affine
que le CD28 (Linsley et al., 1991). Le signal transmis aprés l'interaction du CD28 avec ses
ligands est indispensable a [P’activation efficace du lymphocyte T (Schwartz, 1992). 1l
implique [Pactivation d'une phosphatidylinositol-3 kinase (PI-3 kinase) aboutissant a
I’activation du CD28RC (June et al., 1990). Cette voie est nécessaire a la production d’IL2 et
se manifeste surtout par une stabilité¢ accrue des ARNm des lymphokines, en particulier celui
de I’'IL2. La voie de signalisation via le CD28 est insensible & la CsA et au FK506 mais

sensible a la rapamycine (Sigal & Dumont, 1992).

y - Prolifération des lymphocytes T

Finalement, la production de I’IL2 va permettre aux lymphocytes d’entrer en phase de
prolifération. Le récepteur de haute affinité pour 1'TL2 est constitué de 3 chaines a, B et y.
Seules les chaines B et y induisent un signal. La portion cytosolique de la chaine P peut étre
divisée en deux domaines : un domaine acide et un domaine riche en résidus sérine qui
participent a la transduction du signal (Satoh et al., 1992).

Le domaine acide est impliqué dans la fixation de PTKs, telles que JAK1 et JAK3 qui se
fixent respectivement sur les chaines P et y du récepteur de 1'IL2. L'activation de ces kinases
conduit a la phosphorylation des protéines STAT, présentes dans le cytoplasme des cellules
quiescentes. Ces derniéres vont alors se dimériser et rejoindre le noyau ou elles agissent en
tant que facteurs de transcription spécifiques (Karnitz & Abraham, 1995).

k
610

Le domaine riche en sérine se lie & la p56° qui aboutit & l'activation de la p21™ par

l'intermédiaire de l'association des protéines Shc, Grb2 et Sos. Cependant, il n'est pas

1!’35

clairement établi si la p21™ couple le récepteur de 1I'IL2 a une cascade de kinases analogue a

celle couplée au TCR (Pastor et al., 1995).

En paralléle, la p56'

associée a la sous-unité § du récepteur de I'I.2 phosphoryle des
phosphatidylinositol (PI) kinases (Taicham er al., 1993). Cet événement est également décrit
lors de l'interaction CD28/B7. L'activation de ces PI kinases méne & des événements impliqués

dans la génération de facteurs de transcription nécessaires a l'expression de génes et inhibés
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par la rapamycine. Ces événements peuvent étre l'activation de la p70 S6 kinase (Monfar et
al, 1995) dont le substrat majeur est la protéine S6 ribosomale nécessaire a une synthése
efficace de protéines, en particulier celles régulant le cycle cellulaire.

Ces trois voies (Figure 7) induites par la fixation de 1'IL2 sur son récepteur agissent en
synergie et sont nécessaires a la progression dans le cycle cellulaire et I'expansion clonale des

cellules T.

b. Activation des cellules endothéliales

Au repos, les cellules endothéliales des vaisseaux forment une barriére au passage des
cellules sanguines et produisent une surface anticoagulante par le jeu de molécules telles que
’antithrombine III fixée aux héparanes sulfates (HS).

En réponse a des cytokines proinflammatoires, telles que I'IL1 ou le TNFa, a des LPS,
ou a des facteurs du complément tels que le C5a et le CAM (complexe d’attache membranaire
formé des composants terminaux du complément C5 a C9), les cellules endothéliales
subissent un certain nombre de modifications morphologiques et transcriptionnelles décrites
sous le terme d’activation (Pober, 1988). Celle-ci se manifeste par la production de
chimiokines telles que 1’IL8, de molécules d’adhésion (E et P sélectine, ICAM-1 et VCAM-2)
et de facteurs d’agrégation plaquettaire et de coagulation.

L’endothélium activé établit alors une interface procoagulante (perte des héparanes
sulfate (HS), production de thrombine), favorise ’activation plaquettaire, le recrutement et

I’adhésion de leucocytes.

2- Migration et infiltration des lymphocytes

Trois types de médiateurs chimiques interviennent. Il y a d’abord :

- les sélectines favorisent I'adhésion des leucocytes circulants en se liant faiblement a
eux. Ainsi, les cellules endothéliales établissent des liaisons avec leurs ligands glycosylés
arborés a la surface des leucocytes. Ce phénomeéne baptisé “"roulement” permet aux leucocytes
d’adhérer faiblement a I’endothélium vasculaire.

- les intégrines ICAM-1 et VCAM-2, qui avec 1’aide de chimiokines sécrétées et

présentes a la surface de 1’endothélium, renforcent cette adhésion (Springer, 1994).
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- les chimiokines sont secondées, dans leur action, par les glycosaminoglycannes (GAG)
sulfatés abondant a la surface des cellules endothéliales vasculaires. Ces derniers serviraient
de point d’ancrage aux chimiokines le long de la paroi vasculaire, les préservant de
I’entrainement par le flux sanguin.

Dés lors, les leucocytes s’immobilisent complétement et glissent entre les cellules
endothéliales afin d’infiltrer le tissu en suivant le gradient de concentration formé par les
chimiokines. Ainsi, I'accumulation des leucocytes sur le site d'inflammation est dépendante de
la production et de la sécrétion locale de chimiokines.

De plus, la migration des lymphocytes T vers le site de 1'inflammation est associée a la
sécrétion de plusieurs enzymes dégradant la matrice extracellulaire, telle que 1'héparinase ou
endo-B-D glucuronidase. L'héparinase est synthétisée et sécrétée par différentes cellules
activées telles que les lymphocytes T, les plaquettes, les monocytes/macrophages et les
neutrophiles (Gilat et al., 1996). Elle coupe la partie HS de la matrice et peut ainsi faciliter
I'infiltration des cellules dans les tissus. De plus, elle libére les cytokines et des facteurs de

croissance qui étaient emprisonnés.
a. Les sélectines

Les sélectines sont une famille de glycoprotéines responsables de la reconnaissance
initiale lors des phénoménes de domiciliation et de migration des leucocytes vers les sites
d’inflammation (Haskard, 1994). Les trois membres de cette famille, E-, P- et L-sélectines,
sont formés des domaines communs suivants : un domaine N-terminal lectinique dépendant
du Ca®*, un domaine EGF-like, une répétition de domaines homologues 4 des protéines liant
le complément (en quantité variable selon le type de sélectine), un domaine transmembranaire
et une courte séquence cytoplasmique. La L-sélectine est la plus petite des trois sélectines.
Elle est présente sur la majorité des leucocytes et permet leur adhésion sur les cellules
endothéliales. La E-sélectine, exprimée a la surface des cellules endothéliales activées,
interagit avec les leucocytes. La sous-population de lymphocytes T qui se lie a la E-sélectine,
exprime I’antigéne CLA (Cutaneous Lymphocyte Antigen). Cet antigéne possede une structure
glycosylée proche mais pas identique au sialyl-Lewis X (s-Le*). La P-sélectine est exprimée
sur les plaquettes et les cellules endothéliales activées et permet 1’adhésion des monocytes,
neutophiles, cellules NK et une sous-population de lymphocytes T mémoires. En raison de la
présence du domaine lectinique, les sélectines reconnaissent des ligands glycosylés tels que le

motif s-Le* présent sur des glycoprotéines et des glycolipides. En effet, cet épitope
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glycannique a été caractérisé sur des ligands spécifiques des sélectines, tels que le ligand
PSGL-1 de la P-sélectine, le ligand ESL-1 de la E-sélectine et le ligand GlyCAM-1 de la L-
sélectine ou il apparait sous une forme modifiée 6-sulfate s-Le*. De plus, Green ef al. (1995)
ont montré une liaison spécifique de la L-sélectine avec des oligosaccharides sulfatés, de type
sulfo-Le* ou GAG sulfatés. Auparavant, il avait ét¢ montré que 1’héparine inhibait fortement
I’interaction entre le motif s-Le* et les L- et P-sélectines (Nelson et al., 1993). Ainsi, certaines

structures de type GAG sulfatés seraient également des ligands naturels pour les sélectines.
b. Les chimiokines

De masse moléculaire comprise entre 6 et 14 kDa, les chimiokines partagent des
similitudes structurales et sont divisées en deux sous-classes selon la position de 4 résidus de
cystéines formant des ponts disulfures. On distingue les chimiokines CXC (ou a chimiokines)
parmi lesquelles nous notons 1TL8 (ou NAP-1 pour "neutrophil attracting peptide-1"), NAP-2,
GRO et les chimiokines CC (ou B chimiokines) avec RANTES (regulated on activation,
normal T cell expressed and secreted), MIP-1 (macrophage inflammatory protein) et MCP-1
(monocyte chemotactic protein-I). En général, les chimiokines CXC attirent essentiellement
les neutrophiles et non les monocytes, alors que les CC attirent les monocytes et non les
neutrophiles. Quelques chimiokines CC agissent aussi sur les basophiles et les €osinophiles et
certains membres des 2 sous-classes attirent aussi les lymphocytes. Un troisiéme type de
chimiokines a été mis en évidence. Cette chimiokine, désignée lymphotactine, ne posséde que
2 des 4 cystéines invariantes des autres chimiokines. Actuellement, elle est le seul exemple de
cette sous-famille de chimiokine C ou y. La lymphotactine est chimiotactile pour les
lymphocytes (Hedrick & Zlotnik, 1996).

11 a également été montré que certaines chimiokines CXC, telle que I’IL8 (Larson et al,
1989), et CC, telle que RANTES (Schall e al., 1990) présentent une activité chimiotactile vis
a vis des lymphocytes T. MIP-1a et § sont également de puissants chimioattractants des
Iymphocytes T activés (Taub ef al., 1993). L'analyse phénotypique révele que les lymphocytes
T CD4" sont capables de migrer en réponse & MIP-1B tandis que MIP-lo induit un
chimiotactisme prédominant des lymphocytes T CD8". De plus, ces 2 cytokines augmentent la
capacité des lymphocytes T a se lier aux cellules endothéliales. Ainsi, les chimiokines MIP-1
recrutent préférentiellement des sous-unités spécifiques de lymphocytes T durant I'évolution
de la réponse immunitaire. Tanaka et al. (1993a) ont montré qu'immobilisé in vitro par

fixation sur des protéoglycannes, tels que 1'héparine conjuguée a la BSA ou le CD44
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cellulaire, MIP-1p augmente I'adhésion des lymphocytes CD8" sur la matrice extracellulaire
(Figure 8).

Les chimiokines se lient sélectivement aux GAG de type héparine/héparane sulfaté avec
des affinités comprises entre 10 et 10® M selon les fractions d'héparine. Pour I'IL8, les
affinités vis a vis de I'héparine et de I'HS sont identiques et sont de 5,5 10 M. La force de
liaison des chimiokines est principalement déterminée par le taux de sulfatation des chaines

GAG (Witt & Lander, 1994).
¢. Les GAG des cellules endothéliales et des lymphocytes

Les GAG sont des composants des protéoglycannes, constituants communs a la surface
des cellules et de la matrice extracellulaire. Parmi les GAG, on distingue les HS, les
chondroitines sulfates (CS), les dermatanes sulfates, les kératanes sulfates et l'acide
hyaluronique. Les chaines d'HS sont constituées d'acide glucuronique ou iduronique et de
glucosamine, modifiées en plusieurs positions par des esters de sulfate liés en N et en O. Ces
HS, malgré cette unité commune, présentent un polymorphisme de part la longueur des
chaines, le degré de sulfatation et l'organisation des différentes régions sulfatées.

La chaine polysaccharidique des HS présente des régions riches en N- et O-sulfates
séparées par des régions moins sulfatées. Cette organisation confére une conformation plus ou
moins souple a la chaine polysaccharidique et est responsable des propriétés de fixation
spécifiques des protéines (Gallagher et al, 1992 ; Stringer & Gallagher, 1997). Cette
hétérogénéité structurale et la variation des régions sulfatées des HS sont dépendantes des

cellules et des tissus.

o - A la surface des cellules endothéliales
Prés de 50 a 90% des protéoglycannes associés aux cellules endothéliales sont des
protéoglycannes avec des HS (HSPG). Les cellules endothéliales synthétisent aux moins 5
types dHSPG : les syndecan-1, syndecan-2 et syndecan-4 sont des protéoglycannes intégrés
dans la membrane abondant a la surface luminale. Le glypican est ancré dans la membrane par
un glycosylphosphatidyl-inositol (GPI). Le perlecan est un HSPG de la membrane basale des

cellules endothéliales.
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glycoprotéine protéoglycanne VCAM-1

Cellules endothéliales

Figure 8 : Représentation schématique des interactions moléculaires entre les
membranes du lymphocyte et de la cellules endothéliale. Le phénomene d’adhésion
cellulaire entre lymphocytes et cellules endothéliales nécessite de nombreux mécanismes de
reconnaissance moléculaire, notamment entre sélectines, intégrines et leurs contre-récepteurs,
motifs sulfo- et sialyl-Le* et VCAM-1. Ces interactions sont renforcées par I’intervention des
GAG sulfatés, qui peuvent se comporter comme ligand de la L-sélectine, et présenter les
chimiokines & leurs récepteurs lymphocytaires. Symboles : A, fucose ; O, @, autres

monosaccharides ; %, sulfate. (selon Green et al., 1995).
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Le CD44 est également un protéoglycanne avec des chaines d'HS et de CS. Il fixe des
cytokines possédant un site de liaison pour les GAG. Il est exprimé & la surface de
I'endothélium et augmente avec l'activation. Le CD44 présente des différences structurales
marquantes entre les tissus en raison d'un épissage alternatif et d'une glycosylation variable, ce
qui peut contribuer a une spécificité de liaison des cytokines sur les différents tissus (Bennett
et al., 1995).

L'expression des HSPG est modulée par la génération de produits durant l'inflammation.
Les cytokines telles que I'IL1, le TNFa, le TGFP et le bFGF stimulent la synthése de GAG,
alors qu'une 1ésion des cellules endothéliales, une infection virale diminuent cette synthése

(Thrcke et al., 1993).

B - A la surface des lymphocytes T

Les lymphocytes synthétisent des GAG sulfatés de type CS et HS, qui peuvent étre aussi
bien sécrétés que retenus par les cellules. Les GAG trouvés chez les lymphocytes sont en
grande partie des chondroitines-4-sulfate (CS-A) et en plus faible quantit¢é des HS,
essentiellement portés par la chaine y du CMH-II et par le CD44 (Jackson et al., 1995). Au
cours de la stimulation, il y a modification de ces GAG : ils apparaissent plus sulfatés et des
chondroitines-6-sulfate (CS-C) sont synthétisés. Ces GAG sont également sécrétés ou restent
associés aux cellules (Hart, 1982 ; Wilson & Rider, 1991). Les protéoglycannes des
lymphocytes sont de masse moléculaire faible, de 100 a 200 kDa, avec des GAG a chaines
courtes et en nombre restreint (Bartold ez al, 1989).

De plus, les lymphocytes possédent des récepteurs membranaires pour 1'héparine, tels
que le CD45 (Parish & Snowden, 1985) et le CD4 (Lederman et al, 1989). Ces cellules
pourraient également fixer spécifiquement a leur surface les HS, et non les CS (Bradbury &
Parish, 1989). Ainsi, la rétention d’une partie des HS a la surface des lymphocytes pourrait
s’expliquer par la présence de récepteurs 8 GAG (Wilson & Rider, 1991).

3- La phase effectrice

Le rejet d’organe allogénique est lié a I’activation de mécanismes cellulaires dépendant
des cellules T. Il fait intervenir différentes cellules effectrices telles que les lymphocytes
cytotoxiques (Tyler et al., 1984), les NK, les monocytes/macrophages et les lymphocytes B.
Ainsi la phase effectrice du rejet est soumise a une régulation cellulaire et humorale. Des

anticorps spécifiques des antigénes du greffon peuvent également intervenir dans le processus
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de rejet, par activation soit du complément, soit des lymphocytes a cytotoxicité anticorps-

dépendante.

- PREVENTION DU REJET DE GREFFE

A- Le traitement immunosuppresseur

L’azathioprine et les glucocorticostéroides ont ét¢ pendant longtemps les seuls
médicaments immunosuppresseurs efficaces, utilisés dans la prévention du rejet de greffe.
Dans les années 80, la découverte de la CsA a permis d'améliorer considérablement la survie
des greffons. Azathioprine, corticostéroides et CsA constituent actuellement le traitement
immunosuppresseur de référence. Un sérum anti-lymphocytaire peut étre administré dans le
traitement de prévention des transplantations rénale et cardiaque.

L’azathioprine agit comme un inhibiteur compétitif de I’hypoxanthine-guanine-
phospho-ribosyl transférase. Il bloque donc la synthése des bases puriques de I’ARN et de
I’ADN, inhibant ainsi la prolifération cellulaire.

Les corticoides sont utilisés pour leur activité anti-inflammatoire, bloquant entre autres
la prolifération des cellules T et la transcription des cytokines IL6, IL1, TNFa, INFy.

La CsA agit en bloquant l'activation Ca**-dépendante du lymphocyte. Ainsi, elle inhibe
l'activité phosphatase de la calcineurine, perturbant I’activation des facteurs transcriptionnels
nécesaires a la régulation de l'expression de génes codant pour certaines cytokines, en
particulier I'TL2.

D'autres molécules possédent une activité immunosuppressive comme l'acide
mycophénolique, la désoxyspergoline, le FK506 et la rapamycine. Seuls, ces deux derniers
immunosuppresseurs sont actuellement bien étudiés, puisque le mode d’action du FK506 est
similaire a celui de la CsA, et la rapamycine, qui bloque la prolifération lymphocytaire induite

par les cytokines, pourrait agir en synergie avec la CsA (Schreiber, 1991).

B- Activités des immunosuppresseurs

1- Immunosuppression par la CsA et le FK506
La CsA et le FK506 inhibent I’activation de génes de cytokines incluant parmi d’autres,

PIL2, ’'IFNy, le TNFa, bien qu’in vitro, le FK506 reste 10 a 100 fois plus actif que la CsA
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(Granelli-Piperno, 1988 ; Tocci et al., 1989 ; Bierer et al, 1990b). L’addition de cytokines
exogeénes rend les lymphocytes activés insensibles a l'action de la CsA et du FK506,
démontrant que ces immunosuppresseurs agissent au niveau de 1’étape précoce de l'activation
et non au niveau de la prolifération induite par ces cytokines. L’induction des ARNm des
"immediate early genes", tels que c-fos et c-myc, et des "early genes" tels que celui du
récepteur de I’IL2 est moins affectée par ces immunosuppresseurs (Tocci et al., 1989).

Par contre, la CsA a un effet inverse sur la production du TGFP. En effet, la CsA
stimule 1'expression du TGFp et de son récepteur chez les lymphocytes T. Le TGFp est une
cytokine multifonctionnelle qui posséde des propriétés immunosuppressive et fibrogénique.
Ainsi, 'augmentation de la production et de la fixation du TGFp sur son récepteur pourrait
contribuer a l'activité du médicament et au phénoméne de fibrose observé lors de traitement a
la CsA (Ahuja et al., 1995 ; Prashar et al., 1995).

La CsA et le FK506 inhibent la prolifération des cellules T stimulées par la liaison de
ligands sur d’autres récepteurs comme le CD2, des lectines ou par 1’association
ionomycine/PMA. Un point commun de ces voies d’activation est I’augmentation de la
concentration calcique intracellulaire, bien que 1’étape sensible a I’immunosuppression soit en
aval de cet événement biochimique précoce (Metcalfe, 1984 ; Bierer ef al., 1991). Les voies
de stimulation des lymphocytes T ne passant pas par cette augmentation du taux de Ca**
intracellulaire, telle que la voie CD28, ne sont pas sensibles & I’inhibition par la CsA ou le
FK506. Par contre, elles sont sensibles a I’inhibition par la rapamycine (Kay & Benzie, 1990 ;
June et al., 1990 ; Bierer et al, 1991). Ainsi, les actions de la CsA et du FK506 sont
spécifiques de certaines voies des cellules T.

La CsA et le FK506 inhibent la dégranulation des lymphocytes T cytotoxiques (Trenn et
al, 1989 ; Dutz et al., 1993), des mastocytes, des granulocytes et des neutrophiles (Cirillo et
al., 1990 ; Amon, 1992). Ces événements ne nécessitent pas d’activation de génes, suggérant
que la cible de la CsA n’est pas uniquement impliquée dans la régulation de la synthése de
cytokines.

La CsA et le FK506 inhibent également 1’apoptose de cellules T induite in vitro (Shi et
al., 1989 ; Bierer et al.,, 1991 ; Fruman ef al, 1992a) et la sélection des thymocytes in vivo
(Shi et al.,, 1989). En effet, les mécanismes de 1’apoptose induite par le TCR dépendent d’un
processus Ca®’-dépendant sensible 4 la CsA et au FK506. De plus, le développement

thymique est altéré chez les animaux traités a la CsA ou au FK506 (Jenkins ef al., 1988 ;



62

Fukuzawa et al, 1989). Ces immunosuppresseurs affecteraient la sélection thymique et le

répertoire des cellules T circulantes, en plus d’inhiber 1’activation des cellules T matures.

Ainsi, bien que structuralement distincts, le FK506 et la CsA partagent la méme
capacité a inhiber la voie de transduction du signal caractérisée par un augmentation de la
concentration intracellulaire en Ca®*. Dans les cellules T, la CsA et le FK506 inhibent
plusieurs processus d’activation Ca**-dépendants, tels que I’activation de la transcription de
génes de cytokines, la dégranulation et I’induction de I’apoptose, démontrant 1’existence

d’une cible commune a ces trois phénomeénes.

2- Immunosuppression par la rapamycine

La rapamycine, analogue structural du FK506, se lie et inhibe I’activité rotamase des
FKBPs (Bierer et al, 1990a). La rapamycine n’inhibe pas [’activité phosphatase de la
calcineurine, ni les cascades de signaux dépendants du taux intracellulaire de Ca®*, et par
conséquent n’inhibe pas la transcription de cytokines par les cellules T et 1’apoptose de
cellules T. Par contre, la rapamycine peut inhiber la prolifération des cellules T induite par
I’IL2, méme ajoutée aprés 12 h d’activation, alors que le FK506 n’est effectif que s'il est
ajouté dans les premiéres heures (Dumont ef al., 1990).

La fixation des lymphokines & la surface des cellules T n’est pas inhibée par la
rapamycine alors que le signal de transduction induit par cette fixation est bloqué. Ainsi, I
rapamycine inhibe, & des concentrations de [’ordre du nanomolaire, la prolifération
dépendante de facteurs de croissance (Bierer et al, 1990b ; Dumont er al, 1990). La
rapamycine, agissant & un stade de la prolifération plus tardif par rapport & la CsA et au
FK506, empéche la progression des lymphocytes T vers la phase S.

Les effets de la rapamycine ne sont pas limités aux cellules T. Certains travaux ont
montré les effets de la rapamycine sur d’autres cellules lymphoides et non-lymphoides. Elle
inhibe la prolifération des lymphocytes B (Kay et al., 1991 ; Morris, 1992), ainsi que celle des
hépatocytes, des cellules endothéliales et des fibroblastes. Il semblerait donc que la
rapamycine altére une voie de régulation de la croissance cellulaire commune a de nombreux

types cellulaires.
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C- Mécanisme moléculaire des immunosuppresseurs

1- Les complexes immunophiline/immunosuppresseur

a. L’activité immunsuppressive est indépendante de I’activité PPlase

Comme la CsA et le FK506 se fixent aux immunophilines, il avait tout d'abord été
proposé que les effets immunosuppresseurs de ces médicaments étaient liés a I’inhibition de
’activité rotamase de leurs récepteurs intracellulaires. Cependant, cette hypothése s’est avérée
erronée a la suite d'études plus avancées :

- Les doses thérapeutiques de la CsA et du FK506 utilisées pour prévenir le rejet de
greffe sont nettement plus faibles que celles nécessaires pour saturer leurs récepteurs
intracellulaires et inhiber totalement leur activité PPlase. En effet, les concentrations en CsA
et FK506 utilisées pour inhiber la transcription du géne de I’IL2 ne correspondent qu’a 1% de
celles des CyPs et FKBPs (Schreiber, 1991 ; Sigal & Dumont, 1992).

- La CsA et le FK506 inhibent respectivement les activités des CyPs et des FKBPs et
tous deux bloquent I’activation du lymphocyte T. Or, si les cellules sont incubées avec la CsA,
’activité PPlase des FKBPs n’est pas inhibée et pourtant il y a bien immunosuppression. Il en
est de méme avec le FK506 vis a vis de l'activité PPlase des CyPs. Cette observation
démontre que [P’activité rotamase des immunophilines n’est pas directement liée a
I’immunosuppression, car un seul médicament est suffisant.

- Les spectres d’action de la rapamycine et du FK506 sont distincts, bien qu’ils inhibent
tous les deux I’activité rotamase des FKBPs. Le FK506 et la rapamycine agissent comme
antagonistes réciproques (Bierer ef al., 1990b ; Dumont et al., 1990). En effet, la rapamycine
empéche ’inhibition de la production d’IL2 par le FK506 dans les lymphocytes T, et le
FK506 bloque les effets inhibiteurs de la rapamycine sur la prolifération dépendante de
facteurs de croissance.

- Certains analogues de FK506, rapamycine et CsA pouvant se fixer et inhiber I’activité
PPlase des FKBPs et des CyPs, n’ont pas d’activit¢é immunosuppressive, démontrant que
l'activité PPlase et I’immunosuppression sont deux fonctions différentes impliquant la méme
molécule (Bierer et al., 1990a ; Sigal et al, 1991 ; Dumont ef al., 1992).

- La distinction entre activité PPlase et activité immunosuppressive a €té apportée par
des expériences sur des organismes inférieurs. Chez S. cerevisiae, la CsA et le FK506 sont

toxiques. Cependant, les levures présentant des délétions au niveau des genes des
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immunophilines sont encore viables et continuent a croitre dans des conditions normales
(Tropshug et al,, 1989 ; Heitman et al, 1991). Il semble donc que les activités PPlases ne
soient pas indispensables & la survie des eucaryotes inférieurs, et que D’effet 1étal des
immunosuppresseurs sur les levures n’est pas uniquement di a la perte de I’activité PPlase
mais a l'apparition d'une nouvelle activité en présence d'immunosuppresseur.

Ainsi ’inhibition de ’activité rotamase seule des immunophilines n’est pas suffisante

pour expliquer ’action des médicaments.

b. L’ activité immunosuppressive est dépendante de la formation des

complexes immunosuppresseur/immunophiline

Toutefois la formation du complexe immunosuppresseur/immunophiline reste une étape
indispensable a l'activité immunosuppressive de ces médicaments :

- Le 506BD, analogue structural de la rapamycine et du FK506, se fixe a la FKBP12 et
inhibe son activité PPlase mais ne possede aucune activité immunosuppressive. Cependant, il
agit comme antagoniste vis a vis des activités du FK506 et de la rapamycine (Bierer et al.,
1990a). Des résultats similaires ont été obtenus avec la [MeAlaG]-CsA qui en se fixant aux
CyPs entre en compétition avec la CsA et supprime ses effets inhibiteurs (Sigal et al., 1991).
Ces résultats distinguent la capacité & inhiber [’activité PPlase de Dactivité
immunosuppressive et suggérent aussi que le FK506, la rapamycine et la CsA doivent se fixer
aux FKBPs et aux CyPs pour exercer leur effet immunosuppresseur.

- L'utilisation de composés bifonctionnels, permettant un pontage covalent entre la CsA,
les CyPs et la calcineurine, montre que la CsA seule se fixe bien aux CyPs mais pas a la
calcineurine. Par contre, en présence de CyPs, une interaction calcineurine/CsA est détectable
(Ryftel et al., 1993).

- Les CyPs complexées a la CsA font intervenir des résidus des deux molécules pour
former un motif composite reconnu par la calcineurine (Etzkorn et al.,, 1994). Le complexe
FKBP/FK506 formerait un motif composite présentant une homologie conformationnelle avec
celui du complexe CyP/CsA, ce qui expliquerait que ces deux complexes se fixent a la méme
protéine bien que individuellement les immunophilines et les hnmuﬁosuppressems ne
présentent respectivement aucune homologie entre eux.

- De méme, des expériences de mutations des génes FKBI (Koltin et al., 1991 ; Foor et

al., 1992) ou CYPI chez la levure (Tropschug et al., 1989) rendent ces souches résistantes aux
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FK506, rapamycine et CsA. Ces résultats confirment la nécessité de la formation d'un
complexe immunophiline/immunosuppresseur dans l'activité immunosuppressive des
médicaments.

Ainsi, ces immunosuppresseurs, CsA, FK506 et rapamycine, agissent en formant un
complexe avec leurs immunophilines intracellulaires respectives pour moduler I’activité d’une

molécule cruciale du signal de transduction.

c. Les immunophilines impliquées dans I’ immunosuppression

Les isoformes des immunophilines associ€es a 1’activité immunosuppressive de la CsA
et du FK506 dans les cellules de mammiferes et chez la levure ont été étudiées :

- La transfection et la surexpression de la CyPA ou de la CyPB dans les cellules T Jurkat
augmentent la sensibilité¢ au médicament, suggérant que la CyPA ou la CyPB peuvent étre
associées aux effets de la CsA. Si ces résultats sont compréhensibles pour la CyPA en raison
de sa localisation cytosolique, I’implication de la CyPB est plus surprenante étant donné sa
compartimentation. Les auteurs ont donc supposé qu’il existait une fraction cytosolique de
CyPB, soit naturelle, soit provoquée par la surexpression de cette protéine, ou que cette
protéine agissait sur 1’activité de la calcineurine par une voie indirecte. En effet, Bram &
Crabtree (1994) ont montré qu'au cours de 'activation du lymphocyte, la CyPB interagit avec
la CAML (Calcium-signal Modulating cyclophilin Ligand), régulant I’induction des flux
calciques et I'activation de la calcineurine. Alors que le complexe CyPC/CsA se fixe et inhibe
in vitro ’activité de la calcineurine, il n’est pas associé¢ & I’immunosuppression in vivo,
probablement en raison de sa localisation dans le réticulum endoplasmique, compartiment ne
permettant pas une interaction physique entre la CyPC et la calcineurine cytosolique.
Cependant, la construction d’une protéine chimére de la CyPC contenant les extrémités
spécifiques de la CyPB restaure une activité immunosuppressive en présence de CsA. Ces
travaux suggerent que les séquences non homologues de la CyPB dirigent cette isoforme dans
des compartiments particuliers, différents de ceux de la CyPC, et ou elle peut agir sur
I’activité de la calcineurine (Bram et al., 1993).

- Des expériences similaires ont permis d'identifier les isoformes des FKBPs impliquées
dans I’activité immunosuppressive du FK506. Seule la FKBP12 peut étre associée a 1’activité

du FK506. En effet, ni la FKBP13, localisée dans le réticulum endoplasmique, ni la FKBP25,
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localisée dans le noyau, ne peuvent interagir physiquement avec la calcineurine (Bram et al.,
1993).

- L’isoforme des FKBPs nécessaire a l’activit¢ de la rapamycine pourrait étre la
FKBP12. En effet, chez la levure les effets antiprolifératifs de la rapamycine sont induits par
I’homologue FKBI1 de la FKBP12. De plus, la délétion du géne FKBI rend ces cellules
résistantes a la rapamycine (Koltin ez al., 1991).

Ainsi, les immunosuppresseurs seuls ne seraient que des pro-médicaments. Une fois liés
a leurs immunophilines respectives, les complexes pourraient s’associer avec une autre

molécule cible dans la cellule et devenir alors effectifs.

2- Cibles des complexes immunophiline/ immunosuppresseur

Les complexes CsA/CyPs et FK506/FKBPs inhibent 1'activation des lymphocytes en
bloquant la transmission d'événements précoces dans la cellule. Des travaux ont montré
I'implication dans ces phénomenes d'une phosphatase, la calcineurine. Le complexe
rapamycine/FKBP ne modifie pas I’activité de la calcineurine. Cependant, le traitement a la
rapamycine affecte les activités d’autres molécules du signal intracellulaire, incluant la p70 S6
kinase, la cdc2 kinase et la cdk2 kinase. La cible directe du complexe rapamycine/FKBP

reliant ces activités serait une protéine a activité PI-4 kinase.
a. La calcineurine, cible des complexes CsA/CyPA et FK506/FKBPI12

La CsA et le FK506, de structures différentes et se fixant & des immunophilines de
familles différentes, partagent le méme spectre d’action avec la méme protéine cible : la
calcineurine.

o - Mise en évidence

En 1991, Liu et al ont montré que les complexes CsA/CyP et les complexes
FK506/FKBP se lient a la sérine/thréonine phosphatase Ca®*-, calmoduline- dépendante. Le
médicament seul, les immunophilines seules, ou le complexe FKBP12/Rapamycine ne se lient
pas a la calcineurine. De plus, Friedman & Weissman (1991) ont démontré que le complexe
CyPC/CsA se lie in vitro a deux protéines, identifiées aux sous-unités de la calcineurine.

La calcineurine est une protéine hétérodimérique composée d’une sous-unité catalytique
de 59 a 61 kDa (CnA), qui contient l'activité enzymatique et le site de fixation de la
calmoduline, et d’une sous-unité régulatrice de 19 kDa (CnB). Des expériences de délétion de

certaines séquences de la CnA ont permis de mieux visualiser le site d'interaction entre la
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calcineurine et les complexes CyP/CsA. Ainsi, les sites d'auto-inhibition et de fixation de la
calmoduline ne sont pas nécessaires a la formation du complexe ternaire. Par contre, une
partie du site catalytique de la CnA est directement impliqué dans les interactions. La présence
de la CnB est indispensable, mais cette sous-unité seule n'est pas suffisante pour former un
complexe (Haddy et al., 1992 ; Swanson et al., 1992 ; Clipstone et al., 1994). Par mutagénese
dirigée, la région de la CnA interagissant directement avec les complexes CyP/CsA a pu étre
localisée. Ce domaine contient le site d'interaction avec la CnB, confirmant sa présence
nécessaire dans les interactions avec les complexes CyP/CsA (Husi & Zurini, 1994).

D’autres arguments sont en faveur avec ’hypothése que la calcineurine est la cible
sensible a la CsA et au FK506 dans les cellules T :

- Des analogues non-immunosuppresseurs de la CsA et du FK506, comme la [MeA1a6]-
CsA, le 506BD ou le L-685,818, n’inhibent pas 1’activité phosphatase de la calcineurine,
malgré leur fixation aux immunophilines, corrélant la nécessité de I’inhibition de 1’activité de
la calcineurine pour I’immunosuppression (Liu et al., 1991 ; Dumont ef al., 1992 ; Liu ef al,
1992 ; Nelson et al., 1993). L’inverse est également vrai : des analogues de la CsA, comme la
[MeBm,t']-CsA, fixant faiblement les CyPs mais fixant avec une forte affinité la calcineurine,
conservent leur activité immunosuppressive (Liu et al., 1992 ; Nelson ef al., 1993).

- La DIsy (concentration en médicament nécessaire pour avoir 50% d’inhibition de
I’activité mesurée) du FK506 et de la CsA pour inhiber ’activité de la calcineurine est
corrélée avec la DIsyp de I’inhibition de la production de I’'IL2 (Fruman et al., 1992b), de
I’apoptose (Fruman et al, 1992a) et de la dégranulation des lymphocytes T cytotoxiques
(Dutz et al., 1993).

- La surexpression de la calcineurine dans les cellules de la lignée T Jurkat résulte en
une diminution de sensibilité a la CsA et au FK506 (Clipstone et al., 1992 ; O’Keefe et al.,
1992).

- La rapamycine n’inhibe pas I’activité de la calcineurine mais déplace ’inhibition par le
FK506 (Fruman et al., 1992b).

- Enfin, le traitement de cellules par la CsA ou le FK506 inhibe uniquement 1’activité
phosphatasique de la calcineurine et non celle d’autres sérine/thréonine phospatases telles que
la PP1, la PP2A et la PP2C (Fruman et al., 1992b).
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B - Mode d’action moléculaire de la CsA et du FK506

La calcineurine posséde une activité phosphatase Ca®*-dépendante, et I'activité
inhibitrice des immunosuppresseurs est sans doute directement reliée a des défauts de
déphosphorylation des substrats potentiels de cette enzyme.

Un de ses substrats caractéristiques est la sous-unité cytosolique du facteur de
transcrition NF-AT spécifique des lymphocytes T, nommée NF-ATc (Jain et al, 1993). Le
NF-ATc est une protéine de masse moléculaire apparente de 110-140 kDa dans le lymphocyte
quiescent, et de 90-120 kDa dans le lymphocyte activé, la perte de masse étant due a sa
déphosphorylation in vivo (McCaffrey et al, 1993a). Ce facteur joue un role clé dans
l'expression de I'TL2, en se fixant sur la région promotrice du geéne de cette cytokine. En effet,
le NF-ATc déphosphorylé s'associe entre autres aux protéines nucléaires c-fos et c-jun, pour
former un complexe actif (Jain et al., 1992 ; McCaffrey et al., 1993b ; Jain ef al., 1993). Cette
interaction nécessite la translocation du NF-ATc du cytosol vers le noyau. C'est en inhibant
I'étape cruciale de déphosphorylation du NF-ATc que la CsA et le FK506 inhibent les
processus permettant sa translocation dans le noyau et inhibent son activité transcriptionnelle
(Flanagan et al., 1991 ; Liu et al., 1992).

Les facteurs de transcription Oct-1 et NFxB sont également sensibles & la CsA et au
FK506, et représentent des cibles potentielles de la calcineurine (Mattila e al., 1990 ; Randak
etal, 1991).

Dans les lymphocytes T, l'inhibition de la dégranulation et de I'apoptose est corrélée a
I'inactivation de la calcineurine (Fruman et al, 1992a). De méme dans les lymphocytes B, la
CsA protége de l'apoptose provoquée par des anticorps anti-immunoglobulines de surface ou
par des ionophores, en inhibant l'activité de la calcineurine. Par contre, l'acide okadaique qui
inhibe l'activité des PP1, 2A et 2C, n'a aucun effet. Ces résultats suggérent que la calcineurine
contrdle les mécanismes d'apoptose dans les cellules B et T, mais que son substrat reste a étre

déterminé (Bonnefoy-Berard ef al., 1994).
b. La cible du complexe FKBP12/rapamycine

o - Les activités kinases inhibées par la rapamycine
Bien que l'activation des PTKs et des MAP kinases soient des événements précoces
associés a plusieurs récepteurs de facteurs de croissance, I’activité de ces kinases apparait non
affectée par la rapamycine (Price et al.,, 1992). Un événement plus tardif dans ces voies de

transduction est la phosphorylation et 1’activation des S6 kinases, qui phosphorylent la



69

protéine S6 du ribosome 40S impliquée dans l'initiation de la traduction des ARNm. Deux
familles de S6 kinases sont connues : la famille des p85 (rsk) et des p70. La rapamycine ne
bloque que la phosphorylation et 1’activation de la p70 Sé6 kinase et non celle de la p85 S6
kinase (Kuo et al,, 1992 ; Terada et al., 1992). Dans les cellules T, la rapamycine inhibe
I’activation de la p70 S6 kinase induite par I’'IL2 a des concentrations identiques a celles
nécessaires pour inhiber la prolifération. L’activité de la p70 S6 kinase apparait étre
importante pour la prolifération cellulaire. En effet, la croissance de fibroblastes est inhibée
par microinjection d’anticorps bloquants de la p70 S6 kinase (Lane er al., 1993).

Le traitement 4 la rapamycine inhibe également I’activation de la p34°® kinase,
protéine impliquée dans le contrdle du cycle cellulaire (Morice et al., 1993), I’activation de
cdk2 (cyclin-dependent kinase?2) et la formation des complexes fonctionnels cyclineD/cdk2
dans la lignée cellulaire d’osteosarcome (Albers et al., 1993). Cependant il n’est pas encore
connu si ces cibles sont des composants d’un signal commun ou si elles meénent a des voies
différentes faisant intervenir la cible directe de la rapamycine.

Ces résutats suggérent que le complexe rapamycine/FKBP n’interagit pas directement
avec la p70 S6 kinase, la p34° kinase, ni avec le complexe cycline D/cdk2. 11 est possible
que la cible directe de la rapamycine soit une kinase ou une phosphatase en amont qui

régulerait la phosphorylation de la p70 S6 kinase et de la p34°% kinase.

B - Cible potentielle de la rapamycine

Chez S. cerevisiae, la rapamycine provoque comme chez le lymphocyte T, un arrét du
cycle cellulaire et empéche la progression vers la phase S. La levure posséde également la
calcineurine et les analogues des FKBPs et des CyPs des mammiféres codés par les génes
FKBI et CYPI. Ce qui fait de la levure un bon modéle pour étudier les voies inhibées par la
rapamycine dans le lymphocyte (Cardenas et al., 1994).

Des études génétiques chez la levure, ont permis d’impliquer les produits des génes
TOR1 et TOR2 (Target Of Rapamycin) comme cibles du complexe FKBP/rapamycine. Des
mutations des génes TORI et TOR2 conférent une résistance a la rapamycine (Lorenz &
Heitman, 1995). De plus, des expériences de non complémentation non-alléliques réalisées
entre des mutations de TOR2 et FKBI en présence de rapamycine, suggérent une interaction
directe entre le complexe rapamycine/FKBP12 et TOR2 (Kunz et al., 1993).

Les génes TORI et TOR?2 ont été clonés et présentent de fortes homologies de séquences
entre eux (67% d’identité) (Cafferkey ef al., 1993 ; Kunz et al., 1993). TOR?2 est essentiel a la
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survie de la levure alors que TOR! ne ’est pas. Les domaines C-terminaux des protéines TOR
partagent des séquences similaires avec des enzymes de mammiferes qui phosphorylent des
phosphatidyl-inositols, en particulier la sous-unité catalytique de la PI-3 kinase et la PI-4
kinase (Hiles et al., 1992 ; Flanagan et al., 1993). Par immunoprécipitation, Cardenas &
Heitman (1995) ont montré que TOR2 posséde une activité PI-4 kinase, activité non inhibée
par la fixation du complexe FKBP/rapamycine.

De récentes études ont permis d’identifier ’homologue mammifere de TOR (mTOR),
aussi appelé RAFT1 (Rapamycine and FKBPI2 target-1), FRAP (FKBP-rapamycine-
associated protein). mTOR partage 39 et 46% de séquence identique avec les protéines TOR
de la levure et fixe le complexe rapamycine/FKBP12 (Brown et al, 1994 ; Sabatini et al.,
1994 ; Sabers ef al., 1995).

De méme que TOR2, mTOR posseéde une activit¢ PI-4 kinase non inhibée par le
complexe FKBP12/rapamycine (Sabatini et al, 1995). Le complexe FKBP12/rapamycine
pourrait cependant affecter I'activité PI-kinase en altérant la localisation intracellulaire de cette
enzyme et empécher 'accés a ses substrats lipidiques, les PI-3-P localisés a la membrane. Ce
complexe pourrait également inhiber des modifications post-translationnelles de mTOR, telles
que des phosphorylations qui seraient nécessaires a son activité.

Dans les cellules de mammifére, trois candidats ont été identifiés pour étre les cibles en
aval de ’activité de TOR. Le traitement a la rapamycine empéche en effet 1’activation de la
p70 S6 kinase, celle de la p34°9° kinase et l'association des complexes cycline D/cdk2.

Les études sur la rapamycine et les fonctions de mTOR permetteront de dévoiler une
cascade de signaux de transduction régulant la progression de la cellule dans le cycle, qui est
conservée de la levure 4 I’Homme.

Les modes d’actions des 3 immunosuppresseurs sont résumés dans la Figure 9.

lll- HETEROGENEITE DE LA REPONSE A LA CSA

L’utilisation clinique de la CsA est compliquée par une grande variabilité intra- et
interindividuelle dans sa pharmacocinétique. De plus, sa faible marge thérapeutique ainsi que
le risque de nombreuses interactions médicamenteuses rendent nécessaire un suivi
thérapeutique chez les malades traités par ce médicament. Plusieurs facteurs contribuent a

I’hétérogénéité de la réponse & ce médicament.
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Figure 9 : Cibles de la CsA, du FK506 et de la rapamycine dans I'inhibition
de la synthése de I'IL2 et la prolifération lymphocytaire.
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Dans ce chapitre, nous nous limiterons a la CsA couramment utilisée en clinique et dont
les données pharmacologiques sont bien décrites dans la littérature. Au contraire, le FK506 et

la rapamycine sont au stade d'essais cliniques ou précliniques.

A- Pharmacocinétique et métabolisme

1- Absorption

La CsA est habituellement administrée par voie orale (Sandimmun, ®), a raison de 6 a
15 mg/kg/jour, en association avec de I’huile de ricin polyoxyéthylénée, le Crémophor.

Son absorption intestinale est lente, incompléte et trés variable d’un individu a un autre.
Elle nécessite la présence de sels biliaires et elle est modifiée dans le cas d’une mauvaise
fonction hépatique. Le pic de concentration dans le sang ou le plasma est maximale entre 1 et

6 heures apres la prise orale.

2- Distribution
a. Distribution dans les tissus

Sa distribution est rapide avec une concentration tissulaire élevée pour les tissus
adipeux, le foie et les reins. Les organes riches en leucocytes tels que thymus, moelle osseuse,
rate ont également une concentration en CsA supérieure a celle mesurée dans le sang. Par
contre, la concentration en CsA mesurée dans le cerveau est inférieure 4 la concentration
sanguine, ce qui indique que la CsA ne pénétre pas la barriére hémato-encéphalique

(Lindholm, 1991a).
b. Distribution dans le sang et le plasma

o - Liaison érythrocytaire

La CsA circulante se distribue dans les différents compartiments du sang (Figure 10).
On la retrouve de fagon prépondérante (60%) dans les globules rouges. Ce pourcentage reste
constant dans la gamme des concentrations thérapeutiques jusqu’a 1000 ng/ml. Au dela, le
rapport sang/plasma évolue de fagon non linéaire en raison d’un phénomene de saturation des
hématies. La protéine responsable du mécanisme de saturation érythrocytaire est la CyPA.
Cette fixation dépendante de la température présente un Kd de 100 nM (Foxwell et al,
1988a).
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B - Liaison aux protéines plasmatiques

33% de la CsA circulante dans le sang sont fixés sur les protéines plasmatiques
(Lindholm, 1991a ; Barre, 1992) dont 27,5% sur les lipoprotéines, ce qui représente dans le
plasma :

- 85 4 90% de la CsA sont fixés sur les lipoprotéines. Parmi les lipoprotéines, la
majorité de la CsA est associée aux HDL.

- 5 a 15% sont fixés sur les autres protéines essentiellement 1’albumine. Récemment
Allain et al. (1995) ont mis en évidence la présence d’une CyPB sécrétée dans le plasma & une
concentration de 150 + 80 ng/ml, ce qui suggere que le complexe CyPB/CsA pourrait étre la

forme disponible du médicament pour les cellules.

v - Liaison aux autres cellules du sang

Les proportions de CsA liée aux polymorphonucléaires et aux lymphocytes sont
respectivement de 4 et 5 % (Barre, 1992). Les concentrations de CsA dans les cellules
mononucléées sont 1000 fois plus importantes que dans les hématies. Les phénoménes de
saturation dans ces cellules ne commencent a survenir que pour des concentrations supérieures
a 8000 ng/ml (Lindholm, 1991a). La fixation intralymphocytaire est réversible et est
caractérisée par une capacité de fixation de 7 pmol/10° cellules (Ryffel er al., 1982) et une
constante de dissociation kd de 100 nM. La quantité de CsA circulante localisée dans les
lymphocytes est négligeable en regard de celle présente dans les érythrocytes mais elle est
déterminante puisque seule cette fraction est responsable de 1’activité immunosuppressive.
Dans les cellules, la CsA se répartie dans les fractions membranaire (Legrue et al., 1983),

cytosolique et nucléaire :

— Récepteurs membranaires de la CsA :

¢ Des études comparées de fixation et d’incorporation de la CsA dans des liposomes et
des lymphocytes ne permettaient pas de conclure en ’existence de récepteurs spécifiques et
suggéraient que le médicament diffusait passivement a travers la bicouche lipidique en raison
de sa nature lipophile (Legrue ef al., 1983). Toutefois, Cacalano ef al. (1992) et Erlanger et al.
(1992) suggerent que la CsA entre dans la cellule par 1’intermédiaire d’un récepteur
membranaire. Par I'utilisation d'un dérivé macromoléculaire hydrosoluble de la CsA, ils ont
montré que les lymphocytes T et B, les thymocytes et les celiules de lignées T
lymphoblastiques s’agglutinent spécifiquement alors qu’aucune agglutination n’est observée

avec des cellules épithéliales HeLa, Vero et Cos. Cette agglutination est inhibée par un
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décapage membranaire a la trypsine, par un excés de CsA libre ou par des anticorps anti-CsA.
Cependant, aucune protéine correspondant & ce récepteur n’a pu étre caractérisée a la surface
des lymphocytes.

e La CsA se fixe a la P-glycoprotéine de 170 kDa (P-gp ou gp170) (Foxwell et al,
1989). La P-gp est surtout représentée a la surface des cellules cancéreuses et normalement
présente a la surface des hépatocytes, des cellules du rein et des cellules mononucléées du
sang en quantité variable en fonction des différentes populations (Chaudhary et al.,, 1992). La
P-gp codée par le géne mdr-1 (multidrug resistant) agit en expulsant hors de la cellule les
substances hydrophobes comme les anti-cancéreux et la CsA, phénomene appelé MDR pour
Multidrug resistance. La fonction MDR est elle-méme inhibée par la CsA ce qui explique son
utilisation en temps qu’agent révertant dans le traitement anti-cancéreux in vitro et en thérapie
clinique (Tamai & Safa, 1991). Des auteurs ont cependant montré que le traitement a la CsA
augmentait I’expression de la P-gp a la surface des cellules MDCK (cellules de tubules rénaux
de chien). Ces résultats suggérent que la CsA pourrait favoriser un mécanisme de

détoxification (del Moral et al., 1995).

— Récepteurs intracellulaires de la CsA:

La CsA interagit avec de nombreuses protéines intracellulaires, mais la plupart de ces
récepteurs ne sont pas spécifiques. En effet, la calmoduline (Colombani et al., 1985 ; Foxwell
et al., 1988b), I’actine et I’hsp70 (Moss et al., 1992) fixent la CsA ainsi que ses analogues non
immunosuppresseurs avec des affinités semblables. De plus, la quantité
d’immunosuppresseurs nécessaire pour bloquer ’activité de la calmoduline est trés supérieure
a celle utilisée en immunosuppression (Legrue et al., 1986 ; Foxwell et al., 1988b).

Mais les récepteurs prioritaires de la CsA sont bien siir les CyPs. Elles sont représentées
dans tous les compartiments cellulaires par des isoformes différentes et peuvent donc

influencer la distribution et I’activité du médicament.

S - Forme libre
Seule une faible fraction, environ 0.5%, de la CsA circulante se trouve sous forme libre

dans le plasma (Lindholm, 1991a ; Barre, 1992).

3- Métabolisme

La CsA est métabolisée dans le foie par plusieurs isoenzymes du cytochrome P450 et est

principalement éliminée par voie biliaire. Le métabolisme de la CsA est dépendant du
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NADPH. Les réactions impliquées sont des hydroxylations et des N-déméthylations, des
cyclisations et des oxydations. La plupart des métabolites deviennent inactifs et ne contribuent

pas aux effets cliniques de la CsA (Kronbach et al., 1988).

autres
protéines 5%

VLDL 0,5%
LDL 8%

Forme libre 0,5%

{ Hématies
57%

Figure 10 : Distribution de la CsA dans le sang total (Lindholm, 1991a)

B- Marge thérapeutique

La fourchette thérapeutique de ce médicament, en considérant le taux résiduel, est
comprise entre 50 et 300 ng/ml. Celle-ci peut varier en fonction du type de transplantation et
de son ancienneté. Des doses inférieures font encourir un risque de rejet alors que des doses
élevées font craindre des manifestations de toxicité.

Comme toute molécule trés active, la CsA induit des effets secondaires indésirables.
Mais avec le recul, sa toxicité est mieux connue et controlée.

- La dysfonction rénale constitue I’effet secondaire majeur et incontournable de ce
médicament. Les deux formes de toxicité, aigu€ et chronique, dépendent directement de la

dose. La dysfonction aigu€ provoque une altération de la fonction rénale et est totalement
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réversible lors de la diminution de la dose. Cette néphrotoxicité est le résultat d’une
vasoconstriction pré- et post-glomérulaire déclenchée par une augmentation de la production
de thromboxane A; et d’endothéline. La toxicité chronique, la plus grave, provoque des
lésions vasculaires et des altérations morphologiques des tubules rénaux d’ou une
hypertension. Le surdosage chronique (doses cumulatives élevées) semble jouer un role
important dans I’apparition de ce type de toxicité.

- L’hypertension artérielle est aussi fréquente chez les transplantés sous CsA. -

- La dysfonction hépatique, rare et réversible, survient a de fortes doses de médicaments.

- D’autres effets secondaires sont observés comme ’hyperplasie gingivale, 1’hirsutisme.
La survenue d’une neurotoxicité avec crises convulsives sont plus rares. A I’opposé, I’atteinte
neurologique périphérique est fréquente surtout en cas de surdosage (tremblements...).

- Quant a ’augmentation des risques infectieux, et du risque de néoplasies telles que
leucémies, lymphomes B, elle est plus en relation avec le niveau global d’immunosuppression
que du fait de la CsA.

Certains médicaments peuvent avoir des conséquences sur le traitement a la CsA. En
effet, certaines interactions médicamenteuses peuvent perturber le métabolisme de la CsA
entrainant d’éventuels sous-dosages et faisant encourir un risque de rejet ou des sur-dosages
potentialisant sa toxicité.

Cette variabilité impose que pour chaque patient soit définie un fourchette
thérapeutique, au sein de laquelle I’efficacité maximale soit obtenue pour un risque minimum

(Lindholm, 1991b).

C- Variations de sensibilité a la CsA

Outre une marge thérapeutique étroite, la CsA montre des variations de sensibilité inter-
et intra-individuelles. Cette hétérogénéité de sensibilité peut intervenir & plusieurs niveaux.
Elle peut étre due a une susceptibilité différente de la cellule cible, en l'occurrence le

lymphocyte T, ou a des différences de disponibilit¢ du médicament.

1- Sensibilité inter-individuelle a la CsA

Une hétérogénéité de la réponse lymphocytaire a I’effet immunosuppresseur de la CsA a
été constaté lors du traitement des transplantés et rapportés dans des études in vitro (Sander et

al., 1986 ; Bowes et al., 1989 ; Povlsen et al., 1990). La réponse lymphocytaire est mesurée in
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vitro par estimation de la dose nécessaire pour inhiber a 50% (DIS50) la prolifération des
lymphocytes, 1’expression de 1’IL2 et I’apparition de marqueurs membranaires tels que le
CD25, induites par un alloantigéne ou un anticorps anti-CD3. Les DI50 mesurées vont de 10
ng/ml a plus de 1000 ng/ml de CsA. Récemment, Masy et al. (1994) ont établi trois groupes
d’individus classés arbitrairement en fonction de leur réponse & la CsA. 60% sont considérés
comme "bons répondeurs” avec une DISO < 200ng/ml de CsA, 20% comme "répondeurs
intermédiaires” avec 200 < DI50 < 400 ng/ml et 20% comme "résistants” avec une DIS0 >
400ng/ml. Cette hétérogénéité de la réponse a la CsA pourrait s’expliquer par une variabilité
d’incorporation du médicament dans les lymphocytes, observée par Povlsen et al. (1990) mais
celle-ci n’est pas corrélée avec son activité immunosuppressive. D’autres facteurs cellulaires

et extracellulaires doivent donc intervenir.

2- Sensibilité intra-individuelle a la CsA

a. Phénotype lymphocytaire de la réponse

Méme si la CsA agit sur les lymphocytes T, tous ne sont pas sensibles de la méme fagon
au médicament. En effet, les lymphocytes T sont trés hétérogénes chez un méme individu, tant
au niveau de leur degré de maturation que de leur activité.

Au niveau de la maturation, on oppose le lymphocyte naif au lymphocyte éduqué qui se
distingue par des critéres phénotypiques et fonctionnels, en particulier au niveau de la
diversification de sécrétion des interleukines et une réactivité¢ plus grande a la restimulation
pour les lymphocytes éduqués (Akbar et al, 1991). Chez les lymphocytes T, les cellules
naives expriment 'isoforme CD45RA, alors que les lymphocytes mémoires expriment le
CD45RO. Les cellules CD4/CD45RA caractérisent les cellules inductrices de suppression
alors que les cellules CD4/CD45RO aident a la synthése d’immunoglobulines par les
lymphocytes B. La CsA inhiberait davantage les cellules naives, dont leur prolifération est
dépendante de I’IL2, que les cellules mémoires qui ont diversifiées leur panel de production
d’interleukines et ne sont plus dépendantes de I’IL2 (Byrne et al., 1988).

En ce qui concerne les lymphocytes T CD8, ils se distinguent en cellules cytotoxiques et
en cellules suppressives. La CsA agirait sur les lymphocytes T CD8 cytotoxiques en inhibant
la prolifération dépendante de I'IL2 mais aussi en inhibant 1’exocytose de leurs granules
(Ferrini et al., 1986 ; Trenn et al., 1989). Elle serait par contre, sans effet sur les lymphocytes
T CD8 a activité suppressive (Bucy et al., 1988).
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b. Voies de transduction impliquées dans [’activation des lymphocytes

o - Voies sensibles a la CsA

Par surexpression de la calcineurine, les cellules deviennent résistantes a la CsA,
suggérant que le taux faible de cette enzyme dans les lymphocytes peut étre en partie
responsable de I’action sélective de la CsA (O’Keefe et al, 1992 ; Clipstone & Crabtree,
1992). Toutefois, certains types cellulaires exprimant des taux semblables de calcineurine ne
présentent pas la méme sensibilité a la CsA que les cellules T. Mais il faut distinguer activité
enzymatique et abondance protéique. En effet, dans le cerveau et le foie, organes riches en
calcineurine, 1’activité phosphatase est plus faible que dans la rate et le thymus (Katagiri et al.,
1993).

Enfin, la sélectivité d’action de la CsA pourrait s’expliquer par la présence sélective
dans les cellules lymphoides du NF-AT, substrat de la calcineurine (Mc Caffrey et al., 1993b).
Cependant, la calcineurine, de répartition ubiquitaire, posséde d’autres substrats non sélectifs
qui pourraient étre potentiellement inhibés par la CsA.

D’autres voies de transduction, comme la voie impliquant la PKCf, sont également
sensibles a la CsA. Cette voie, conduisant a la formation d’acides gras polyinsaturés comme
second messager, est entierement inhibée par 200 ng/ml de CsA (Szamel et al., 1993). Elle est
également impliquée dans la transmission du géne de I'IL2, ce qui en fait une voie paralléle a

celle de la calcineurine.

B - Voies résistantes a la CsA

Certaines voies de transduction sont connues pour étre insensibles a la CsA. Les voies
faisant intervenir la PKCa et les sérine/thréonine phosphatases autres que la calcineurine ne
sont pas affectées par la CsA (Fruman et al.,, 1992b ; Liu et al., 1992). De méme, le signal
induit par I’engagement du CD28 n’est pas bloqué par la CsA. Le facteur de transcription
CD28RC n'apparait que lors d’une co-stimulation CD3/CD28. La voie CD28 augmente la
réponse proliférative des lymphocytes en augmentant la stabilité des ARNm des interleukines
et en augmentant le taux de transcription du géne de I’IL2 et d’autres interleukines. De plus,
elle augmente la résistance des cellules a 1’action de la CsA (Fraser ef al., 1991). Ainsi les
différences individuelles de réponse peuvent donc se situer, soit au niveau de la représentation
des sous-populations CD28+ parmi les lymphocytes T, soit au niveau de la densité
d’expression du CD28 ou de son contre-recepteur (B7/BB1) a I’état basal ou aprés

stimulation, soit au niveau de la signalisation, notamment une intensité différente de
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production des seconds messagers de la voie CD28. Toutefois, Masy et al. (1994) n’ont pas
mis en évidence de relation directe entre 1’engagement de la voie CD28/B7-BB1 et les

variations inter-individuelles des réponses a la CsA.

c. Les facteurs intracellulaires influengant la réponse

La concentration ainsi que la compartimentation relative de la CyPA et de la CyPB dans
la cellule peut influencer la sensibilité cellulaire vis & vis de la CsA. En effet, les cellules
MRCS, lignée fibroblastique résistante & la CsA, présentent une concentration en CyPB
supérieure a celle de la CyPA (Foxwell et al, 1992), alors que les lymphocytes, cellules
sensibles a la CsA, ont une concentration en CyPA supérieure a celle de la CyPB (Allain et
al., 1995). Ces résultats sont en accord avec le fait que la CyPA est le récepteur majoritaire de
I’immunosuppression dans les lymphocytes.

De plus, la surexpression des CyPA et CyPB provoque une augmentation de sensibilité
a la CsA in vivo (Bram et al, 1993). L’implication de la CyPA n’est pas surprenante, étant
donné son abondance et sa colocalisation avec la calcineurine dans le cytosol. La CyPB, en
association avec la CAML, interviendrait dans la régulation du flux calcique lors de
’activation (Bram & Crabtree, 1994). La CsA bloquerait alors les voies de transduction Ca**-
dépendantes, en particulier, celle impliquant la calcineurine. Par contre, la surexpression de la
CyPC n’a aucun effet sur la sensibilité¢ & la CsA. Cependant, la construction d’une CyPB
chimérique flanquée des extrémités N- ou C-terminales de la CyPC abolit son activité dans
Pimmunosuppression. Ces résultats suggérent que les peptides spécifiques de la CyPB
interagissent directement dans les mécanismes sensibles a la CsA (Bram ef al., 1993).

La présence de la P-gp a la surface des lymphocytes T CD4, moins abondante que sur
les lymphocytes T CD8, (Chaudhary et al., 1992) peut également influencer la réponse a la
CsA. Tout comme avec d'autres substances hydrophobes, la P-gp se comporte comme un
transporteur de la CsA et exporte activement ce médicament. Des différences individuelles
d'expression de la P-gp peuvent étre responsable de phénomeénes de résistance par épuration

de la CsA hors de la cellule (Saeki ef al., 1993).

d. Les facteurs extracellulaires influengant la réponse
Dans le plasma, la CsA circulante est largement associée a des protéines plasmatiques,
en particulier les lipoprotéines. De ce fait, des changements dans la concentration des
lipoprotéines peuvent altérer la pharmacocinétique de la CsA, en affectant sa distribution dans

le sang et son métabolisme dans le foie. Ainsi, la clairance et le volume de distribution de la
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CsA diminuent lorsque la concentration en lipoprotéines augmente. Les lipoprotéines
joueraient donc un réle important dans la pharmacocinétique de la CsA par 1’intermédiaire de
leur récepteur membranaire (Lindholm, 1991a ; Barre, 1992).

D’autres protéines plasmatiques ont été identifiées comme jouant un rdle important dans
’activité anti-inflammatoire de la CsA :

- Dans la littérature, il a été montré 1’existence de CyPs sécrétées (Ryffel et al., 1991;
Spik et al., 1991 ; Davis et al., 1991 ; Allain et al, 1995 ; Billich et al., 1997). Certaines
d’entre elles présentent des activités chimiotactiles et inflammatoires, activités inhibées en
présence de CsA (Sherry et al., 1992 ; Xu et al., 1992).

- L'TL8 est une cytokine trés importante dans les mécanismes inflammatoires. Elle induit
le chimiotactisme, 1’activation et la dégranulation des neutrophiles et des lymphocytes in
vitro. In vivo, elle est responsable de I’accumulation massive de ces cellules sur les lieux de
I’inflammation. Récemment, Bang et al. (1993) ont montré que 1I’IL8 et les CyPs présentent
des épitopes similaires ou identiques, par réaction croisée avec un antisérum anti-IL8. Ces
similitudes sont confirmées par 1’analyse tridimensionnelle montrant de fortes homologies
entre les CyPs et le dimére IL8. Outre cette homologie structurale et une activité
chimioattractante commune, le dimére IL8 et les CyPs partagent la méme capacité a fixer la
CsA, mais avec une affinité moindre pour I’IL8. Cette propriété pourrait étre a 1’origine des
effets anti-inflammatoires de la CsA, par inhibition du chimiotactisme induit par cette
cytokine (Bang et al, 1993). Ainsi, ces CyPs extracellulaires & activité chimiotactique, tout
comme I’IL8 pourraient étre impliquées dans les mécanismes inflammatoires et par
conséquent dans les mécanismes anti-inflammatoires de la CsA.

De part leur capacité a fixer la CsA, ces différentes protéines pourraient affecter la

distribution de cette derni€re et ainsi son activité immunosuppressive.
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ACTIVITES BIOLOGIQUES DES IMMUNOPHILINES

I- ACTIVITE CHAPERONE, MISE EN CONFORMATION DE
PROTEINES

La nature ubiquitaire et hautement conservée des CyPs et des FKBPs suggére un rble
fondamentale dans le métabolisme cellulaire. Le fait que ces protéines possédent une activité
enzymatique PPlase, améne a spéculer qu’elles joueraient un réle dans le repliement de

protéines intracellulaires.

A- Repliement de protéines in vitro

In vitro, 1l a ét¢ montré que la CyPA catalyse ’isomérisation des liaisons prolyls. En
effet, I’activité PPlase de cette enzyme permet d’accélérer la renaturation de petites protéines,
telles que la RNase A, préalablement dénaturées in vitro, en catalysant 1’étape lente de
repliement des liaisons Xaa-Pro (Fischer & Bang, 1985). De plus, cette activité ferait
intervenir une spécificité de substrat, puisque la CyPA catalyse 1’isomérisation de la liaison
Phe22-Pro23 et non celle de la liaison Ala31-Pro32 dans la calcitonine (Kern ef al., 1993).

Une activité chaperone a également été suggérée pour la CyPA et le NK-TR. En effet,
I’addition de ces PPlases influence le pourcentage de protéines correctement conformées aprés
dénaturation, dans le cas du fragment Fab des immunoglobulines (Lilie et al, 1993) ou de
I’anhydrase carbonique II (Freskgard et al.,, 1992 ; Rinfret et al., 1994). La CsA inhibe cette
activité ce qui suggere que le site catalytique est impliqué dans cette propriété (Freskgard et
al, 1992). Cependant des travaux récents montrent que les mécanismes enzymatiques
impliqués dans la renaturation de I’anhydrase carbonique ne font intervenir que 1’activité
isomérase des CyPs, et non I’activité chaperone associée qui consisterait alors & protéger des
conformeres intermédiaires nécessaires au repliement progressif de la chaine peptidique (Kern
et al., 1994).

L'intervention des FKBPs dans la renaturation de protéines a beaucoup moins été

¢tudiée que pour les CyPs (Lilie et al,, 1993 ; Kern et al., 1993).
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B- Mise en conformation des protéines in vivo

1- Des preuves indirectes

Les premiéres expériences en faveur de l'intervention des CyPs dans la mise en
conformation de protéines in vivo ont été des démonstrations indirectes. En effet, la CsA
ralentit la mise en conformation du procollagéne I, provoque des modifications post-
translationnelles et augmente sa dégradation intracellulaire, ce qui amene a une diminution de
la production de collagéne I et III par les fibroblastes humains (Steinmann ez al., 1991). De
méme, la CsA retarde la maturation de la transferrine dans le réticulum endoplasmique et sa
sécrétion, a des concentrations en CsA qui n’affectent cependant pas celle d’autres protéines
par les cellules de la lignée hépatocytaire HepG2. Ces résultats suggerent que 1’étape initiale
du repliement de la transferrine est accélérée par une CyP puisqu’elle est inhibée par la CsA et
non par le FK506, ni par la rapamycine (Lodish & Kong, 1991).

Ces travaux ont été confortés par ceux de Price er al. (1994) et de Smith ef al. (1995).
En effet, Smith ez al. ont montré que la Hsp47 et la CyPB sont associées au procollagéne dans
le réticulum endoplasmique, suivent la voie de sécrétion et se dissocient progressivement en
fonction de I’état de maturation du procollagéne. Le traitement des cellules par la CsA
diminue le taux de CyPB lié au procollagéne, retarde la dissociation de I’Hsp47 du
procollagéne et la sécrétion de ce dernier, suggérant que la Hsp47 se libére du procollagéne
conformé en hélice. De méme, Price ef al. (1994) ont montré que les cellules HelLa et BHK
sécrétent plus rapidement la CyPB quand elles sont traitées par la CsA. Ainsi, la CsA entrerait
en compétition avec un ligand endogeéne de la CyPB tel que le procollagéne. Ces résultats
confirment ’hypothese que la CyPB interviendrait dans des étapes de la voie de sécrétion en
tant que chaperone pour des protéines destinées a la membrane ou 2 la sécrétion.

Des travaux réalisés chez S. cerevisiae sont également en faveur d’une activité
chaperone associée aux CyPs. En effet, dans des conditions de stress, comme lors de chocs
thermiques, il apparait une augmentation de synthése de la CYP1 cytoplasmique et de la
CYP2 du réticulum endoplasmique. Cette production accrue facilite alors la survie cellulaire
dans ces conditions de stress. Toutefois, les CyPs ne sont pas indispensables a la viabilité des
organismes inférieurs, puisque I’extinction de leurs génes ne nuit pas 2 la viabilité des cellules
dans des conditions normales (Koser et al., 1991 ; Tropschug et al., 1989). Cette sensibilité au
stress est semblable a celle observée pour les Hsp(s), ce qui peut s’expliquer par le fait que le

promoteur du géne de la CYP1 posséde une séquence consensus de réponse au stress, comme
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chez les Hsp(s). De plus, les mutants négatifs des CYP1 et CYP2 sont sensibles aux chocs
thermiques, ce qui démontre que ces protéines ont un role de Hsp chez la levure (Sykes e al.,

1993).

2- Réle de Nina A dans la mise en conformation des rhodopsines

Un des meilleurs modeles permettant d’étudier les fonctions biologiques in vivo des
CyPs est la protéine Nina A de la Drosophile.

Des mutations dans le gene Nina A de Drosophile causent des réductions dramatiques
du taux de rhodopsines, menant a la perte de fonctions visuelles (Shieh ez al., 1989 ; Stamnes
et al, 1991 ; Ondek et al., 1992). Dans les cellules photoréceptrices de la Drosophile de type
sauvage, le pigment visuel majeur rhodopsine 1 (Rhl) est synthétisé dans le réticulum
endoplasmique et est transporté via la voie de sécrétion vers les rhobdomeéres (organelles
sensibles a la lumiére) ou il intervient dans la transduction du signal. En absence de Nina A,
Rhl s’accumule dans le réticulum endoplasmique et n’est plus transporté vers les
rhobdomeres (Colley et al., 1991 ; Baker et al, 1994). La Rhl mal conformée pourrait étre
dégradée dans le réticulum endoplasmique, conduisant & une diminution du taux de
rhodopsine, caractéristique des mutants Nina A.

Nina A présente une spécificité de substrat vis a vis des rhodopsines. Elle se fixe
spécifiquement aux Rh1 et Rh2 (Stamnes ef al., 1991). Nina A et Rhl sont colocalisés dans
les vésicules de transport des cellules photoréceptrices (Colley ef al., 1991). De plus, NinaA et
Rh1 forment in vivo un complexe spécifique et stable, nécessaire a la maturation de Rhl vers
les thobdomeéres (Baker er al,, 1994). Ainsi, Nina A agit comme une protéine chaperone
escortant Rh1 a travers la voie de sécrétion.

Stamnes et al. (1991) ont montré que la rétine de vertébrés contient également une
protéine de 30 kDa semblable a2 Nina A. De plus, il existe chez ’Homme une maladie
héréditaire de la pigmentation de la rétine (Retinis Pigmentasa) provoquant une
dégénérescence de la rétine et menant & une éventuelle cécité. Cette maladie serait due a des
mutations dominantes dans le géne codant pour le pigment visuel rhodopsine, menant a une
mauvaise conformation. Ainsi, le processus de maturation faisant intervenir un complexe
protéique (Baker et al, 1994) est bloqué et la protéine s’accumule dans le réticulum

endoplasmique (Colley et al., 1995).
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ll-INTERACTION DES IMMUNOPHILINES AVEC DES PROTEINES
CIBLES

A- Protéines associées au Ca*

1- Interactions de la FKBP12 avec les canaux calciques intracellulaires

Les canaux calciques intracellulaires ou CRC (Ca®* released channel) sont une classe de
canaux caractérisés par leur grande masse moléculaire et une organisation symétrique. Il en
existe deux types, les récepteurs & Ryanodine (RyRs) et les récepteurs & IP; (IP3Rs) (Marks,
1996).

Les RyR sont organisés en tétrameéres, composés de 4 protoméres de 565 kDa, la
structure entiére faisant 2,3 10° kDa. On distingue deux isoformes de RyR : l'isoforme 1,
RyR,, isolée de la citerne terminale du réticulum sarcoplasmique du muscle squelettique et
Pisoforme 2, RyR,, isolée du réticulum sarcoplasmique du muscle cardiaque (Lam et al.,
1995). Ces deux isoformes sont impliquées dans la libération du Ca?* lors du couplage
excitation/contraction (Fleischer & Inui, 1989).

L’IP3R présente des homologies de séquence et des similitudes fonctionnelles avec les
RyRs (Mignery et al., 1989). 1 existe 3 types d’IP3-R. Le type 1 a été cloné a partir de tissus
humains (Harnick et al, 1995). Réciproquement, le type 2 et 3 partagent 69 et 64%
d’homologie avec le type 1 (Yamanoto-Hino et al., 1994). Les IP3-R sont formés de 3
domaines : un domaine de fixation du ligand dans I’extrémité N-terminale, un domaine couplé
entre la liaison de I'IP; et I’activation du CRC et une région C-terminale formant le canal
(Mignery et al., 1989).

Récemment des auteurs ont montré que ces 2 types de CRC étaient physiologiquement
associés avec la FKBP12 (Jayamaran et al., 1992 ; Cameron et al., 1995a).

Des études stoechiométriques ont montré qu’une molécule de FKBP12 est associée a
chaque molécule de RyR, soit 4 molécules de FKBP12 par tétrameére (Timerman et al., 1993).
Selon Brillantes et al. (1994), la FKBP12 augmente la coopérativité entre les 4 sous-unités du
RyR, rendant I’ouverture des canaux plus difficile et diminuant ainsi le temps d’ouverture. Le
FK506 et la rapamycine bloque cet effet stabilisant de la FKBP12. Les canaux sont alors
activés et libérent le Ca>* dans le cytoplasme. Cependant, les mutants FKBP12 dépourvus
d’activité PPIase ne perturbent pas l'activité des CRCs ce qui suggére que cet effet stabilisant
est indépendant de I'activité enzymatique (Timerman et al., 1995). La fixation de la FKBP12
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sur le RyR est réversible, dépendante de la température et présente un Kd de 0,3 pM, soit 10
fois supérieur & la concentration cytoplasmique de la FKBP12. Ainsi, dans les conditions de
température corporelle et de concentration myoplasmatique en FKBP12, I’échange entre la
FKBP12 et le RyR devrait étre rapide.

La cellule doit donc posséder un mécanisme de régulation afin de moduler la sensibilité
des CRCs au Ca®". Ainsi, I’IPsR posséde 3 sites de phosphorylation pour la PKC, la protéine
kinase II dépendante du Ca®* et de la calmoduline (CaMKII) et la kinase dépendante de
I’AMPc (PKA) (Ferris et al., 1991). La phophorylation/déphosphorylation pourrait réguler la
fonction de I’IPsR. En effet, la phosphorylation par la PKC et la CaMXkII augmente 1’effet de
I’IP; dans la stimulation du flux calcique, alors que la phosphorylation par la PKA diminue
cet effet. De plus, la calcineurine serait physiologiquement associée aux complexes IP;R-
FKBP12 et RyR-FKBP12 et cette interaction Ca’*-dépendante est perturbée en présence de
FK506 et de rapamycine et non de CsA. Le fait que la calcineurine interagit
physiologiquement avec la FKBP12, via ces complexes, suggere que les IP;Rs et les RyRs
possedent, dans des régions communes, des domaines "FK506-like”. Ainsi, I’intervention de
la FKBP12 dans les complexes calcineurine/IP;R ou RyR serait de faciliter le cycle
phosphorylation/dephosphorylation du récepteur qui a son tour modulerait la conductance
pour le Ca®*. Cette interaction participerait a la génération de flux calciques, conduisant 4 des
réponses physiologiques comme le couplage excitation/contraction ou I’activation des

lymphocytes T (Cameron et al., 1995b).

2- Interaction de la CyPD avec le canal ADP/Ca®" mitochondrial

Quand la mitochondrie est exposée & des concentrations en Ca>* supraphysiologiques,

elle devient perméable, de maniere non spécifique, aux petites molécules (<1500 Da) par
Pouverture d’un pore non-spécifique. Ce phénomeéne, appelé MPT (Mitochondrial
permeability transition), entraine un gonflement de la mitochondrie provoquant des
dommages conséquents. Ces dommages peuvent étre provoqués lors de perfusions suite & une
période d’ischémie qui peut avoir lieu aprés une chirurgie cardiaque ou une transplantation
d’organe (Griffiths & Halestrap, 1995 ; Halestrap et al., 1996).

La MPT a été décrit comme un événement préapoptotic (Kroemer et al., 1997). La
sensibilité de la MPT au Ca®* est augmentée dans des conditions de stress oxydatif, par la
réduction de nucléotides adénine (ATP et ADP), par une augmentation de la concentration en

phosphore, un faible potentiel membranaire et par des agents chimiques qui stabilisent la
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conformation “¢” de I’Adenine Nucléotide Translocase (ANT). Au contraire, la MPT est
évitée par des pH acides, un potentiel membranaire élevé et des agents chimiques qui
stabilisent la conformation "m” de I’ANT (Crompton & Costi, 1988 ; Lequoc & Lequoc
1988). Ces arguments sont en accord avec le fait que la MPT est associée a ' ANT.

Le fait que la CsA inhibe I’ouverture de ce pore non-spécifique (Crompton et al., 1988)
suggére qu’une protéine de la famille des CyPs est impliquée dans cette ouverture (Halestrap
& Davidson, 1990). En effet, les constantes d’inhibition de différents analogues de la CsA vis
a vis d’une PPlase de la matrice mitochondriale corrélent avec leur profil d’inhibition de
I’ouverture du pore non-specifique (Griffiths & Halestrap, 1991 ; Nicolli et al., 1996). De
plus, I’induction d’un stress oxydatif conduisant a 1’ouverture du pore, provoque la fixation
d’une CyP a la membrane interne de la mitochondrie (Connern & Halestrap, 1994). En
utilisant un dérivé photomarqué de la CsA, Tanveer ef al. (1996) ont montré que la CyP

associce a ce pore était la CyPD (Figure 11).

Etat normal Pore
imperméable non spécifique

ANT MTP

cytosol
matrice
>
Conformation 'c' '
[Ca?] élevées CsA
diminution d'ATP et d'ADP

Figure 11 : Schéma illustrant le mécanisme proposé de I'ouverture du pore non-

spécifique de la mitochondrie (Griffiths & Halestrap, 1991).
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Ainsi, la CyPD se fixerait a ’ANT en conformation "c” par son site enzymatique au
niveau du résidus Pro61 exposée en surface du c6té de la matrice mitochondriale. Quand
I’ANT est en conformation "m”, la Pro61 n'est pas accessible 4 la CyPD. En présence de Ca®*
et sans ADP 1ié a4 I’ANT, la CyPD se lie a la Pro61 et cause un changement de conformation
alors suffisant pour former le pore non-spécifique MPT (Griffiths & Halestrap, 1991).

En inhibant la MPT via l'activation de la cyclophiline mitochondriale, la CsA peut alors
inhiber le phénoméne d'apoptose (Kroemer et al., 1997).

B- Protéines impliquées dans I'activation des lymphocytes

1- Interaction avec la calcineurine

La CsA et le FK506 forment des complexes avec la CyPA et la FKBP12 qui inhibent la

calcineurine bloquant ainsi des événements du signal de transduction nécessaires a l'activation
des lymphocytes T. In vitro, ni les immunosuppresseurs, ni les immunophilines seuls ne se
lient et n'inhibent la calcineurine (Liu ef al., 1991).

Cependant, Cardenas et al. (1994) ont montré par la méthode du double hybride et par
chromatographie d'affinité, que la FKBP12 et la CyPA peuvent interagir directement avec la
calcineurine en absence de leurs ligands exogénes immunosuppresseurs. En présence de
FK506 et de CsA, cette interaction serait alors renforcée.

Par des expériences in vitro d'inhibition de l'activité de la calcineurine et par une
approche génétique, ils ont également montré que la FKBP12 non complexée inhibe
légérement cette activité alors que la CyPA n'a aucun effet. Ces résultats suggérent que ces
deux immunophilines modulent réciproquement l'activité de la calcineurine.

Les complexes FKBP12/calcineurine et FKBP12/FK506/calcineurine sont différents. En
effet :

- Les acides aminés de la FKBP12 impliqués dans l'interaction dépendante du FK506
avec la calcineurine ne sont pas nécessaires a l'interaction directe de la FKBP12 avec la
calcineurine.

- La rapamycine interfére avec la formation du complexe FKBP12/FK506/calcineurine
mais pas dans le cas du complexe FKBP12/calcineurine.

- Les complexes CyPA/CsA et FKBP12/FK506 sont en compétition pour la liaison a la

calcineurine, mais ils n'interférent pas avec la fixation de 1a FKBP12 seule.
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- La sous-unité régulatrice B (CnB) nécessaire a la formation du complexe dépendant du
FK506, n'est pas requise dans le cas du complexe FKBP12/calcineurine. Au contraire, cette
interaction est augmentée en absence de CnB. De plus, la sous-unité A (CnA) interagissant
avec la FKBP12 contient le site de fixation de la CnB, ce qui suggére que la FKBP12 et la
CnB sont en compétition pour la liaison a la CnA.

Les complexes FKBP12/FK506/calcineurine et FKBP12/calcineurine sont
structurallement distincts, la FKBP12 et le complexe FKBP12/FK506 emploient des surfaces
différentes pour interagir avec la calcineurine.

Cette interaction indépendante des immunosuppresseurs ne fait pas intervenir 1'activité
PPlase des immunophilines. Toutefois, elle est spécifique de la FKBP12 et de la CyPA ce qui
suggére que des surfaces autres que le site actif doivent intervenir dans cette interaction.
Ainsi, la poche fixant les immunosuppresseurs reste accessible dans les complexes
immunophiline/calcineurine. La liaison du FK506 ou de la CsA sur ces complexes pré-
existants renforce l'interaction et provoque un changement de structure du complexe inhibant
l'activité phosphatase de la calcineurine.

Cardenas et al. (1994) ont proposé deux modéles expliquant les rdles de la FKBP12 et
de la CyPA dans la modulation de I'activité de la calcineurine. Dans le premier modéle, la
FKBP12 et la CyPA réguleraient l'assemblage dynamique de la calcineurine : la FKBP12
inhibe I'association de la CnB avec la CnA alors que la CyPA facilite cette interaction. Dans le
second modele, les deux immunophilines réguleraient l'activité de la calcineurine en agissant
au niveau des changements de conformation induits par la fixation et la libération de la

calmoduline de la CnA. Elles participeraient alors directement & la transduction du signal.

2- Interaction avec la CAML
Par la méthode du double hybride chez la levure, Bram & Crabtree (1994) ont

caractéris€é au moins dix récepteurs potentiels de la CyPB. La surexpression d’une des
protéines caractérisées induit la transcription du gene d’IL2 dans les cellules Jurkat, par
activation des facteurs de transcription NF-AT et NF-IL2A. Cette protéine, nommée CAML,
intervient dans la voie de transduction du signal menant a la transcription du géne de I’IL2.
Elle se situe en aval du récepteur TCR/CD3, mais en amont de la calcineurine. En association
avec la CyPB, la CAML régulerait ’activité de la calcineurine en intervenant au niveau des

flux calciques, et non en agissant de fagon directe avec cette phosphatase. Ainsi, la CyPB et
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son récepteur contrdleraient une nouvelle étape dans les mécanismes de transduction Ca**-
dépendants.

La CAML est une protéine de 296 acides aminés, avec une masse moléculaire prédite de
33 kDa mais de 44 kDa aprés glycosylation. Elle est spécifique de la CyPB, et n’interagit ni
avec les CyPA ou CyPC, ni avec la FKBP12 ou la calcineurine. Elle est présente dans tous les
tissus testés. Par microscopie de fluorescence, la CAML apparait dans des structures
membranaires intracellulaires similaires aux calciosomes décrits par Arber et al. (1992) pour
la CyPB. La CAML est une protéine transmembranaire formée d’un grand domaine
cytosolique, de trois domaines transmembranaires en position C-terminale et d’un court
domaine dirigé dans la lumiére du réticulum (Bram & Crabtree, 1994). Par construction de
différents mutants de la CAML, Holloway & Bram (1996) ont démontré que les résidus 240-
289 de la CAML sont nécessaires et suffisants pour activer le flux calcique quand ils sont
surexprimés dans les cellules T Jurkat. Ces résidus recouvrent les domaines
transmembranaires 2 et 3. Parce que le domaine cytosolique N-terminal de la protéine n’active
pas de flux calcique et n’est pas nécessaire a I’activité du fragment 240-289, il pourrait
cependant réguler la fonction de la CAML dans des conditions normales, sans exclure un rdle
possible de régulation par d’autres facteurs.

La cible en aval de la CAML n’est actuellement pas encore connue mais elle pourrait
étre composée d’une pompe a Ca>* du réticulum endoplasmique ou d’un canal intracellulaire 4
Ca**, comme le récepteur a IP;.

A cdté de la CAML, d’autres protéines susceptibles de reconnaitre de fagon spécifique
la CyPB ont été caractérisées, mais aucun rdle n’a pu encore leur étre attribué. Par contre, une
autre protéine isolée reconnait aussi bien la CyPA et la CyPB et serait en fait la B-tubuline

(Bram & Crabtree, 1994).

C- Interaction de la CyPC avec la CyCAP

Sur colonne d’affinité CyPC-glutathione-S-transférase (CyPC-GST), plusieurs protéines
présentant une affinité pour la CyPC ont été mises en évidence a partir d’un lysat cellulaire de
la lignée lymphoblastique murine AC-6. On observe ainsi une forte affinité pour les protéines
de masse moléculaire 77 kDa, 60 kDa, 37 kDa et 25 kDa, ces interactions sont bloquées en
présence de CsA et sont spécifiques de la CyPC puisque non observées dans le cas de la CyPA

et la CyPB (Friedman et al, 1993). En 1991, Friedman & Weissman avaient déja mis en
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évidence une protéine de 77 kDa affine pour la CyPC a partir de lysat cellulaire de la lignée
AC-6 et de la lignée humaine Jurkat. Le fait que la CsA inhibe ces interactions suggére que le
site catalytique de la CyPC est impliqué dans les interactions avec ces protéines (Friedman &
Weissman, 1991).

L’analyse de la séquence des fragments trypsiques issus des protéines de 77 kDa, 60
kDa et de 37 kDa montre de fortes homologies entre ces trois protéines et ces peptides n’ont
permis d’isoler qu’un seul clone par criblage d’une banque d’ADNc. Cet ADNc correspond a
une protéine, nommée CyCAP (CyPC-associated protein), de 574 acides aminés avec une
masse moléculaire de 64 kDa. Des études de transfection de cet ADNc dans des cellules COS
révélent que le produit qui en résulte est une glycoprotéine de masse moléculaire 77 kDa en
accord avec les résultats précédents. En effet, la CyCAP possédent cinq sites potentiels de N-
glycosylation et le traitement par une glycosidase conduit a I’obtention d’une protéine de 64
kDa conforme a la masse prédite a partir de ’ADNc. La CyCAP posseéde également une
séquence N-terminale lui conférant la possibilité d’€tre sécrétée ainsi qu'un domaine riche en
cystéine, appelé domaine SRCR ("scavenger receptor cysteine-rich”) commun a d’autres
protéines membranaires et sécrétées (Friedman et al, 1993). La CyCAP appartient donc 4 une

famille de protéines transmembranaires et sécrétées contenant le domaine SRCR.

D- Interaction de la FKBP12 avec le récepteur du TGFp

Les membres de la famille du TGFy (Transforming growth factor-p) se lient a des
récepteurs constitués de sous-unités hétéromériques (type I et type II) a activité sérine-
thréonine kinase.

Par la méthode du double hybride dans la levure, Wang ef al. (1994) ont montré que la
FKBP12 interagit avec le récepteur de type I du TGFg. Par des expériences de délétion, de
mutation et par immunoprécipitation, ils ont montré que cette interaction est spécifique. En
présence de FK506 (1uM), cette interaction est inhibée, ce qui suggére que le R-TGFp et le
FK506 partagent ou recouvrent un méme site de liaison sur la FKBP12. Ainsi, la FKBP12

pourrait jouer un r6le dans la transduction du signal induit par le TGFg (Wang et al., 1994).

E- Interaction avec le récepteur des hormones stéroides

En absence d’hormone, les récepteurs des hormones stéroides sont inclus dans des

complexes macromoléculaires retrouvés dans le cytosol. Cette forme de récepteur ne lie pas
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I’ADN. La liaison du stéroide au récepteur entraine un changement de structure du récepteur,
avec dissociation des protéines associées. Le récepteur est alors capable de se lier a I’ADN et
d’induire I’activation de 1’expression d’un géne cible.

Au moins six protéines sont identifiées comme étant des partenaires des récepteurs a
stéroides sous leur forme non active, non transformée :

- Hsp90 (Renoir et al., 1984)

- Hsp70 (Kost et al., 1989 ; Sanchez et al., 1990)

- FKBP59 ou encore FKBP52 (Renoir et al., 1994 ; 1995 ; Peattie et al., 1992)
- FKBP50 et FKBP54 (Smith ef al., 1993)

- CyP40 (Ratajczak et al., 1993)

- P23 (Smith et al., 1990 ; Sanchez et al., 1990) ; P60 (Smith ez al,, 1993) ; P48
(Smith ez al., 1993)

Ces protéines ainsi associées favoriseraient une structure tridimensionnelle du récepteur
compatible a sa fonction, maintiendraient la structure hétéro-oligomérique et dirigeraient les
récepteurs a travers les compartiments cellulaires.

La Hsp90 se lie aux récepteurs dans le site de liaison de I’hormone (Smith et al., 1990).
Ainsi, la liaison de I’hormone a leurs récepteurs entraine la dissociation de la Hsp90. Aprés
activation hormonale, la réassociation du récepteur avec la Hsp90 est une étape obligatoire
pour que le récepteur puisse & nouveau €tre actif (Yan & De Franco, 1996).

La FKBP52 et la CyP40 ont en commun des motifs TPR nécessaires a leur fixation a la
Hsp90 (Ratacjzak et al, 1993 ; Radanyl er al, 1994). Ces deux protéines rentrent en
compétition pour leur fixation sur le méme site sur la Hsp90 (Owens-Grillo et al., 1995 ;
Hoffman et Handshumacher, 1995 ; Ratajczak & Carrello, 1996 ; Owens-Grillo et al., 1996).

Les immunosuppresseurs comme la CsA, le FK506 et la Rapamycine ne modifient pas
la structure hétéro-oligomérique du récepteur. Ils n’altérent pas la composition des protéines
associées aux récepteurs mais augmentent 1’affinité des récepteurs pour leur ligand stéroidien
(Renoir et al., 1994), ce qui conduit & une augmentation de 1’expression du géne cible (Renoir
et al., 1995).

Les fonctions de la FKBP52 et la CyP40 dans [’action des récepteurs des stéroides
restent encore indéfinies. En effet, elles ne sont pas nécessaires a 1’assemblage de
I’hétérocomplexe, ni au repliement du domaine de liaison de I’hormone en une conformation
plus affine pour I’hormone. Cependant, puisque la FKBP52 et la CyP40 ont une localisation

cellulaire commune avec les récepteurs a stéroides (Gasc et al., 1990 ; Czar et al., 1994), elles
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joueraient un role dans le trafic cellulaire de ces récepteurs, role indépendant de leur activité
enzymatique PPlase. Ainsi, la FKBP52 et la CyP40 interviendraient successivement dans la
circulation du récepteur dans la cellule : soit du cytosol vers le noyau, soit du noyau vers le

cytosol (Czar et al., 1995).

l1l- PROPRIETES PARTICULIERES
A- Activité chimiotactile

Lors de la purification de facteurs chimioattractants pour les éosinophiles synthétisés par
I’utérus de Rat sous stimulation aux oestrogénes, Xu ef al. (1992) ont isolé une protéine de 18
kDa présentant une séquence N-terminale identique a la CyPA de Rat. Cette p18, ainsi que la
CyPA isolée de thymocytes de boeuf et la CyPA recombinante, montrent la méme activité
chimiotactile in vitro pour les €osinophiles et les neutrophiles avec une activité maximale a 10
nM. Elles provoquent la dégranulation des é€osinophiles avec libération de D’activité
peroxydase. Ces deux activités sont inhibées par 1'addition de CsA et non par l'analogue non
immunosuppresseur (1-furfuryl CsA).

Des travaux similaires montrent qu’une spl8 sécrétée par les macrophages de souris
stimulés par les LPS posséde in vivo une activité inflammatoire et in vitro une activité
chimiotactile pour les monocytes et les neutrophiles avec une activité maximale & 25 nM. De
méme, cette activité est inhibée en présence de CsA et non par la CsH, analogue structurale de
la CsA qui ne se lie pas aux CyPs (Sherry et al., 1992).

Afin de déterminer si l’activité chimiotactile des cyclophilines est une propriété
commune & toutes les immunophilines, Leiva & Lyttle (1992) ont testé les FKBPs. Ainsi, ils
ont montré que la FKBP présente une activité chimiotactile pour les neutrophiles avec une
activité maximale entre 1071 et 107> M. Cette activité est inhibée en présence de FK506 et
non par la rapamycine. De méme que 1’activité décrite pour les cyclophilines est inhibée par la
CsA et non par son analogue Me®Ala-CsA se fixant aux CyPs.

En 1995, Bang et al. ont montré que les mastocytes stimulés par des anticorps anti-IgE
libérent la FKBP12. Cette FKBP12 sécrétée active les neutrophiles et induit un signal calcique
intracellulaire dépendant du récepteur a Ryanodine. Ce signal est inhibé en présence de
FK506 et de rapamycine. Ces travaux sont en accord avec ceux de Leiva & Lyttle (1992) qui
ont montrés que la FKBP12 sécrétée posséde une activité chimioattractante vis a vis des

neutrophiles.



93

B- Activité mitogéne

Des formes sécrétées de la CyPB ont été mises en évidence dans de nombreux travaux
Certaines de ces isoformes sécrétées possédent une activité mitogéne. Selon Caroni et al.
(1991), la CyPB d’embryon de poulet a une activit¢ de croissance pour les cellules
embryonnaires de la moelle épiniére et une activité mitogéne vis & vis des fibroblastes et des
cellules de coeur de poulet. Toutefois, la concentration en CyPB utilisée est nettement
supérieure a celles d’autres facteurs de croissance (500 nM).

Des premiers travaux suggéraient que la CyPB isolée du lait de Femme possédait
également une activité mitogéne pour les fibroblastes de la lignée CCL-29. Cette activité n’a
pas été retrouvée depuis avec la CyPB recombinante. Il semblerait donc que cette activité soit

due a la présence d’un contaminant mitogene du lait (Spik ef al., 1991).

C- Activité nucléaire

L’apoptose, ou mort cellulaire programmée, a lieu dans de nombreuses situations
physiologiques par destruction sélective de cellules. L’une des étapes du processus d’apoptose
dans les lymphocytes est la dégradation de I’ADN internucléosomal par une nucléase.

La Nucl8, protéine nucléaire de 18 kDa, a été caractérisée comme étant une nucléase
dont I’activité est associée a la dégradation de I’ADN de thymocytes de Rat lors de 1’apoptose
induite par un traitement aux glucocorticoides. L’activité de la Nuc18 est dépendante du Ca**
et du Mg”*, mais inhibée par les ions Zn** (Gaido & Cidlowski, 1991).

Montague et al. ont monté en 1994, que la Nuc18 posséde des similitudes de séquence
et de structure avec les protéines de la famille des cyclophilines. De plus, les CyPs
recombinantes A, B et C présentent in vitro une activité nucléasique Ca2+/Mg2+-dépendante,
identique & celle de Nucl8. Cette activité nucléasique est stimulée en présence de CsA
(Montague et al., 1994). Ces CyPs peuvent dégrader a la fois I’ADN simple brin et double
brin et produisent des fragments 3°’OH-terminaux, identiques a ceux observés dans des
cellules apoptotiques. Elles présentent également une activit¢ endonucléasique démontrant
leur capacité & dégrader I’ADN supercolloidale. Ces résultats suggérent que les CyPs sont
impliquées dans la dégradation du génome durant I’apoptose (Montague & Cidlowski, 1996 ;
Montague et al., 1997).
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L’activité nucléasique de la CyPA (Montague er al, 1994) est en accord avec sa
localisation nucléaire (Ryffel er al, 1991 ; Krummrei e al, 1995). En effet, par
immunofluorescence, Krummrei et al. (1995) ont montré que la CyPA était présente dans le
cytoplasme et le noyau, contrairement a la CyPB. Cette isoforme nucléaire de la CyPA se lie a
I’ADN de fagon dépendante du Zn®*. Cependant en présence de Zn”*, I’activité PPlase de la
CyPA est inhibée ainsi que la capacité a fixer la CsA. Dans des conditions de croissance
normale, la CyPA nucléaire se lie 2 ’ADN en présence de Zn>*, tandis que durant le processus
d’apoptose, la CyPA perd sa capacité a fixer le Zn**, ce qui induirait alors son activité
nucléasique.

Récemment, une nouvelle CyP nucléaire a été clonée a partir de cellules T Jurkat (Mi et
al., 1996). Cette protéine de 33 kDa posséde une activité PPlase identique a la CyPA, elle est
inhibée par la CsA. La CyP33 se lie a ’ARN. Elle présente des préférences de liaison pour les
résidus adénine et uridine. Mais son role dans la fixation avec ’ARN n’a pas encore été
démontré.

Outre ces isoformes de CyPs, il a également été montré une localisation nucléaire pour
les FKBPs. La FKBP25 est également une protéine qui se lie 8 ’ADN (Riviere et al.,, 1993).
Jin & Burakoff (1993) ont également montré que la FKBP25 s’associe a la caséine kinase II,
protéine kinase présente a la fois dans le noyau et le cytoplasme, et a la nucléoline dans des

extraits nucléaires de cellules T de Souris.

D- interaction de la CyPA et de la CyPB avec la Protéine Gag de
HIV-1

Le géne gag du virus de I'immunodéficience humaine de type I (HIV-1) et d’autres
rétrovirus code pour une polyprotéine (p55) possédant de nombreuses fonctions dans
I’assemblage des virions et ’infection dans la cellule héte. Cette polyprotéine est constituée
de la matrice (p17), de la capside (p24) et de la nucléocapside (p7/6) (Jones & Start, 1996).

Les fonctions assurées par Gag dans le cycle du rétrovirus nécessitent également des
protéines de la cellule hote. Par la méthode de double hybride chez la levure, Luban ef al.
(1993) ont montré une interaction entre la protéine Gag de HIV-1 et les CyPA et CyPB. De
méme in vitro, les protéines de fusion glutathion-S-transferase/CyPA, B et C se lient
fortement a la protéine Gag p55 et a la protéine de la capside p24 (Luban ef al., 1993 ; Franke

et al., 1994). Toutefois, les polyprotéines codées par d’autres rétrovirus comme le virus HIV-
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2, le SIV (simien), le MoMLYV (murin) n’interagissent pas avec la CyPA (Luban et al., 1993 ;
Thali et al., 1994), alors que la Gag du SIV interagit avec la CyPB.

La CyPA est spécifiquement incorporée dans les virions HIV-1 et non dans les autres
virions immunodéficients de primates. Cette incorporation est corrélée avec la capacité de la
polyprotéine Gag a fixer la CyPA. La CsA, comme son analogue non immunosuppresseur
Melle4-CsA, bloque I’interaction Gag-CyPA in vitro et empéche 1’incorporation de la CyPA
dans le virion (Franke ef al., 1994). De plus, la CsA inhibe la réplication du virus (Rosenwirth
et al., 1994 ; Thali et al., 1994). Les doses de CsA nécessaires pour inhiber la réplication du
virus HIV-1 sont 10 a 100 fois plus élevées que celles nécessaires a I’immunosuppression,
mais correspondent & la concentration en CyPA normalement trouvée dans le cytoplasme
(Koletsky et al., 1986 ; Harding er al., 1986). Ceci suggere que la CsA inhibe la réplication
par compétition avec la protéine Gag pour la fixation avec la CyPA.

Le site d’interaction de la protéine Gag de HIV-1 avec la CyPA est localisée dans le
domaine de la capside. Par construction de Gag chimeére HIV-1/SIV, Franke et al. (1994) ont
limité ce site a la séquence riche en proline (PX4PX,PXsP). Cette séquence est conservée dans
tous les HIV-1 isolés mais n’est pas conservée chez les autres virus immunodéficients de
primates. Le résidu Pro222 est indispensable a la fixation de la CyPA (Franke er al., 1994 ;
Colgan et al., 1996). De plus, une molécule de CyPA interagit avec dix molécules de Gag p55
(Thali et al, 1994), ce qui suggére que Gag interagit avec la CyPA, sous une forme
multimérique (Colgan ez al., 1996).

La CyPA est nécessaire a la réplication du virus HIV-1. Elle intervient dans une étape
précoce du cycle du rétrovirus, c’est a dire aprés la fixation du virus au récepteur CD4 et sa
fusion avec la membrane, mais avant la transcription reverse. Elle n’intervient pas dans
I’assemblage du virion, ni dans l'empaquetage des protéines et de ’ARN génomique viral
mais serait nécessaire a la synthése de I’ADN viral dans les cellules T infectées (Braaten et
al., 1996b).

Ainsi, la CyPA est la premiére protéine cellulaire, autre que le récepteur CD4 & la
surface des cellules T, décrite comme étant nécessaire a I’infection d’une nouvelle cellule hote

par le virus HIV-1.
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CONCLUSION

En dehors de leur utilisation a des fins thérapeutiques, les immunosuppresseurs se sont
révélés de précieux outils en recherche fondamentale pour étudier certains mécanismes
impliqués dans ’activation et la prolifération du lymphocyte T. En effet, la CsA et le FK506
ont permis de caractériser la calcineurine comme étant 1’enzyme clé de Pactivation Ca®'-
dépendante du lymphocyte T et de confirmer I’importance du facteur de transcription essentiel
a la synthése de I’'IL2, le NF-AT. La rapamycine a permis de mettre en évidence une
phosphatidylinositol-4-kinase (mTOR), élément intermédiaire dans la cascade aboutissant a
Pactivation de la p70 S6 kinase et a la prolifération.

Une fois complexée a leur immunophiline respective, les immunosuppresseurs inhibent
ces différentes voies d’activation, permettant ainsi a leurs propriétés immunosuppressives de
s’exercer. Ainsi, I’action de la CsA nécessite la formation d’un complexe avec la CyPA,
candidate idéale de part son abondance et sa localisation cytosolique avec la calcineurine.
Toutefois, les autres isoformes des CyPs pourraient intervenir dans les mécanismes de
sensibilité lymphocytaire et de toxicité. La localisation restreinte de la CyPC chez la souris
avait suggéré un role possible dans la néphrotoxicité, mais sa caractérisation dans tous les
tissus humains va a 1’encontre de cette hypothése. Quant & la CyPB, certains travaux suggerent
son intervention dans de nombreux mécanismes de résistance ou de sensibilité a I’action de la
CsA. En effet, des cellules présentant un taux en CyPB supérieur a celui de la CyPA s’avére
étre résistantes a la CsA, sans doute par une séquestration du médicament dans des
compartiments subcellulaires empéchant toute interaction avec la CyPA et la calcineurine.
Paradoxalement, la surexpression de la CyPB augmente la sensibilité des lymphocytes pour la
CsA. Entre temps, la mise en évidence de la CAML a permis d’établir une relation entre la
CyPB et I’activation Ca2+-dépendante des lymphocytes. De plus, la caractérisation de la CyPB
dans le plasma place la CyPB comme candidat potentiel intervenant dans les mécanismes de
sensibilité a ’action de la CsA. En effet, ’existence d’un complexe CyPB/CsA extracellulaire
pourrait modifier la disponibilit¢ du médicament et permettre un ciblage vers des cellules
exprimant un récepteur spécifique.

Outre leurs roles primordiaux dans I’activité des immunosuppresseurs, peu de données
sont connues sur les fonctions biologiques des immunophilines. Ces protéines possedent
toutes une activité peptidyl-prolyl cis-frans isomérase, ce qui a permis de leur associer un réle

important dans les étapes de renaturation des protéines in vitro. Cependant, I’implication de
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cette activité enzymatique dans des processus biologiques n’est toujours pas clairement
démontrée. Par contre, de nombreux travaux ont permis d’associer des propriétés spécifiques
a certaines isoformes des immunophilines. Ainsi, la FKBP12 stabilise le RyR et I’'IP3-R. La
CyPD intervient dans l’ouverture d’un pore de la membrane mitochondriale. La CyPB
interagit avec la CAML, protéine impliquée dans la régulation des flux calciques
intracellulaires. De plus, cette isoforme est retrouvée sécrétée dans le plasma et se fixe
spécifiquement a la surface des lymphocytes T.

Afin d’élucider les roles potentiels de la CyPB plasmatique, nous avons étudié les
interactions de cette protéine avec les lymphocytes circulants. En particulier, nous nous
sommes intéressée a la distribution des sites de fixation, & leur nature ainsi qu’a leurs
principales propriétés. Ces travaux ont été étendus aux interactions spécifiques du complexe
CyPB/CsA et & ses propriétés immunosuppressives, afin de mieux comprendre le réle de la

CyPB et de ses récepteurs en tant que médiateurs de I’incorporation du médicament dans les

lymphocytes T.



Travaux personnels
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INTRODUCTION

La CyPB a été décrite comme étant une protéine résidente du réticulum endoplasmique.
Cependant, il a ét¢ montré au laboratoire qu’il existe également une forme sécrétée retrouvée
dans les liquides biologiques, tels que le lait et le plasma humain (Spik et al., 1991 ; Allain et
al., 1995). Sa présence dans le plasma suggére que la CyPB peut interagir avec des sites de

fixation sur des cellules circulantes, notamment les lymphocytes.

Afin de vérifier cette hypdthése, nous avons étudié, dans un premier temps, la fixation
de la CyPB 4 la surface de cellules lymphoblastiques. Nous avons ainsi caractérisé la présence
de sites de fixation membranaires a la surface des cellules T Jurkat et montré que la CyPB est
partiellement endocytée dans ces cellules. De plus, les interactions de la CyPB avec ses sites
de fixation impliquent la reconnaissance de son extrémité spécifique N-terminale. Sur la base
de ces résultats préliminaires, nous avons étudié la fixation membranaire de cette protéine sur
les Ilymphocytes circulants. Par cytofluorimétrie en flux, nous avons analysé le phénotype des
cellules interagissant avec la CyPB, et nous avons ensuite déterminé les paramétres de fixation

sur les lymphocytes T quiescents et activés.

Toutefois, la faible inhibition de fixation par le peptide N-terminal et 1’endocytose
partielle de la CyPB, ont soulevé I’hypothése de 1’existence de deux régions de la CyPB
interagissant avec différents sites de fixation. Afin de vérifier cette hypothése, nous avons
étudié les propriétés de fixation de la protéine et cherché a caractériser la présence d’un ou de
plusieurs sites a la surface des lymphocytes T. Etant donné que la CyPB est une protéine
basique et qu’elle posséde dans son extrémité N-terminale une région riche en lysine et
arginine, nous avons ¢étudié plus particulierement ses interactions avec 1’héparine et
d’éventuels GAG sulfatés exprimés a la surface des lymphocytes T. De plus, le domaine
catalytique des CyPs a souvent été décrit dans la littérature comme intervenant dans des
interactions avec des protéines cibles. Nous avons alors recherché I’implication de ce domaine

dans la fixation de la CyPB avec un €ventuel second type de récepteur.

Sur la base de ces travaux, nous avons €tudié les propriétés de ces différents types de
récepteurs dans le devenir de la CyPB, en nous intéressant plus particuliérement a la
transduction d’éventuels signaux transmembranaires et aux mécanismes d’internalisation de la

protéine seule ou complexée a la CsA.
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Finalement, nous nous sommes intéressée aux roles de la CyPB et de ses récepteurs dans
l'activité immunosuppressive de la CsA. En effet, en se fixant spécifiquement a la surface des
lymphocytes T, le complexe CyPB/CsA pourrait permettre un ciblage du médicament vers ces

cellules sensibles et ainsi favoriser son incorporation et son activité immunosuppressive.
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I- FIXATION DE LA CYPB A LA SURFACE DES LYMPHOCYTES

A- Fixation de la CyPB a la surface des cellules de lignées

lymphoblastiques

La fixation de la CyPB a la surface des lymphocytes a tout d’abord été étudiée par
cytofluorimétrie en flux, en prenant comme modele cellulaire la lignée lymphoblastique T
Jurkat. Pour cette étude, les cellules ont €té incubées en présence de concentrations croissantes
en CyPB, la protéine fixée a ensuite été détectée aprés reconnaissance par un anticorps
polyclonal anti-CyPB, suivi d’un second anticorps fluorescent. Par cette approche, nous avons
pu déterminer la gamme de concentrations pour lesquelles la fixation membranaire de la
CyPB était effective. Ainsi, la fixation de la protéine est observée dés 5 nM, et atteint un
plateau apparent a partir de 50 nM. Ces résultats suggerent que la CyPB se fixe de maniére
saturable et dépendante de la concentration. Cependant, cette méthode n’est pas assez sensible
pour déterminer les parametres de fixation de la protéine et ne permet pas de soustraire les
interactions non spécifiques.

La fixation spécifique de la CyPB a alors été étudiée a I’aide du ligand radiomarqué. La
fixation non spécifique a été obtenue en présence de 500 excés molaires de CyPB non
marquée, et soustraite de la fixation totale. Ainsi, nous avons confirmé que la fixation de la
CyPB est spécifique, dépendante de la concentration et saturable & partir de 50 nM. Par
I’analyse des données selon la méthode de Scatchard (1949), nous avons pu estimé la
constante de dissociation Kd a 12 + 2 nM et le nombre de sites a 35.000 + 1.700/cellule.

Cette étude a été €largie aux cellules des lignées T humaines Molt-4 et HSB2 ainsi qu’a
celles des lignées B humaines LiCr et Raji. La fixation de la CyPB a été observée uniquement
a la surface des cellules T, avec des parametres de fixation similaires & ceux obtenus pour les
cellules Jurkat. Par contre, aucune fixation spécifique n’a été observée a la surface des cellules
B (Tableau V).

Nous avons ensuite étudié la spécificité de reconnaissance de la CyPB pour ses sites de
fixation exprimés a la surface des cellules T Jurkat. Des expériences de compétition ont été
réalisées avec d’autres ligands potentiels susceptibles d’interagir avec les mémes sites de
fixation. Ainsi, la CyPA et la CyPC présentent des homologies structurales avec la CyPB, en
particulier au niveau du site catalytique. Le lysozyme est une protéine trés basique, également

présente dans le lait de Femme et de masse moléculaire voisine de celle de 1a CyPB.
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Tableau V : Parameétres de fixation de la [mI]-CyPB a la surface des cellules de lignées
lymphocytaires humaines. Les cellules (4.10%ml) ont été incubées en présence de
concentrations croissantes en ['2’I]-CyPB pendant 1 h a 4°C. La fixation spécifique est
calculée aprés soustraction des interactions non spécifiques, obtenues en présence de 500
exceés molaires en CyPB non marquée. Les paramétres de fixation (Kd, nombre de sites) sont

déterminés apres traitement des données par la méthode de Scatchard.

Fixation spécifique Kd (nM) Nombre de sites/cellule
Cellules T :
Jurkat + 12+2 35.000 + 1.700
Molt-4 + 11+2 27.000 + 1.400
HSB2 + 9+2 30.000 + 2.150
Cellules B :
LiCr - / /

Raji - / /




102

Toutefois, aucune de ces protéines ne déplace de fagon significative la CyPB
radiomarquée fixée a la surface des cellules T Jurkat, ce qui suggére que la fixation ne fait
intervenir ni le site catalytique commun aux différentes isoformes des CyPs, ni des
interactions ioniques non spécifiques.

Par contre, le ligand radiomarqué est déplacé de maniére identique en présence d’exces
molaires de CyPB froide libre ou complexée a la CsA. Ce résultat confirme que le domaine
catalytique, recouvert par la CsA, n’est pas impliqué dans les interactions avec les sites de
fixation membranaires. Toutefois, il pourrait également refléter la dissociation d’une partie du
complexe au cours de I’incubation, rendant alors le site catalytique de la CyPB accessible.

Etant donné que les isoformes de CyPs different essentiellement par leurs extrémités N-
et C-terminales, il est probable que la CyPB interagisse de facon spécifique avec ses sites de
fixation par I’intermédiaire d’une région localisée dans ces structures non communes. Afin de
vérifier cette hypothése, des peptides de synthése correspondant aux extrémités N- et C-
terminales de la CyPB et des protéines modifiées, soit par mutagenése dirigée, soit par voie
chimique, ont été testés pour leur capacité a déplacer la CyPB radiomarquée fixée a la surface
des cellules T Jurkat. Seuls le peptide N-terminal de la protéine et la protéine chimeére
CyPB/A, correspondant 4 la CyPA flanquée de I’extrémité N-terminale de la CyPB, déplacent
la ['®I]-CyPB fixée. Ces résultats sont en faveur d’un role important de lextrémité N-
terminale de la CyPB dans la reconnaissance des sites de fixation exprimés a la surface des
cellules T. Cependant, les inhibitions provoquées par le peptide N-terminal (Clso = 2,2 uM) et
la protéine CyPB/A (Clso = 21 uM) sont beaucoup plus faibles que celle provoquée par la
CyPB (Clso = 300 nM)), et les deux compétiteurs ne déplacent pas la totalité du ligand
radiomarqué, méme utilisés a des concentrations élevées. Ainsi, si le peptide N-terminal de la
CyPB semble étre nécessaire pour la fixation de la CyPB, ces résultats suggeérent également
I’existence d’une seconde région de la protéine interagissant avec les sites de fixation
membranaires exprimés a la surface des cellules T.

Pour plus de détails sur ces premiers résultats, nous avons ajouté en annexe les articles
traitant la fixation de la CyPB sur la lignée T Jurkat (Allain et al., 1994 ; Mariller et al.,
1996b). Dans la suite de notre travail, nous nous sommes intéressée plus particuliérement aux

sites de fixation de la CyPB exprimés a la surface des lymphocytes circulants.
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B- Fixation de la CyPB a la surface des lymphocytes T circulants

1- Fixation de la CyPB marquée a la fluorescéine

Afin d’étudier la fixation spécifique de la CyPB par cytofluorimétrie en flux, nous avons
réalisé le marquage de la CyPB avec la fluorescéine pour obtenir un ligand fluorescent, ce qui

nous a permis de soustraire les interactions non spécifiques en présence de ligand non marqué.

a. Préparation de la CyPB fluorescente

Afin de vérifier si la CyPB marquée a la fluorescéine conserve ses propriétés de
fixation, des expériences de compétition ont été réalisées entre la ['*°I]-CyPB et soit la CyPB
froide, soit des CyPB conjuguées a la fluorescéine. Deux CyPB fluorescentes, nommées
CyPB-N-fluorescéine et CyPB-S-fluorescéine, ont été préparées avec l'isothiocyanate de
fluorescéine (FITC) et avec le maléimide-5-fluorescéine, qui réagissent spécifiquement et
respectivement avec les groupements amines et thiols.

Afin de vérifier leur capacité de fixation, les PBL ont été incubés en présence de 25 nM
de ['*’I}-CyPB et de concentrations croissantes en compétiteurs, CyPB native et ses dérivés
fluorescents. Comme le montre la Figure 12, la CyPB-N-fluorescéine n'inhibe pas la fixation
de la ['¥ I]-CyPB, ce qui suggere que la fixation du FITC détruit les propriétés de fixation de
la CyPB. En modifiant les conditions de marquage, le rapport fluorescéine/protéine n'est
jamais inférieur a 2,5. Ces résultats sont conformes aux précédents travaux qui ont montré que
le domaine de fixation de la CyPB est partiellement localisé au niveau de l'extrémité N-
terminale de la protéine (Mariller ef al., 1996b). En effet, cette région contenant cinq résidus
lysine, il est fort probable que le marquage d'au moins deux de ces résidus induise un
encombrement stérique dans cette région suffisant pour abolir la fixation de la CyPB.

Par contre, le maléimide-5-fluorescéine, spécifique des groupements thiols, marque la
CyPB avec un rapport fluorescéine/protéine de 0,8, ce qui est cohérent avec le fait que la
CyPB ne possede qu'un seul résidu de cystéine dans son extrémité C-terminale. La CyPB-S-
fluorescéine inhibe & 50% la fixation de la ['*I]-CyPB en présence de 40 excés molaires
tandis que la concentration inhibitrice a 50% (Clso) de la CyPB froide est de 25 exces
molaires. Cette différence peut s'expliquer par un léger encombrement stérique provoqué par
la présence du fluorophore conduisant & une légére perte d'affinité pour la CyPB-S-
fluorescéine. Cependant, la protéine ainsi modifiée conserve ses propriétés de fixation et peut

donc permettre de visualiser la fixation de la CyPB par cytofluorimétrie en flux.
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Figure 12 : Compétition de fixation de la [*I-CyPB sur les lymphocytes. Ces
expériences sont réalisées en incubant les lymphocytes en présence de 25 nM de ['*’I]-CyPB
et de concentrations croissantes en CyPB non marquée, CyPB-N-fluorescéine ou CyPB-S-
fluorescéine. Apres 1 h d'incubation, les cellules sont lavées et la radioactivité associée aux
membranes est comptée et exprimée en pourcentage par rapport a la fixation de la CyPB
radiomarquée en absence de compétiteur. Les valeurs correspondent & la moyenne de trois

expériences.
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Ces résultats confirment que la cystéine est suffisamment distante du domaine de
fixation pour autoriser le marquage de la CyPB par un groupement spécifique des thiols sans

détruire ses propriétés de fixation.

b. Fixation de la CyPB-S-fluorescéine a la surface des lymphocytes

circulants

Pour I’analyse en cytofluorimétrie en flux, les cellules ont été incubées en présence de
100 nM de CyPB-S-fluorescéine, concentration correspondant & la saturation de fixation
déterminée précédemment a partir des cellules Jurkat. Le profil obtenu montre la présence de
deux pics d'intensité de fluorescence différente, caractéristique de la présence de deux
populations de cellules interagissant différemment avec la CyPB. L'incubation en présence de
100 excés molaires de CyPB non marquée conduit & une disparition du pic de plus forte
intensité de fluorescence. Ces résultats démontrent que la fixation de la CyPB-S-fluorescéine
sur les PBL est spécifique et confirme que la CyPB modifiée sur son unique cystéine est une
sonde efficace pour étudier la fixation de la CyPB (Figure 13A).

La superposition du premier pic de fluorescence de la fixation totale avec I'histogramme
de fluorescence de la ﬁxatioﬁ non-spécifique démontre que ce pic correspond a une
population ne fixant pas la CyPB (population négative notée CyPB’). Le second pic
correspondant a la population de cellules fixant la CyPB (population positive notée CyPB")
présente une large variation d'intensité de fluorescence, caractéristique d'une fixation
hétérogene. Cette hétérogénéité de fixation de la CyPB peut s'expliquer par des variations du
nombre de sites de fixation exprimés sur les différentes cellules de cette population. L'analyse
comparée de la fixation de la CyPB chez plusieurs donneurs sains montre que la fixation
présente également d'importantes variations interindividuelles (n = 20 individus différents).
En effet, la population des lymphocytes CyPB® représente 20 & 60% des lymphocytes

circulants en fonction des individus.

2- Fixation de la ['*1]-CyPB

Afin de vérifier les observations précédentes, nous avons étudié la fixation de la CyPB a

la surface des lymphocytes en utilisant le ligand marqué 4 l'iode’*

. La fixation non-spécifique
a été obtenue en présence de 200 excés molaires de CyPB non marquée. Le non-spécifique a

été retranché de la fixation totale afin d'obtenir la fixation spécifique. Les paramétres de
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fixation ont ét€¢ déterminés apreés linéarisation des courbes de saturation par la méthode de
Scatchard.

La ['#1]-CyPB interagit avec les lymphocytes T circulants de fagon spécifique, saturable
et dépendante de la concentration (Figure 14A). La saturation, reflétant le nombre de sites
disponibles pour la CyPB, est trés variable. En effet, le nombre de sites varie de 34.500 a
130.000 sites/cellule selon les individus (73.920 + 35.800 sites/cellule ; n = 6). Toutefois,
I’affinité reste constante (15 + 4 nM). Ces résultats confirment 1'hétérogénéité
interindividuelle, déja observée par cytofluorimétrie en flux, de la fixation de la CyPB a la
surface des lymphocytes T.

Aprés élimination de la ['*’I]-CyPB non fixée, la radioactivité associée aux membranes
décroit au cours du temps lorsque les cellules sont incubées a 4°C dans un milieu dépourvu en
ligand radiomarqué. Ce phénoméne est d’autant plus marqué lorsque les cellules sont incubées

en présence de 10 excés molaires de CyPB froide, traduisant la réversibilité de la fixation.

3- Comparaison de la fixation de la CyPB entre les lymphocytes quiescents et

activés

La fixation de la CyPB fluorescente a la surface des lymphocytes T activés a été étudiée
et comparée aux lymphocytes T quiescents chez les mémes individus. Pour ces expériences,
les PBL ont été stimulés pendant 72 h en présence d'anticorps monoclonaux anti-CD3. Le
rendement d'activation a été estimé par cytofluorimétriec en flux en mesurant le taux de

prolifération des lymphocytes activés. Il atteint 65 + 11 % selon les individus.

a. Fixation de la CyPB fluorescente

L'analyse des cytogrammes représentant la taille des cellules en fonction de leur
granulométrie permet de distinguer deux régions correspondant a deux populations de
lymphocytes. La petite région R1 correspond aux lymphocytes quiescents, tandis que la
grande région R2 correspond aux lymphocytes activés (Figure 13). Les histogrammes
respectifs de la fixation de la CyPB sur les lymphocytes quiescents ou activés sont constitués
de deux pics de fluorescence. Néanmoins, le déplacement du pic de fluorescence
correspondant & la population CyPB™ est moins importante pour les lymphocytes activés. Les
AVMEF (variation of fluorescence mean value) sont respectivement de 115 + 44 % et de 69 +

26 % pour les lymphocytes quiescents et activés. Cette diminution de l'intensité de
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fluorescence suggére une fixation plus faible de la CyPB apres activation, reflétant soit une
diminution globale du nombre de récepteurs, soit l'apparition de cellules CyPB™ dans les
lymphocytes activés.

Dans la population des lymphocytes quiescents, le nombre de cellules CyPB” représente
36 + 11 % des PBL totaux avec une AVMF de 384 + 25 %. Par contre, pour les lymphocytes
activés, le nombre de cellules positives CyPB" représente 32 + 12 % des PBL totaux avec un
AVMF de 154 + 13 %. La fixation de la CyPB a la surface des lymphocytes activés est ainsi
réduite d'un facteur 2,5 par rapport a celle mesurée sur les lymphocytes quiescents. De plus,
ces résultats démontrent que cette baisse de fixation observée sur les lymphocytes activés n'est
pas due a l'apparition de lymphocytes incapables d'interagir avec la CyPB mais bien & une

diminution du nombre de sites de fixation par cellule.

b. Fixation de la ['I]-CyPB

En utilisant la [1251]-CyPB, la fixation du ligand & la surface des lymphocytes activés
présente les mémes caractéristiques que celle observée avec les lymphocytes quiescents. En
effet, elle est spécifique, saturable et dépendante de la concentration (Figure 14). Toutefois,
les lymphocytes activés montrent une capacité de fixation environ 1,5 fois plus faible que
celle des lymphocytes quiescents. Les affinités de la CyPB pour ces deux types de cellules
restent cependant similaires. En effet, 'analyse en Scatchard donne un Kd de 16 + 5 nM et un
nombre de sites de 59.500 + 23.130/cellule pour les lymphocytes quiescents contre un Kd de
17 + 4 nM et seulement 38.600 + 8.870 sites/cellule pour les lymphocytes activés (n = 3
individus différents). Toutefois, la différence de fixation entre lymphocytes quiescents et
activés observée avec la [1251]-CyPB est moins marquée qu'avec la CyPB fluorescente. En
effet, par cytofluorimétrie en flux, les cellules activées sont analysées séparément des autres
cellules de la population lymphocytaire, alors que le ligand radiomarqué ne permet d’estimer
que la fixation globale sur toutes les cellules de la population.

Malgré tout, la fixation de la ['2°I]-CyPB reste moins élevée sur les lymphocytes activés,
confirmant les résultats obtenus par cytofluorimétrie en flux. Au cours de l'activation, le
nombre de sites de fixation de la CyPB décroit, alors que l'affinité n'est sensiblement pas
affectée, ce qui suggere que l'activation induit une régulation négative de l'expression des sites

de fixation lymphocytaires de la CyPB.
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Figure 13 : Fixation de la CyPB a la surface des lymphocytes quiescents (A) et activés
(B). Les cellules ont été incubées en présence de 100 nM de CyPB-S-fluorescéine. Apres
lavage, la fixation de la CyPB (histogramme gris€) est analysée par cytofluorimétrie en flux.
La fixation non-spécifique (histogramme blanc) est obtenue par incubation du ligand
fluorescent en présence de 100 excés molaires de CyPB non marquée. Les lymphocytes sont
cultivés pendant 3 jours en présence ou en absence d'anticorps anti-CD3 (50 ng/ml). Les
régions représentées dans les cytogrammes correspondent aux populations des lymphocytes
quiescents (R1) et des lymphocytes activés (R2). Les histogrammes représentent la fixation de
la CyPB a la surface des cellules de chaque population. Le pourcentage de cellules fixant la
CyPB est indiqué au-dessus de la population CyPB™. Les résultats proviennent du méme

individu, et sont représentatifs de plusieurs expériences réalisées avec 17 individus différents.
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Figure 14 : Fixation de Ia [1251]-CyPB a la surface des lymphocytes quiescents (A) et
activés (B). La fixation de la CyPB radiomarquée est étudiée en incubant les cellules pendant
1 h & 4°C avec les concentrations indiquées de ['*’I]-CyPB. La fixation spécifique (M) est
obtenue par soustraction du non-spécifique (A) de la fixation totale (@). Les points
correspondent & la moyenne de valeurs en triplicate obtenues & partir d’un individu.
L’exemple montré est représentatif de plusieurs expériences réalis€es avec 3 individus

différents.
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4- Phénotype des cellules fixant 1a CyPB

Les lymphocytes circulants sont constitués de plusieurs sous-populations caractérisées
par l'expression de marqueurs de surface spécifiques. Ainsi, la fixation hétérogéne de la CyPB
observée sur les lymphocytes circulants pourrait étre relative a une expression variable des
sites de fixation de la CyPB parmi ces différentes sous-classes. Afin d'identifier le phénotype
des PBL qui fixent la CyPB, les cellules ont été incubées en présence de CyPB-S-fluorescéine
et d'anticorps dirigés contre des antigénes de surface spécifiques a certaines populations de
lymphocytes. L'analyse a été réalisée par cytofluorimétrie en flux par une technique de double
marquage (Figure 15). La fixation de la CyPB est visualisée par son groupement fluorescéine
(fluorescence FL1) et celle des anticorps anti-marqueur de surface par conjugaison a la
phycoérythrine (fluorescence FL2). La distribution de la fixation de la CyPB parmi ces
différentes sous-populations a été étudiée chez 11 donneurs sains et est représentée dans le
Tableau VI.

Le CD3 est I'antigéne membranaire le plus représentatif des lymphocytes T (Figure 15a).
Ce marqueur est présent sur 50 a 70% des PBL totaux. Toutes les cellules fixant la CyPB sont
retrouvées dans cette sous-population (Figure 15b). Le CD19, HLA-DR et le CD16 sont
respectivement des marqueurs spécifiques pour les lymphocytes B, les lymphocytes B et T
activés et les cellules NK. Aucune fixation de la CyPB n'est associée a ces différentes sous-
populations. Ces résultats sont en accord avec nos précédents travaux qui ont montré que la
CyPB se lie spécifiquement aux lymphocytes T (Allain et al., 1994).

Cependant, seulement 60 + 20% des cellules CD3" interagissent spécifiquement avec le
ligand, ce qui suggere que tous les lymphocytes T n'expriment pas les sites de fixation de la
CyPB. Les cellules T sont divisées en lymphocytes auxiliaires et cytotoxiques/suppresseurs,
sous-populations exprimant respectivement les marqueurs CD4 et CDS. Les cellules CD4" et
CD8" sont représentées en proportion équivalente dans la population totale des lymphocytes
mais la fixation de la CyPB se répartit différemment entre ces deux populations (Figure
15¢,d). En effet, 64 + 16% des cellules CD4" et 43 + 15 % des cellules CD8" fixent la CyPB.
De plus, 62 + 19% des PBL-CyPB" sont localisés dans la sous-classe CD4" et 37 + 16% dans
la sous-classe CD8", confirmant que seuls les CD3" fixent la CyPB et que les sites de fixation
se distribuent entre les sous-populations CD4” et CDS".

Nous avons alors étudié la distribution des sites de fixation de la CyPB & la surface des
lymphocytes exprimant 'antigene CD28, représentant une sous-population des lymphocytes T.
Le CD28 est plus exprimé sur les cellules CD4™ que sur les cellules CD8" (June ef al., 1990).
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Ainsi, le taux de cellules CD28" fixant la CyPB est intermédiaire a celui des cellules CD4" et
CDS8", suggérant que la fixation de la CyPB n'est pas limitée & cette sous-population.

Les lymphocytes peuvent également étre classés en fonction de leur degré de
maturation. On distingue les lymphocytes naifs (cellules n'ayant jamais rencontré 1'antigéne, et
sensibles a I'[L2) et les lymphocytes mémoires (cellules ayant déja rencontré l'antigéne puis
retournés a 1'état de quiescence, elles sont moins sensibles a 1TL2), selon leur dépendance a
ITL2. Bien qu'aucun marqueur ne soit suffisamment sélectif pour discriminer ces phénotypes,
le marqueur CD45 est le plus souvent utilisé afin d'étudier ces deux sous-populations (Akbar
et al., 1991). L'isoforme CD45RA est exprimée sur la majorité des lymphocytes T naifs tandis
que la forme tronquée CD45RO est surtout limitée aux lymphocytes T mémoires. La fixation
de la CyPB se répartit en égales proportions entre les populations RA et RO (Figure 15e, f).
De plus, la somme des cellules doubles positives CD45RA"/CyPB" (25 + 7%) et des cellules
CD45RO"/CyPB* (16 + 5%) est égale 4 la proportion de lymphocytes CD3" qui fixent la
CyPB, soit 36 + 10% des PBL totaux. Ces résultats confirment que les cellules CD45RA" et
CD45RO™ qui fixent la CyPB sont effectivement des lymphocytes T et que I'expression des
sites de fixation pour la protéine ne dépend pas de 1'état de maturation des lymphocytes T

circulants.

C - Discussion

Dans cette premicre partie, nous avons étudié la fixation globale de la CyPB a la surface
des lymphocytes humains. Pour cela, nous avons utilisé le ligand radiomarqué et nous avons
développé une méthode directe de détection des sites de fixation de la CyPB par
cytofluorimétrie en flux.

Le probléme majeur était de préparer un ligand fluorescent conservant ses propriétés de
fixation. Nous avons alors test¢ deux sondes différentes de fluorescéine, le FITC et le
fluorescéine-5-maléimide, qui réagissent spécifiquement et respectivement avec les
groupements amines et thiols. La CyPB-N-fluorescéine est incapable d'interagir avec les
lymphocytes. Ces résultats sont en accord avec nos travaux préliminaires (Mariller et al.,
1996b) qui ont démontré I'implication des 24 premiers résidus d'acides aminés N-terminaux.
En effet, cette région contient 5 résidus de lysine et la modification d'au moins deux de ces
résidus est sans doute suffisante pour provoquer un encombrement stérique et abolir les

propriétés de fixation de la CyPB.
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Tableau VI : Distribution des sites de fixation de la CyPB dans les différentes sous-
classes de lymphocytes. Les PBMC ont été incubés en présence de CyPB-S-fluorescéine et
d'anticorps anti-marqueur lymphocytaire. Les cellules sont ensuite analysées par
cytofluorimétrie en flux. La fréquence des cellules positives représente les cellules exprimant
soit les marqueurs lymphocytaires (CD"), soit le récepteur de la CyPB et les marqueurs
lymphocytaires (CyPB*/CD"). Le rapport correspond 2 la fréquence des cellules exprimant le
récepteur de la CyPB dans chaque sous-classe. Les données représentent la moyenne + S.D.

obtenues lors de différentes expériences réalisées avec 11 donneurs sains.

Fréquence des cellules positives parmi les différentes sous-

classes de lymphocytes

PBMC (%) CD+ CyPB+/CD+ Rapport
PBMC 100 40 £ 11 40 = 11
CD3 60 + 10 3610 60 + 20
CD4 39+8 25t8 64 + 16
CD8 30+10 135 43 +15
CD28 52 + 11 26+9 50 =20
CD45RA 67 £13 2517 37 +£20
CD45RO 33+8 16+ 5 48 +13
CD19 1517 ND= /
CD36 24 + 15 ND /
HLA-DR 16+ 8 ND /

* ND, non détectable (correspond 3 la fixation non-spécifique)
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Figure 15 : Détection de la fixation de la CyPB a la surface des différentes sous-
populations de lymphocytes. Les lymphocytes sont analysés pour l'expression du récepteur
de la CyPB et soit du CD3 (b), CD4 (c), CD8 (d), CD45RA (e) ou du CD45RO (f). Le control
négatif (a) est obtenu par incubation des cellules avec 100 exceés molaires de CyPB non
marquée. Les quadrants sont placés de telle facon que les cellules fixant non-spécifiquement
la CyPB restent dans les quadrants de gauche. Les nombres indiqués correspondent aux
pourcentages de cellules positives dans chaque quadrant. Fluorescence 1 = signaux de la
fluorescéine (CyPB) ; fluorescence 2 = signaux de la phycoérythrine (anti-CD3, anti-CD4,
anti-CD8, anti-CD45RA, ou anti-CD45RO). Les résultats présentés ont été¢ obtenus a partir
d'un seul individu et sont représentatifs de plusieurs expériences réalisées avec différents

donneurs (n = 11).
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Au contraire, la partie C-terminale, qui contient 'unique résidu de cystéine de la
protéine, n'est pas impliquée dans la fixation de la CyPB (Mariller et al., 1996b).

Ainsi, la modification de la CyPB sur son résidu de cystéine a 1’aide d’une sonde
spécifique des groupements thiols, telle que le fluorescéine-5-maléimide, nous a permis de
produire une CyPB fluorescente conservant la capacité a se fixer.

La fixation de la CyPB sur les lymphocytes circulants est hétérogene, suggérant que le
nombre de sites de fixation exprimés a la surface de ces cellules est trés variable. Par une
méthode de double marquage, nous avons montré que la CyPB interagit différemment avec les
sous-populations de lymphocytes étudi€es. En effet, seuls les lymphocytes T circulants sont
impliqués dans la fixation de la CyPB. Ces résultats sont conformes a nos travaux
préliminaires concernant la fixation de la CyPB sur les cellules de lignées humaines
lymphoblastiques (Allain et al., 1994). Par contre, l'expression variable de ces récepteurs
semble étre indépendante du phénotype des lymphocytes T. Bien que la fixation de la CyPB
soit plus prononcée a la surface des lymphocytes T CD4", la présence de sites de fixation n’a
pas pu étre localisée a une seule sous-population lymphocytaire T bien caractérisée. De plus,
la CyPB se fixe de facon similaire & la surface des lymphocytes T naifs et mémoires, écartant
I’hypothése d’une régulation de 1’expression de ces sites en fonction de 1’état de maturation
des lymphocytes T.

Le nombre de récepteurs de la CyPB diminue sur les lymphocytes activés in vitro par
rapport aux lymphocytes quiescents. Alors que l'affinité reste semblable, le nombre de sites
est fortement réduit sur les lymphocytes activés, ce qui suggére que l'activation induit une
régulation négative de I'expression de ces récepteurs.

Chez un méme individu, la population lymphocytaire est hétérogene du point de vue de
I’état de maturation et des fonctions associ€es a chaque sous-population. Cette hétérogénéité
lymphocytaire est également observée dans les phénoménes de variations de sensibilité
cellulaire & la CsA. En effet, l'activit¢ immunosuppressive repose essentiellement sur
l'inhibition de I'activation des lymphocytes T auxiliaires CD4". Ces cellules jouent un role
crucial dans le contréle de la réponse immunitaire, notamment en synthétisant de nombreuses
lymphokines. Ces facteuwrs, en particulier 1102, stimulent d'autres cellules
immunocompétentes comme les lymphocytes cytotoxiques CD8" et provoquent par voie
autocrine l'expansion clonale des lymphocytes T auxiliaires activés. La CsA, en bloquant la
synthése d'IL2 par les lymphocytes CD4", agit indirectement sur les lymphocytes cytotoxiques
(Bunjes et al., 1981) alors qu'elle n'a aucun effet sur les lymphocytes suppresseurs (Hess &
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Tatschka, 1980 ; Bucy et al., 1988). De plus, les cellules mémoires sont moins sensibles a la
CsA que les cellules naives étant donné que leur prolifération n'est plus dépendante de 1TL2,
mais d’un panel plus diversifi¢ de lymphokines (Motta ef al., 1991). Le fait que la CyPB se
fixe a la surface des lymphocytes T CD4" quiescents, suggére qu’elle pourrait cibler la CsA
par fixation du complexe CyPB/CsA 2 la surface de ces cellules sensibles au médicament.
Dans la seconde partie de notre travail, nous nous sommes donc intéressée a la nature
des sites de fixation de la CyPB exprimés a la surface des lymphocytes, ceci afin de savoir
s'ils sont capables d'interagir avec le complexe CyPB/CsA et d'intervenir dans un ciblage de la

CsA complexée, vers les lymphocytes T.
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Iil- IDENTIFICATION DES SITES DE FIXATION DE LA CYPB
EXPRIMES A LA SURFACE DES LYMPHOCYTES T

A - Etude des interactions entre la CyPB et I'héparine

De nombreux exemples d’interactions entre des GAG de type héparine/HS ou CS et des
protéines basiques ont déja été décrits dans la littérature. Des protéines, telles que la
lactoferrine (Lf) (Zou et al., 1992) et des chimiokines (Witt & Lander, 1994) interagissent
avec des motifs glycanniques sulfatés par I’intermédiaire de séquences peptidiques consensus
riches en acides aminés basiques. De part la nature basique et la présence d'une extrémité N-
terminale riche en lysine, la CyPB représente aussi une protéine susceptible d’interagir avec
des GAG sulfatés exprimés 4 la surface des cellules.

Afin de vérifier cette hypothese, nous avons dans un premier temps étudié les
interactions de la CyPB avec 1’héparine. Pour cela, nous avons analysé les propriétés de
fixation de la CyPB sur un gel d’héparine-Sépharose. Dans chaque expérience, 1 pg de ['*°I]-
CyPB (50 nM) a été incubé en présence de 300 pug d’héparine immobilisée (3 mg d’héparine

conjuguée par ml de gel).

1- Sensibilité a la force ionique

Apreés avoir incubé la CyPB radiomarquée en présence d’héparine-Sépharose, la stabilité
de la fixation est analysée par lavages successifs du gel a I’aide de tampon PBS contenant des
concentrations croissantes en NaCl. Seuls 8% de la radioactivité sont éliminés par un lavage
PBS-0,15 M NaCl, ce qui signifie que 92 % de la ['*I}-CyPB restent associés au gel. Ce
résultat confirme que la CyPB se lie bien a I’héparine. La stabilité a la force ionique de la
liaison CyPB/héparine est étudiée par lavages successifs de la colonne 4 ’aide de tampons
PBS contenant des concentrations croissantes en NaCl, ceci afin d’éluer tout ou en partie la
['**1]-CyPB fixée au gel (Tableau VII). A partir de 0,6 M en NaCl, 90% de la ['*I]-CyPB sont
€élués de la colonne. A 1 M en NaCl, tout le ligand est décroché, ce qui suggére que la fixation
de la CyPB a I’héparine ferait intervenir des liaisons ioniques entre la protéine basique et les
groupements sulfates branchés a I’héparine, interactions déstabilisées a partir de 0,6 M en

NaCl.
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2- Inhibition de fixation de la CyPB par les glycosaminoglycannes

La spécificité de liaison de la CyPB pour I'héparine est étudiée grace & des expériences
de compétition avec d'autres GAG. Les différents GAG compétiteurs utilisés pour ces
expériences sont: 1) I’héparine, 2) un HS isolé de cellules endothéliales du rein, 3) un
chondroitane sulfate C (CS-C) (isol€é de cartilage), 4) un mélange de chondroitane sulfate A et
chondroitane sulfate B (CS-A/CS-B) isolé de mucines, et 5) I’acide hyaluronique. Les
colonnes d’héparine-Sépharose ont été¢ incubées en présence de [121]-CyPB et différentes
concentrations en GAG pendant 1 h a température ambiante (Figure 16). Comme attendu, le
ligand est facilement déplacé de la colonne par I’héparine libre, et la concentration nécessaire
pour décrocher 50% de la ['**I]-CyPB fixée est de 250 ug/ml. En effet, 4 cette concentration,
le ligand se partage en égale proportion entre les formes soluble et conjuguée de I’héparine.
Par contre, les autres GAG sulfatés nécessitent des concentrations plus élevées pour déplacer
50% de la ['*°I]-CyPB fixée, soit 700 pg/ml de CS-C et 1000 pg/ml de CS-A/CS-B ou de HS,
et ’acide hyaluronique est inefficace.

Ces résultats suggérent un réle important du taux de sulfatation des chaines
glycanniques. En effet, ’acide hyaluronique, qui n’est pas sulfaté, ne perturbe pas la fixation
de la ["®I]-CyPB sur ’héparine. De plus, les CS et I’HS, qui déplacent peu la CyPB fixée,
sont substitués respectivement par 1 et 2-3 groupements sulfates par unité disaccharidique,
alors que 4 sulfates sont branchés par unité d’héparine. Cependant, la présence d’ions sulfates
n’est pas seule responsable de I’interaction de la CyPB avec I’héparine. En effet, I’addition de
Na,SO; a des concentrations allant jusqu’a 10 mM ne perturbe pas cette interaction. A ces
concentrations, la quantité d’ions sulfates libres apportée n’est pas suffisante pour produire
une force ionique conséquente a une inhibition de fixation, mais elle est nettement supérieure
a celle portée par I’héparine. Si ces différences de fixation peuvent également s’expliquer par
des différences de structure entre les CS et I’héparine, par contre, ils sont plus surprenants
pour ’HS qui posséde une structure disaccharidique identique. Cependant, il est maintenant
bien démontré que le taux de sulfatation et la position des sulfates conferent des
conformations différentes aux motifs héparine et HS, et donc des sites d’interactions différents
pour des ligands potentiels (Gallagher er al., 1992). Ainsi, il semble que la fixation de la
CyPB sur les molécules de type GAG soit spécifique d’un motif héparinique ayant un taux de

sulfatation élevé.
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Tableau VII : Elution de la [***I}-CyPB fixée 2 I'héparine-Sépharose. Aprés fixation sur
le gel héparine-Sépharose, la ['*I]-CyPB est éluée par lavages successifs en présence de PBS
a concentrations croissantes en NaCl. Les pourcentages correspondent & la quantité de

radioactivité €luée du gel par rapport a la quantité initialement déposée.

NaCl (M) % de CyPB éluée
0,15 8+15
0,3 35+3
0,6 96 +5
1 98 +2

N
o
—) 2 i

n 1 i A

25.CyPB (% de la fixation initiale)

—e— Héparine
25 £ - HS
' —4—CS-C
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Figure 16 : Inhibition de fixation de Ia [1251]-CyPB sur héparine-Sépharose par
différents GAG. Aprés avoir déposé la ['*I]-CyPB sur le gel d’héparine-Sépharose, celui-ci
est incubé en présence de concentrations croissantes en héparine, HS, CS-C, CS-A/CS-B ou
acide hyaluronique pendant ! h a température ambiante. La radioactivité restant associée au

gel est mesurée apres élimination du surnageant.
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3- Compétition de fixation par les ligands de 'héparine

Afin de déterminer la région de la CyPB impliquée dans l'interaction avec I'héparine, le
gel d’héparine-Sépharose est incubé pendant 1 h a température ambiante en présence de [12°1)-
CyPB et plusieurs concentrations de CyPB froide, des peptides C- et N-terminaux de la CyPB
ou de protamine (Figure 17). En présence de 1 pg de ['# 1]-CyPB, le gel d’héparine-Sépharose
n’est pas saturé en ligand, ce qui explique les concentrations élevées en compétiteurs
nécessaires pour inhiber la fixation. 50% de la [125 I]-CyPB fixée sont déplacés par 200 excés
molaires en CyPB froide alors que la protamine, se liant & ’héparine et connue comme étant
un antidote de son pouvoir anticoagulant, déplace 50% de la fixation de ['*°1]-CyPB par 600
excés molaires. Le peptide N-terminal de la CyPB nécessite une concentration encore plus
élevée, soit prés de 1000 excés molaires alors que le peptide C-terminal est inefficace. Les
différences d’inhibition entre la CyPB, la protamine et le peptide N-terminal peuvent
s’expliquer par des différences d’affinité pour I’héparine, mais également par des
encombrements stériques différents sur les chaines glycanniques de 'héparine, en raison des

différences de masse moléculaire des ligands utilisés.

4- Influence de la CsA sur la fixation de la CyPB a I'héparine

Les résultats précédents suggérent que la CyPB interagit spécifiquement avec I’héparine
et que cette interaction ferait intervenir l'extrémité N-terminale riche en résidus lysine. Afin de
connaitre ’effet de la CsA et I’implication du site enzymatique de la CyPB dans ces

interactions, plusieurs expériences ont été entreprises :

a. Inhibition de fixation par la CsA
Contrairement au peptide N-terminal, la CsA n’inhibe pas la fixation de la [**’I)-CyPB,
méme lorsque I'immunosuppresseur est ajouté en large excés, et préincubé 30 min avec la
['*1]-CyPB, afin de laisser le complexe ['2’I]-CyPB/CsA se former (Figure 17). Ces résultats
démontrent que le site de liaison de la CsA n’est pas impliqué dans ’interaction de la protéine

avec I’héparine, et que le complexe CyPB/CsA pourrait se fixer sur 1’héparine.
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Figure 17 : Compétition de fixation de la [1251]-CyPB pour le gel d’héparine-Sépharose
par les peptides N- et C-terminaux de la CyPB, la protamine et Ia CsA. Le gel d’héparine-
Sépharose est incubé en présence de [1251]-CyPB et de concentrations croissantes en
compétiteurs. Apres 1 h & température ambiante, la radioactivité restant associée est mesurée

et rapportée a la quantité initialement fixée.
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b. Fixation »du complexe [*C]-CsA/CyPB sur le gel d ‘héparine-
Sépharose
Afin de vérifier I'influence de la CsA sur la fixation de la CyPB a I’héparine, nous
avons €tudié l'interaction du complexe CyPB/CsA en utilisant la CsA radiomarquée (Figure
18A). Pour cela, le gel d’héparine-Sépharose (300 pg) a été incubé 1 h en présence de 2,5 ug
de ["*C]-CsA libre ou préalablement complexée pendant 30 min & température ambiante avec
la CyPB (40 pg).

Seule, la ["*C]-CsA n’est pas retenue sur le gel d’héparine-Sépharose. Elle est en
majorité retrouvée dans le volume mort de la colonne. Par contre, une fois complexée a la
CyPB, 88% du complexe se retrouvent associés a ’héparine. En effet, apres lavage au PBS
0,15 M NaCl, 12% de la radioactivité sont élués. Comme la ['*’I]-CyPB, la majorité du
complexe se décroche de la colonne d’héparine-Sépharose en présence de NaCl 0,6 M, ce qui
suggere que la CsA ne géne pas la fixation de la CyPB sur ’héparine et ne fragilise pas cette

interaction.

c. Fixation du complexe [*C ']-CsA/CyPB sur colonne LH-20 en
présence ou en absence d'héparine

Afin de confirmer les résultats précédents, nous avons vérifié la stabilité du complexe
héparine/CyPB/CsA. Pour ces expériences, 2,5 pg de [*C]-CsA libre ou préalablement
complexée a la CyPB seule ou en présence de 150 pug d’héparine sont déposés sur 2 ml de gel
LH-20 équilibré dans du DPBS.

De part sa nature hydrophobe, la ['*C]-CsA libre est retenue sur colonne LH-20, son
élution est tardive et s'étend sur plusieurs fractions. Par contre, le complexe ['*C]-CsA/CyPB
de nature hydrophile est trés peu retenu sur la colonne. Comme le montre la Figure 18B, le
complexe [*C}-CsA/CyPB est élué rapidement, dés la fraction 5, et le pic d'élution
symétrique ne s'étend que sur 5 fractions. En présence d'héparine, 1'élution du complexe est
accélérée. La radioactivité apparait dés la 4™ fraction, et le pic d'élution est plus étroit. Ces
résultats signifient d'une part, qu'en présence d'héparine, le complexe CyPB/CsA ne se
dissocie pas, et d'autre part, qu'il y a formation d'un complexe plus dense et plus hydrophile
que le précédent, constitué d'héparine/CyPB/CsA. En effet, le principe de la séparation sur
LH-20 fait intervenir celui de chromatographie d'hydrophobicité et de gel filtration. Plus un
complexe sera de haut poids moléculaire et hydrophile, plus il sera rapidement élué de la

colonne.
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Figure 18 : Effet de la CsA sur la fixation de la CyPB a I’héparine. (A) Interaction avec
I'héparine-Sépharose de la [14C]-CsA libre ou complexée a la CyPB. (B) Profil d’élution du

complexe ['*C]-CsA/CyPB sur une colonne LH-20 en présence ou en absence d’héparine.
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5- Conclusion

L’ensemble de ces résultats démontrent que la CyPB se lie de maniére spécifique a
I’héparine. Cette interaction impliquerait I'extrémité N-terminale de la protéine, et le site de
fixation de la CsA ne serait pas nécessaire & cette interaction. De plus, la liaison de la CyPB a
I’héparine ne perturbe pas la capacité de la protéine a fixer la CsA, permettant la formation
d’un complexe héparine/CyPB/CsA.

Ainsi, I’héparine interagirait avec la CyPB par l'intermédiaire d'une région localisée
dans les 24 premiers résidus. Cette région qui contient un rassemblement d’acides aminés
basiques, 'DEKKKGPKS?, est trés proche des séquences peptidiques décrites dans la littérature
pour intervenir dans les interactions entre les GAG sulfatés et les protéines fixant I’héparine
(HBP) (Cardin & Weintraub, 1989), telles que les chimiokines et la Lf. Ainsi, la CyPB

pourrait également €tre un membre de cette famille de protéine.

B - Etudes des différents sites d'interaction de la CyPB a la surface

des lymphocytes circulants

Au laboratoire, nous avons mis en évidence la présence de récepteur de la CyPB a la
surface des cellules T de la lignée lymphoblastique Jurkat. La CyPB se fixe spécifiquement
par ’intermédiaire de son extrémité N-terminale avec une constante d’affinité de 12 nM
(Allain et al., 1994). Cependant l'inhibition de la fixation par le peptide N-terminal et par la
protéine chimeére composée de l'extrémité N-terminale de la CyPB fusionnée a la CyPA n'est
pas totale, ce qui suggére que la fixation de la CyPB ferait intervenir une seconde région de la
protéine différente de l'extrémité N-terminale spécifique. Ces résultats soulévent I'hypothése
de la présence de deux sites de fixation exprimés a la surface des lymphocytes et interagissant

avec des régions différentes de la CyPB.

1- Effets de la force ionique et du pH

Comme nous l'avons vu précédemment, la CyPB se lie fortement au gel d'héparine-
Sépharose et est éluée avec des concentrations en NaCl supérieures a 0,6 M. Nous avons alors
recherché ce type d'interaction a la surface des lymphocytes T circulants. Pour cela, les
cellules ont été incubées pendant 1 h 4 4°C en présence de 50 nM en ['*’T]-CyPB et lavées par
du PBS a différentes concentrations en NaCl (Tableau VIII). Le 100% correspond a la quantité
totale de ['*’I]-CyPB fixée 4 la surface des cellules. A 0,6 M en NaCl, 62 + 8% de la ['*]]-
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CyPB fixée sont décrochés, alors qu'a cette concentration, toute la CyPB était éluée du gel
d'héparine-Sépharose. Des concentrations plus élevées en NaCl ne sont pas plus efficaces,
puisqu’un lavage en présence de NaCl 1 M ne décroche que 70 + 12% de la ['*’I}-CyPB. De
plus, a cette concentration, la fixation non spécifique augmente également, ce qui signifie que
les cellules perdent leur intégrité. Ainsi, 30-40% du ligand restent associés aux cellules apres
lavage en présence de NaCl 0,6 M, suggérant qu'une partie de la fixation de la CyPB ne fait
pas intervenir des interactions sensibles a la force ionique.

Dans la littérature, il a ét€¢ montré que l'interaction de ligands polypeptidiques avec leur
récepteur cellulaire protéique est dépendante du pH et que ces ligands peuvent étre libérés de
leur récepteur a pH acide (Massague, 1983). Afin de déterminer si la fixation résistante au
lavage NaCl 0,6 M fait intervenir de interactions protéine/protéine, les cellules ont été
incubées pendant 1 h 4 4°C en présence de 50 nM de [***I]-CyPB, puis lavées par un tampon
PBS/citrate pH4 (Tableau VIII). Aprés un tel traitement, 34 + 5% de la fixation sont déplacés,
démontrant qu’une partie de la CyPB fixée est sensible & pH4. De plus, un lavage associant
force ionique et pH acide (Glycine 0,2M / NaCl 0,5M, pH4) libére la totalité de la [*°1]-CyPB
(95 + 6%), ce qui suggere que la fixation résistante au lavage NaCl 0,6 M est sensible a pH4.
Cependant, les deux lavages consécutifs ne déplacent pas toute la CyPB fixée. En effet, alors
que le lavage en présence de NaCl 0,6 M décroche 60 + 10% de la [1251]-CyPB fixée, seuls 11
+ 5% du ligand sont libérés par un second lavage a pH4. La différence peut toutefois
s'expliquer par la capture d’une partie de la CyPB déplacée lors du deuxiéme lavage par les
sites sensibles au NaCl 0,6 M rendus libres par le premier lavage, et résistants a pH acide. Ces
résultats suggérent que la CyPB possédent des sites de fixation de deux types a la surface des

lymphocytes, les sites sensibles au NaCl 0,6 M et les sites sensibles aux pH acides.

2- Recherche des sites de type GAG sulfatés

a. Inhibition de fixation par les GAGs
Les interactions de la CyPB avec des GAG présents a la surface des lymphocytes ont été
comparées a celles observées avec ’héparine, en réalisant des expériences de compétition en
présence de différentes concentrations en héparine, HS, CS-C, CS-A/CS-B et en acide
hyaluronique (Figure 19). Les cellules ont été incubées avec 50 nM en [1251]-CyPB et

différents compétiteurs.
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Tableau VIII : Sensibilité des sites de fixation de la CyPB a la force ionique et au pH.
Les cellules ont été incubées en présence de 50 nM de [1251]-CyPB pendant 1 h & 4°C, puis

lavées par les différents tampons testés. Les pourcentages correspondent a la quantité¢ de CyPB

décrochée des cellules par rapport a la fixation initiale.

Tampon % de CyPB
décrochée
-Tp NaCl (M)
0,3 35+5
0,6 62+8
1 70 +12
-Tp PBS/citrate pH4 34+5
-Tp NaCl 0,6M 60 + 10
Tp PBS/citrate pH4 11+5
-Tp Glycine 0,2M/ 95+ 6

NaCl 0,5M pH4
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Figure 19 : Inhibition de fixation de la [*’I]-CyPB par différents GAGs sur les
lymphocytes. Les cellules ont été incubées pendant 1 h 4 4°C en présence de 50 aM de ['*°I]-
CyPB et de concentrations croissantes en héparine, HS, CS-C, CS-A/CS-B et acide
hyaluronique. Le pourcentage indique la quantité de ['*I]-CyPB encore fixée a la surface des

cellules en présence d’inhibiteur rapportée au 100% obtenu en absence d'inhibiteur.
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L'addition d'héparine (de 0 & 500 pg/ml) déplace facilement la ['*’I]-CyPB fixée 4 la
surface des cellules. En effet, 50% de la fixation totale sont inhibés en présence de 120 pg/ml
d'héparine. Par contre, I'HS, le CS-C et le CS-A/CS-B, utilisés aux mémes concentrations,
affectent dans une moindre mesure la fixation de la CyPB, et 1’acide hyaluronique n’inhibe
pas la fixation. Ces résultats sont conformes a ceux obtenus par chromatographie sur le gel
d’héparine-Sépharose et suggérent que la CyPB se fixe a des molécules d'héparine associées

aux membranes ou a des constituants membranaires de type héparine.

b. Traitement enzymatique des membranes

Afin de compléter les expériences de compétition et d'identifier la nature des sites de
fixation, des traitements enzymatiques des membranes ont été réalisées par 1'héparinase I, la
chondroitinase ABC et la trypsine (Figure 20).

L'héparinase libere les GAG de type héparine et HS, et la chondroitinase est spécifique
des CS. Les conditions optimales de fonctionnement de ces enzymes ont été obtenues en
traitant les lymphocytes par I'héparinase & 0,5 Ul/ml ou par la chondroitinase a 10 Ul/ml
pendant 3 h & T° ambiante. Les cellules ont été ensuite incubées pendant 1 h a 4°C en
présence de 50 nM en ['*I]-CyPB afin de mesurer la perte de fixation membranaire obtenue
apres traitement par ces enzymes.

Aprés traitement a 1’héparinase, 54% de la fixation spécifique ont été¢ Eliminés,
démontrant que plus de la moitié des sites de fixation de la CyPB sont sensibles a cette
enzyme. Par contre, aprés digestion par la chondroitinase, seuls 22% de la fixation spécifique
sont éliminés. Ces résultats sont conformes & ceux obtenus lors des expériences de
compétition avec les GAG. 1l semblerait en effet que la CyPB se fixe en majorité sur des GAG
de type héparinique et dans une moindre mesure sur des CS. La faible inhibition observée
avec I'HS isolé a partir de cellules rénales peut s'expliquer par le fait que cette forme posséde
une structure différente de ceux présents a la surface des lymphocytes T. De plus, le fait que
les CS inhibent faiblement la fixation de la CyPB pourrait s'expliquer par leur moindre
implication dans ces interactions. Ainsi, la CyPB se fixerait en partie a la surface des
lymphocytes T par Dintermédiaire de GAG sulfatés spécifiques de ces cellules,

essentiellement représentés par des motifs de type héparine.
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Figure 20 : Traitement des lymphocytes par des endoglucosidases et la trypsine. Apres
traitement des lymphocytes par I'héparinase (0,2 Ul/ml), la chondroitinase (10 Ul/ml) et la
trypsine (1 mg/ml), les cellules ont été incubées en présence de 50 nM de [**°[]-CyPB. La
fixation non-spécifique est obtenue en présence de 200 excés molaires de CyPB non marquée.
Les résultats sont exprimés en pourcentage par rapport a la fixation spécifique mesurée sur les

lymphocytes non traités.
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Lorsque les cellules ont été traitées par la trypsine (1 mg/ml) pendant 1 h a 4°C, la
fixation de la ['*I]-CyPB est presque complétement éliminée. Ce résultat démontre d’une
part, que les GAG fixant la CyPB sont associés a la membrane des cellules par l'intermédiaire
d'une protéine, et d’autre part, que les seconds sites résistants au NaCl 0,6 M mais sensibles a

pH4 sont probablement des récepteurs protéiques.

c. Compétition de fixation par des HBP

Des expériences de compétition ont ét€ réalisées avec des protéines se liant a I'héparine,
telles que la protamine, une chimiokine, I'L8 et la Lf. Ces protéines sont testées pour leur
capacité a inhiber la fixation de la ['*’I]-CyPB a la surface des lymphocytes (Figure 21).
Comme attendu, la fixation de la ["*°I]-CyPB est inhibée 3 80% par 100 excés molaires de
CyPB froide, ce qui correspond 4 la fixation non spécifique. Les concentrations croissantes en
protamine et en lactoferrine déplacent jusqu'a 60% de la CyPB fixée, alors que I'IL8 ne
perturbe pas cette fixation. Les Clso de la protamine et de la Lf sont respectivement de 19 uM
et de 9 puM, alors qu’elle est de 500 nM pour la CyPB dans les mémes conditions. Aux
concentrations utilisées en protamine et en Lf, la fixation non spécifique de la CyPB n’est pas
atteinte, ce qui suggere que ces deux protéines partagent avec la CyPB une partie de ses sites
de fixation. Le fait que L8 n'a aucun effet sur la fixation de la ['*° I]-CyPB pourrait
s’expliquer par des sites de fixation différents entre la CyPB et I'IL8, ou par le fait que cette
derniére a une affinité trés inférieure a celle de la CyPB pour les sites reconnus. En effet, il a
été montré dans la littérature que 1'IL8 possédait une faible affinité vis a vis de 1’héparine (Kd
= 5,5 x 10" M) (Witt & Lander, 1994).

Afin d’identifier les sites reconnus par les trois protéines, CyPB, Lf et protamine, les
lymphocytes ont été incubés en présence de 50 nM en ['>’I]-CyPB et plusieurs concentrations
de chaque protéine. Apreés 1 h d’incubation a 4°C, les cellules sont lavées par du PBS-NaCl
0,6 M pour discriminer les 2 sites de fixation de la CyPB. La Figure 22A montre la fixation de
la [1251]-CyPB sur les sites sensibles au NaCl, qui représentent environ 70% de la fixation
totale. Ainsi, les trois protéines tendent & inhiber totalement la fixation de la ['*I]-CyPB.
Toutefois, les Clso de la Lf et de la protamine sont 10 fois plus élevées que celle de la CyPB
froide pour ces sites. Ce résultat suggére que la Lf et la protamine partagent en commun avec
la CyPB, des sites de fixation de type glycannique mais présentent des affinités plus faibles

pour ces derniers.
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Figure 21 : Compétition de fixation de la [nsl]-CyPB a la surface des lymphocytes. Les
cellules ont été incubées en présence de 50 nM de [1251]-CyPB et de CyPB non marquée, de
protamine, de Lf ou d'IL8 aux excés molaires indiqués. Aprés 1 h a 4°C, les cellules sont

lavées par du PBS et la radioactivité restante associée aux membranes est comptée.
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Figure 22 : Compétition de fixation de la [***I]-CyPB sur les sites sensibles (A) et
résistants (B) au lavage NaCl 0,6 M. Les cellules ont €té incubées pendant 1 h a 4°C en
présence de 50 nM de [1251]-CyPB et de concentrations croissantes en CyPB froide, protamine
et Lf. Apres élimination du ligand non fixé, la radioactivité restant associée aux cellules et
présente dans le lavage NaCl 0,6 M a été mesurée. Le pourcentage indique la quantité de
['*I}-CyPB mesurée dans les deux fractions par rapport a la radioactivité totale obtenue en

absence d’inhibiteurs.
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Par contre, ces mémes protéines n’inhibent pas la fixation de la ['*’I]-CyPB sur les sites
résistants au lavage au NaCl, contrairement a la CyPB froide (Figure 22B), ce qui démontrent

que la Lf et la protamine ne se fixent pas aux sites non glycanniques, spécifiques de la CyPB.

d. Conclusion
Par des expériences de compétition de fixation et par traitement enzymatique des
lymphocytes, nous avons constaté que la CyPB se fixe a la surface des lymphocytes T sur des
sites de nature GAG sulfatés. Ces sites de fixation représentent 60-70% de la fixation
spécifique. De plus, ces résultats suggérent également l'existence de seconds sites de fixation
de nature non glycannique, résistants au lavage NaCl 0,6 M. Par contre, la sensibilité de ces
seconds sites & un lavage a pH4 et leur élimination par la trypsine suggérent qu'il s'agirait de

récepteurs protéiques.

3- Recherche des sites non glycanniques

Afin de discriminer les sites GAG sulfatés, des sites non glycanniques, deux approches
ont été utilisées : 1) aprés fixation de la ['*’[]-CyPB, les cellules ont été lavées en présence de
PBS-NaCl 0,6 M, afin de décrocher la protéine liée aux sites GAG et ainsi rendre visibles les
seconds sites ; 2) la fixation de la [1251]-CyPB sur les sites GAG a été bloquée par un exces de

protamine, laissant seuls les seconds sites accessibles pour la fixation du ligand.
a. Compétition de fixation de la CyPB

Les cellules ont été incubées pendant 1 h & 4°C en présence de 50 nM en ['*’I]-CyPB et
de concentrations croissantes en compétiteurs : CyPB non marquée, CyPC ou peptide N-
terminal. Aprés lavage par du DPBS, les cellules subissent un second lavage au PBS NaCl 0,6
M, afin d'éliminer le ligand fixé sur les GAG, et la radioactivité restant associée aux cellules
est analysée en fonction des différents compétiteurs (Figure 23A). La fixation de la ['*°[]-
CyPB est fortement déplacée par 1a CyPB froide. En effet, plus de 80% de la fixation initiale
sont inhibés & partir de 100 exces molaires, démontrant que la fixation sur les sites résistants
au NaCl 0,6 M est spécifique. 50% de la fixation de la ["*I}-CyPB sont inhibés par 650 nM en
CyPB non marquée, Cls trés similaire de celle observée en absence de lavage NaCl 0,6 M
(750 nM). Des concentrations croissantes en CyPC inhibent également la fixation de la ['*I]-
CyPB sur les sites résistants au NaCl 0,6 M. Cependant, cette inhibition est plus faible qu'avec
la CyPB froide. En effet, la Clsg est estimée & 1,2 pM, suggérant que la CyPC a une affinité
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plus faible que la CyPB pour les sites de fixation reconnus. Par contre, le peptide N-terminal
n'a aucun effet sur la fixation de la CyPB sur les sites résistants au NaCl 0,6 M.

Ces résultats sont contradictoires & ceux observés en absence de lavage NaCl 0,6 M
(Figure 23B). En effet, la CyPC apparait inefficace pour déplacer la CyPB radiomarquée fixée
a la surface des lymphocytes T circulants, alors que le peptide N-terminal déplace jusqu’a
60% la fixation de la ['*°I}-CyPB a partir de 250 excés molaires. Ces résultats sont d'ailleurs
similaires a ceux observés avec les cellules T Jurkat (Mariller et al., 1996b).

Il semble donc que la spécificité de liaison de la CyPB aux sites sensibles et résistants
au NaCl soit différente. En effet, nous avons vu que le peptide N-terminal inhibait la fixation
de la CyPB a I'héparine et déplagait en partie la protéine fixée a la surface des lymphocytes T,
suggérant que la CyPB reconnait les GAG sulfatés par son extrémité N-terminale. Par contre,
les sites résistants au NaCl n'ont aucune affinité¢ pour cette région. A l'opposé, la CyPC
n'aurait aucune affinité pour les sites de fixation sensibles au lavage NaCl 0,6M, ce qui peut
s'expliquer par l'absence du peptide N-terminal spécifique de la CyPB. Ainsi, le fait que les
sites GAG sulfatés soient majoritaires peut expliquer I’absence apparente de compétition
provoquée par la CyPC. Par contre, les sites résistants au NaCl 0,6 M reconnaitraient une
région commune aux deux isoformes. En effet, aprés avoir €liminé la fixation sur les GAG
sulfatés, nous avons observé que la CyPC était capable de déplacer la CyPB fixée, suggérant
la présence de récepteurs interagissant avec une région commune & ces deux isoformes. Ce
site pourrait étre le domaine conservé des CyPs comprenant les domaines catalytique et de

fixation de la CsA.
b. Importance du domaine catalytique dans la fixation de la CyPB
o~ Inhibition de la fixation par des analogues de cyclosporine

Afin d’étudier le r6le du domaine conservé de la CyPB dans l'interaction avec les sites
résistants au NaCl, les cellules ont été incubées en présence de 50 nM de ['*’I]-CyPB et de
concentrations croissantes en CsA. Des 6 excés molaires en CsA, la fixation totale de la CyPB
est inhibée d'environ 25%. Cette inhibition reste ensuite constante jusqu’a 500 exces molaires
de CsA (Figure 24). Des analogues de cyclosporine ont alors été utilisés afin de vérifier si
cette inhibition était due a l'occupation du site enzymatique (Tableau IX). La CsG, analogue
moins actif que la CsA, réduit également la fixation de la [ [}-CyPB sur les lymphocytes.
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Figure 23 : Compétition de fixation de la [1251]-CyPB par Ia CyPC et le peptide N-
terminal apreés ou sans lavage NaCl 0,6 M. Les lymphocytes ont été incubés avec 50 nM en
['*I]-CyPB et de concentrations croissantes en CyPB non marquée, CyPC et peptide N-
terminale. Aprés 1 h d'incubation a 4°C, les cellules sont lavées soit par du PBS-NaCl 0,6 M
(A), soit par du DPBS-NaCl 0,15 M (B).
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Tableau IX : Effet de la CsA et de ses analogues sur la fixation totale de 1a CyPB. Les
lymphocytes ont été incubés en présence de 50 nM en ['*I]-CyPB et de dérivés de
cyclosporine. Aprés 1 h d’incubation a 4°C, la radioactivité restant associée aux cellules est

comparée a celle obtenue en absence d’inhibiteurs.

Excés molaire en inhibiteur

10 100
CsA 75% 74%
CsG 93% 77%
CsH 102% 109%

1251.CcyPB (% de fixation initiale)

50 +
1 —e—CyPB

25 + .
i —&— protamine
1 —4—CsA
1 —e—protamine+CsA

O l‘l‘t T T ll'lll: T T u---uT:
10 100 1000

Excés molaires

Figure 24 : Effets de la combinaison protamine/CsA sur la fixation de la ['**I]-CyPB 2 la
surface des lymphocytes T. Les cellules ont été incubées en présence de 50 oM en ['#1]-

CyPB et soit de protamine seule, de CsA seule, ou du mélange protamine/CsA.
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Cependant, elle nécessite des concentrations plus élevées, ce qui peut s’expliquer par la
moindre affinité de cette analogue pour les CyPs. Par contre, la CsH qui ne se fixe pas aux
CyPs, n'a aucun effet sur la fixation de la ['®I]-CyPB a la surface des lymphocytes T. Ainsi,
'occupation du domaine catalytique par l'immunosuppresseur semble étre nécessaire pour
bloquer la fixation de la CyPB sur les sites résistants au NaCl. Ces résultats suggérent que la

région de la CyPB interagissant avec ce second site impliquerait la région conservée des CyPs.
- Effet de I’association CsA et protamine

Afin de confirmer l'implication des deux régions distinctes de la CyPB dans les
interactions avec les deux sites de fixation, les cellules ont ét€ incubées pendant 1 h a 4°C en
présence de 50 nM en de [’I]-CyPB et de concentrations croissantes en protamine et en CsA.
Comme le montre la Figure 24, l'association CsA/protamine provoque une meilleure
inhibition de la fixation de la ['*’I]-CyPB que les deux inhibiteurs seuls. En effet, I’inhibition
provoquée par la protamine associée a la CsA est plus efficace que celle de la protamine seule
pour les faibles concentrations, puis les deux courbes restent paralléles pour les fortes
concentrations. Ces résultats démontrent que I’inhibition de fixation de la CyPB par la CsA
s’additionne a celle produite par la protamine, suggérant la présence de deux régions distinctes

de la protéine interagissant avec deux sites de fixation différents.
c. Conclusion

Les deux sites de fixation de la CyPB sur les lymphocytes T peuvent étre discriminés
par lavage en présence de NaCl 0,6 M, ce qui nous a permis d'étudier la spécificité du site
minoritaire. La CyPB interagit avec ce site par l'intermédiaire de la région comprenant le site
de fixation de la CsA, région qui, comme nous l'avons vu précédemment, n'intervient pas dans
la fixation a I'héparine. En outre, le peptide N-terminal ne serait impliqué que dans les
interactions avec les motifs GAG sulfatés. Ainsi, la CyPB posséderait deux domaines de
fixation bien distincts, lui permettant d'interagir avec deux familles de molécules différentes

présentes a la surface des lymphocytes T circulants.

4- Caractéristigues des sites de fixation de la CyPB sur les lymphocytes T

Comme nous l'avons observé dans la premicre partie, la fixation de la CyPB sur les

lymphocytes T est hétérogéne et se distribue entre les sous-populations CD4" et CD§".
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Afin d’attribuer cette hétérogénéité a l'un ou l'autre site, les cellules ont été incubées en
présence de 100 nM en CyPB-S-fluorescéine puis lavées avec ou sans PBS-NaCl 0,6 M avant
l'analyse au cytofluorimétre en flux.

L'intensit¢ de fluorescence correspondant a la population fixant la CyPB est
considérablement diminuée aprés lavage NaCl 0,6 M (n = 4 individus). Dans l'exemple
représenté (Figure 25), La AVMF est de 58,5 % aprés lavage NaCl 0,6 M alors qu'elle est de
115 + 44 % sans lavage NaCl, reflétant une diminution d'environ 50% de la fixation. De plus,
I’histogramme obtenu aprés lavage NaCl 0,6 M est beaucoup moins étalé, suggérant une
fixation plus homogene sur les sites résistants au NaCl 0,6 M. Ces résultats suggérent que la
fixation hétérogéne de la CyPB observée a la surface des lymphocytes T serait due a une
variation de fixation sur les sites GAG sulfatés.

Afin de confirmer ces résultats, nous avons étudié la fixation de la CyPB en utilisant le
ligand marqué a I’iode’®. Aprés lavage au NaCl 0,6 M, le taux de ['*’I]-CyPB libéré traduit la
fixation du ligand sur les sites glycanniques, alors que la quantité de radioactivité restée
associée aux cellules correspond au ligand fixé sur les sites non glycanniques. La fixation non
spécifique, obtenue en présence de 200 exces molaires de CyPB non marquée, est soustraite
pour obtenir la fixation spécifique sur chaque famille de sites.
la membrane indique la présence d'un seul site de fixation de la CyPB dans ces 2 fractions
(Tableau X). Les affinités de la CyPB pour les sites GAG sulfatés et non glycanniques sont
semblables, et sont respectivement de 10,5 + 1,5 nM et de 14 + 4 nM. Ces valeurs expliquent
le Kd moyen identique pour la fixation globale mesurée dans la premiére partie des résultats et
l'impossibilité de discriminer ces deux sites par leur seule affinité pour le ligand. Les nombres
de sites sont estimés a 68.700 + 24.000 sites sensibles/cellule et 25.400 + 8.900 sites
résistants/cellule. Ainsi, les sites GAG représentent 73 + 25% des sites totaux de la CyPB a la
surface des lymphocytes quiescents, confirmant les résultats précédents obtenus lors des
expériences de compétition. De plus, la fixation de la CyPB sur ces sites GAG présente une
hétérogénéité interindividuelle plus importante que sur les sites non glycanniques. En effet,
dans nos expériences, le nombre de sites GAG varie de 31.200 a 106.100 sites/cellule selon
les individus. A 1'opposé, le nombre de sites non glycanniques est plus constant et varie de

10.000 a 24.500 sites/cellule (n = 5 donneurs).
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Figure 25 : Fixation de la CyPB fluorescente sur les lymphocytes avant et aprés lavage
NacCl 0,6 M. Les cellules ont été incubées en présence de 100 nM en CyPB-S-fluorescéine
puis lavées avec du DPBS (A) ou du PBS-NaCl 0,6 M (B). Les profils grisés et blancs

correspondent respectivement a la fixation totale et a la fixation non spécifique.
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Ainsi, I’hétérogénéité de la fixation de la CyPB observée a la surface des lymphocytes
s'expliquerait en majeure partie par des variations de fixation du ligand sur les sites GAG
sulfatés.

Dans la premiére partie de nos résultats, nous avions également montré que le nombre
de sites diminuait apres activation lymphocytaire. Nous avons alors compar€ la répartition des
sites sensibles et résistants au NaCl sur les lymphocytes quiescents et activés. Afin de pouvoir
discriminer facilement ces deux sites en présence de ['2’I]-CyPB, nous avons sélectionné 3 cas
présentant un nombre de sites de fixation important. Aprés activation, une réduction
significative de la fixation de ['*°I]-CyPB est observée aussi bien sur les sites sensibles que
sur les sites résistants au NaCl 0,6 M (Tableau X). En effet, les nombres de sites GAG sulfatés
sont respectivement de 71.150 + 4150 et de 32.600 + 150 sites/cellule pour les lymphocytes
quiescents et activés, soit une réduction de moiti€¢ de la fixation sur ces sites majoritaires.
Cette diminution peut étre consécutive soit & des modifications d'ordre structural, telles que
des variations de sulfatation ou une diminution de la longueur des chaines glycanniques,
résultant en une perte de reconnaissance de CyPB, soit tout simplement en une diminution de
leur expression a la surface des cellules. Les seconds sites de nature protéique subissent
également une diminution d'expression. En effet, les nombres de sites passent de 28.350 +
3.650 a 14.700 + 450 sites/cellule aprés activation, suggérant une régulation négative de

'expression de ces sites a la surface des lymphocytes activés.

C- Discussion

Les expériences présentées dans cette deuxiéme partie mettent en évidence l'existence
de deux sites de fixation pour la CyPB a la surface des lymphocytes T circulants. On distingue
des sites sensibles a la force ionique et des sites sensibles au pH (Figure 26).

Les sites minoritaires sont de nature non glycannique et sont sensibles au pH. Apreés
lavage au NaCl 0,6 M, la constante de dissociation apparente de ces sites est de 14 + 4 nM et
le nombre de sites est estimé a 25.400 + 8.900/lymphocyte quiescent. Les dérivés actifs de
cyclosporine inhibent de 25% la fixation de 1a CyPB a la surface des lymphocytes, démontrant
que l'occupation du site enzymatique bloque les interactions du ligand avec ce récepteur non

glycannique.
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Tableau X : Fixation spécifique de la [lzsl]-CyPB sur les sites glycanniques et non

glycanniques des lymphocytes quiescents et activés. Les cellules ont été incubées en

présence de plusieurs concentrations en ["I]-CyPB. Aprés 1 h d’incubation & 4°C, les

paramétres de fixation pour les sites sensibles et résistants au NaCl 0,6 M ont été estimés par

la méthode de Scatchard, et comparés a ceux de la fixation totale. Les données ont été

obtenues a partir de trois individus présentant une capacité élevée de fixation de la CyPB a la

surface des lymphocytes T.

Fixation totale 10+2 99.650 + 7650

Fixation sensible au 10,5 + 2 71.150 + 4150
NaCl

Lc quiescents Lc activés
Kd (nM) n (sites/cellule) Kd (nM) n (sites/cellule)
16 + 2 46.150 + 4650
15+2 32.600 + 150
15+ 4 14.700 + 450

Fixation resistante 11 + 1 28.350 + 3650
au NaCl
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De plus, la CyPC entre en compétition avec la fixation de la CyPB sur ces sites non
glycanniques, mais dans une moindre mesure par rapport a la CyPB elle-méme, suggérant que
ces sites de fixation de la CyPB reconnaissent un domaine conservé des CyPs, probablement
le domaine catalytique. En effet, cette région est treés conservée entre les différentes CyPs
(Bergsma et al., 1991 ; Friedman & Weissman, 1991).

Le second site de fixation de la CyPB a la surface des lymphocytes T est de nature
glycannique sulfatée. En effet, la CyPB se lie fortement sur une colonne d'héparine-Sépharose
et est éluée par des concentrations en NaCl comprises entre 0,6 et 1 M. De plus, les cellules
traitées par du PBS-NaCl 0,6 M libeérent plus de 50% de la CyPB fixée, démontrant que la
protéine interagit probablement avec des GAG sulfatés. La fixation de la CyPB a la surface
des cellules est inhibée par l'addition d'héparine et faiblement par I'HS et les CS. Ceci ne
signifie pas que I'héparine soit responsable de cette fixation, mais que les sites présents a la
surface des cellules présente une affinité similaire pour la CyPB. De plus, la fixation est
fortement diminuée apres traitement des cellules a 1'héparinase, alors que la chondroitinase
affecte peu cette fixation, ce qui suggere que les sites de fixation sensibles au NaCl sont
essentiellement des HS trés sulfatés de structure proche de I'héparine. Ces sites glycanniques
sont majoritaires ; ils sont estimés & 68.700 + 24.000 sites/lymphocyte quiescent et présentent
un Kd de 10,5 + 1,5 nM (similaire & celui des sites non glycanniques). La région de la CyPB
interagissant avec ces sites est localisée dans son extrémité N-terminale spécifique et limitée
aux 24 premiers résidus d'acides aminés. Ces résultats sont conformes & nos précédents
travaux qui ont démontré l'implication de cette région dans la fixation du ligand sur les
cellules Jurkat (Mariller ef al., 1996b). La fixation de la CyPB sur ces sites glycanniques est
inhibée par la Lf et la protamine et non par 1'IL8, toutes les trois étant des HBP. Ces
différences d'inhibition peuvent s'expliquer par la faible affinité de 1'1L8 pour les GAG de type
I'héparine/HS (Kd = 5,5 x 10" M) (Witt & Lander, 1994), par rapport  celle de la CyPB. Par
contre, la Lf présente une affinité plus importante pour I'héparine avec un Kd de l'ordre du
nanomolaire. Récemment, Legrand ef al. (1997) ont montré que la Lf se fixe a la surface des
cellules T Jurkat avec un Kd de 70 nM et un nombre de sites d'environ 100.000 sites/cellule.
Cependant, prés de 80% de la fixation totale font intervenir des interactions entre la séquence
N-terminale 'GRRRS’ de la Lf et des molécules GAG sulfatées présentes a la surface de ces
cellules. De plus, cette séquence a déja été décrite comme agissant en synergie avec la
séquence 2RKVR?! afin de former un site fonctionnel de fixation de la Lf sur les GAG (Mann

et al., 1994). De méme, la CyPB contient la séquence 'DEKKKGPKS?, qui est similaire aux
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séquences consensus, XBBXBX et XBBBXXBX (ou B représente des résidus basiques),
impliquées dans la reconnaissance entre des HBP (Cardin & Weintraub, 1989) et les GAG
sulfatés. Cette séquence étant contenue dans I’extrémité N-terminale de la CyPB, il est fort
probable que le site de reconnaissance de la CyPB pour les GAG sulfatés soit limité a cette
séquence.

La structure des GAG reconnus a la surface des lymphocytes T par la CyPB semble Etre
spécifique de ces cellules, puisque seuls les cellules CD3*, et majoritairement les CD4", fixent
la CyPB. De plus, I'HS isolé de cellules de rein inhibe peu la fixation de la CyPB, ce qui
confirme que les sites GAG sulfatés exprimés a la surface des lymphocytes T présentent une
spécificité structurale. En effet, la structure des GAG, méme au sein de la famille des HS,
varie selon les tissus et les cellules, essentiellement au niveau du nombre et de la position des
sulfates. L'HS est probablement le GAG le plus complexe, en terme de diversité structurale,
avec des regroupements de glucosamine N-sulfate et d'iduronate contenant de nombreux
sulfates substitués sur les hydroxyles, séparés par des domaines moins sulfatés et
principalement N-acétylés (Gallagher ef al., 1992). Ces motifs trés sulfatés, appelés "heparin-
like", pourraient correspondre aux sites reconnus par la CyPB. Enfin, les GAG fixant la CyPB
seraient associés a la surface des lymphocytes par l'intermédiaire d'une protéine étant donné
que le traitement a la trypsine abolit la fixation. Ils pourraient s'agir de protéoglycannes
membranaires tels que le CD44, ou de GAG sulfatés associés a la membrane par
I’intermédiaire des récepteurs de I'héparine (Bradbury & Parish, 1989).

L'activation des lymphocytes induit une diminution du nombre de sites glycanniques
sulfatés et non glycanniques. Par contre, les affinit€s ne varient pas. Ces résultats suggérent
une régulation négative de l'expression des sites non glycanniques ainsi qu'une modification
de l'expression ou de la structure des sites glycanniques de la CyPB. En effet, plusieurs
auteurs ont décrit que lés lymphocytes activés synthétisent et sécrétent une quantité plus
importante de GAG sulfatés que les lymphocytes quiescents (Hart, 1982 ; Wilson & Rider,
1991). Ces GAG libérés ne seraient alors plus disponibles a la fixation de la CyPB, ce qui
expliquerait la diminution de fixation observée sur les lymphocytes activés. Selon Bartold et
al. (1989), les proportions des différents GAG synthétisés par les lymphocytes sont altérées
lors de la stimulation. Ainsi, les motifs heparin-like pourraient diminuer au profit d’autres

GAG moins sulfatés, non affines pour la CyPB.
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Figure 26 : Schéma récapitulatif de la fixation de la CyPB sur ses récepteurs
glycanniques et non glycanniques a la surface des lymphocytes T
circulants.
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ll- DEVENIR DE LA CYPB APRES FIXATION SUR LES
LYMPHOCYTES TOTAUX

A- Signaux intracellulaires induits par la fixation de la CyPB

Nous nous sommes intéressés aux voies de transduction induites par la fixation de la
CyPB a la surface des lymphocytes. Dans cette étude, nous avons analysé la présence d'un
signal calcique induit par la fixation de la CyPB. Pour analyser les variations de la
concentration cytosolique calcique, des expériences par cytofluorimétrie en flux ont été
réalisées avec des lymphocytes préalablement chargés avec une sonde fluorescente spécifique
du Ca*", le Fluo-3.

L'addition de CyPB de 50 a 500 nM induit une augmentation de la concentration
cytosolique en Ca®* libre (Figure 27). Le flux calcique généré atteint un maximum dans les 30
premiéres secondes, de 0,3 & 0,85 pM selon les individus (0,55 + 0,24 uM ; n = 6), puis la
concentration en Ca”* cytosolique diminue progressivement jusqu'aux taux résiduels de 0,1 +
0,01 uM.

L'augmentation du taux cytosolique de Ca®*, initiée par la CyPB est sévérement affectée
lorsque le milieu réactionnel est dépourvu en Ca®>" (PBS, EGTA 2 mM) (Figure 27). Ces
résultats suggérent que la CyPB génére un influx calcique par une entrée du Ca**
extracellulaire dans la cellule, probablement par I'intermédiaire d'un canal membranaire. Afin
de préciser I’origine du flux calcique, nous avons alors recherché la présence d'IP3, principaux
messagers impliqués dans les mouvements cellulaires de Ca®* et générés par activation des
PLC. Pour ces expériences, les cellules ont été chargées en myo-inositol tritié. Apres
stimulation par la CyPB, les inositols phosphates ont été isolés et la radioactivité associée a
chaque famille (IP;, IP,, IP3) a été¢ mesurée et comparée a celle obtenue en absence de CyPB.
Ainsi, quelque soit la concentration en CyPB utilisée, aucune augmentation significative n'a
été observée. Ces résultats démontrent que la CyPB n'active pas de PLC et que le flux
calcique a une origine autre que celle du réticulum endoplasmique provoqué par I’ouverture
des canaux IP; dépendants.

Nous avons ensuite étudié l'influence de la CsA sur la génération du flux de Ca®" induit
par la CyPB. L'addition du complexe CyPB/CsA préformé ne génére aucun flux calcique,
suggérant que la région de la CyPB interagissant avec I'immunosuppresseur est nécessaire a la

transmission du signal (Figure 27).
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Figure 27 : Flux calcique induit par la fixation de la CyPB a la surface des lymphocytes.
Les cellules préalablement chargées en Fluo-3 ont été stimulées & 37°C soit en présence de
Ca®* (DPBS) par 100 nM en CyPB (—) ou en complexe CyPB/CsA (—), soit en absence de
Ca®* (PBS/EGTA 2 mM) par 100 nM de CyPB (). Les variations de fluorescence, reflétant
les changements de la concentration cytosolique en Ca®*, sont mesurées par cytofluorimétrie
en flux. Le temps t = 0 correspond & 1’addition du ligand a la suspension cellulaire. Les tracés
représentés correspondent a la moyenne de 5 expériences réalisées avec les lymphocytes

d’individus différents.
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Ainsi, les sites de fixation non glycanniques, qui reconnaissent la CyPB par
l'intermédiaire de la région comprenant le site catalytique, seraient associés a la transmission

d’un signal intracellulaire.

B- Endocytose de la CyPB

1- Internalisation de la CyPB dans les cellules Jurkat

Afin de déterminer si la CyPB est internalisée dans les cellules Jurkat, nous avons dans
un premier temps, étudié les interactions du ligand radiomarqué a 4°C et 4 37°C. Les cellules
ont été incubées en présence de 50 nM en ['°1}-CyPB, prélevées a différents temps, et traitées
par la Pronase afin de discriminer la fixation membranaire (sensible a la protéolyse) du ligand
internalisé (résistant a la protéolyse). La quantité¢ de CyPB associée aux cellules a 4°C est
environ 2 fois moindre que celle mesurée & 37°C, suggérant une accumulation du ligand dans
les cellules a cette température. En effet, & 4°C, presque toute la radioactivité associée aux
cellules est enlevée par le traitement a la Pronase, démontrant qu’il s’agit de CyPB fixée a la
membrane. Par contre, & 37°C, la fraction sensible a la Pronase augmente rapidement durant
les premiéres minutes de 1’incubation, puis la fraction résistante commence a apparaitre, pour
atteindre un plateau correspondant a 35% de la CyPB associée aux cellules. Ces résultats
suggerent qu’a 37°C, la CyPB se fixe a la surface des cellules, puis est endocytée dans la
cellule, la protégeant par conséquent de I’action de la Pronase.

Dans un second temps, nous avons étudié le processus d’endocytose de la CyPB en
incubant tout d’abord les cellules en présence de ligand radiomarqué pendant 1 h a 4°C, afin
de saturer les sites de fixation. Aprés élimination du ligand non fixé, les cellules ont été
incubées a 37°C et des aliquotes ont ét€¢ prélevés a différents temps. Les surnageants
d’incubation ont été traités par I’ATCA, afin de séparer la ['*’I]-CyPB intacte (acido-
précipitable) du ligand dégradé (acido-soluble). En paralléle, les cellules ont €té traitées par la
Pronase, afin de discriminer les fractions membranaire et internalisée. Ainsi, la fraction
résistante a la Pronase augmente rapidement jusqu’a atteindre un maximum au bout de 20 min
d’incubation, confirmant 1’endocytose de la protéine. Aprés 20 min, la fraction résistante a la
Pronase diminue progressivement, alors que le ligand dégradé apparait dans le milieu
d’incubation (Figure 28A). En présence de chloroquine, la radioactivité s’accumule dans la
cellule et n’est plus libérée dans le milieu, démontrant que la ['**I]-CyPB n’est plus dégradée
(Figure 28B).



147

(o
o
)

H
o
1

w
o
1

N
o
1

-
o
1

125__CyPB (% de fixation initiale) 2>

OYf T v v ¥ 1 1

0 20 40 60 80 100 120
Incubation a 37°C (min)

50 1

125..CyPB (% de fixation initiale) UJ

T

0 20 40 60 80 100 120
Incubation a 37°C (min)

Figure 28 : Cinétique d’endocytose de l1a CyPB dans les cellules T Jurkat. Les cellules
non traitées (A) et traitées (B) a la chloroquine ont été incubées en présence de 50 nM de
[1251]-CyPB pendant 1 h & 4°C. Aprés avoir éliminer le ligand non fixé, les cellules sont
incubées a 37°C. Aux temps indiqués, la radioactivité est mesurée dans les surnageants
d’incubation, les éluats et les culots cellulaires aprés traitement a la Pronase. Les ordonnées
représentent les pourcentages de [**1]-CyPB initialement liée aux cellules a 4°C, retrouvée

dans les cellules (@), et libérée dans le milieu d’incubation sous forme dégradée ().
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Comme dans le cas de la fixation, ’ensemble des travaux concernant I’endocytose de la
CyPB dans les cellules T Jurkat figure dans I’article 1 en annexe (Allain et al., 1994).

Ainsi, ces résultats suggérent que la CyPB est internalisée a 37°C dans les cellules T
Jurkat. Apres son endocytose, elle entre dans les vésicules acides, telles que les lysosomes, ou
elle est dégradée. Cependant, la quantité internalisée ne correspond qu’a 23 % de la ['*°I}-

CyPB initialement fixée, suggérant 1’existence d’un second site de fixation non endocyté.

2- Internalisation de la CyPB dans les lymphocytes circulants

Nous avons alors vérifié si ce phénomeéne d’endocytose avait également lieu dans les
lymphocytes T circulants. Les lymphocytes ont d'abord été incubés en présence de 50 nM en
['*I]-CyPB pendant 1 h 4 4°C afin de saturer les sites de fixation. Aprés élimination du ligand
non fixé, les cellules ont été incubées soit a 4°C, soit a 37°C afin de provoquer 1’endocytose
du ligand. Au bout de 60 min, les surnageants d’incubation ont été recueillis et déposés sur
colonne G25 PD-10 pour séparer la ['’I]-CyPB intacte des produits de dégradation
radioactifs. Les profils d’élution sont représentés Figure 29. A 37°C, deux fractions de
radioactivité sont éluées. Le premier pic correspond a la ['’I]-CyPB non dégradée et libérée
de la membrane cellulaire. Il est également retrouvé a 4°C, reflétant par ailleurs la réversibilité
de la fixation. Le second pic plus tardif correspond aux produits de dégradation libérés lors de
I’endocytose. Ces résultats démontrent que le phénomeéne d’internalisation observé avec les
cellules Jurkat existe également chez les lymphocytes T circulants.

Nous avons alors recherché 1’implication des sites GAG sulfatés et non glycanniques
dans le phénomene d’endocytose. Dans un premier temps, nous avons étudié la cinétique
d'internalisation de la CyPB. Pour ces expériences, les cellules ont été incubées en présence de
50 nM de [**°I]-CyPB a 37°C. A différents temps, les cellules ont été prélevées et traitées par
différents tampons afin de discriminer les deux sites de fixation : pH4 et NaCl 0,6 M. Lorsque
les cellules sont lavées & pH acide, la radioactivité associée aux cellules correspond a la [1251]-
CyPB internalisée (protégée du lavage acide) et fixée aux sites GAG sulfatés (résistants au
lavage acide). L'incubation en présence de protamine permet de bloquer la fixation sur les
sites GAG sulfatés et de ne mesurer que le ligand intracellulaire. Ainsi, la différence de
radioactivité associée aux cellules en présence ou en absence de protamine correspond a la

quantité de ['*’I]-CyPB fixée aux sites GAG sulfatés.
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Figure 29 : Analyse de la radioactivité libérée des lymphocytes aprés incubation en
présence de [***1)-CyPB. Apreés saturation des sites de fixation membranaires, les cellules ont
été mises en suspension a 4°C ou a 37°C. Aprés 1 h d’incubation, les surnageants sont

recueillis et déposés sur colonne de gel-filtration G25. Des fractions de 500 ul sont récoltées
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L'exemple représenté (Figure 30) montre une fixation importante sur ces derniers
(130.000 + 6.000 sites/cellule). L'association de ['2°I]-CyPB avec les lymphocytes est rapide
et atteint un plateau a partir de 20 min. Par contre, la radioactivité intracellulaire n'apparait
qu'aprés 10 min d'incubation, ce qui reflete la fixation du ligand avant internalisation, puis
atteint un maximum a 20 min. Toutefois, cette endocytose ne représente que 35 fmol/10°
cellules contre 250 fmol/10° cellule en absence de protamine. Il est donc peu probable que les
sites majoritaires de nature GAG sulfatés soient responsables de I'internalisation du ligand.

Afin de déterminer si les récepteurs. non glycanniques sont impliqués dans
l'internalisation de la CyPB, les cellules ont été lavées par du PBS-NaCl 0,6 M. Dans ce cas,
seule la radioactivité intracellulaire et associée aux sites résistants est mesurée. Dans les 10
premiéres min, la ['*1]-CyPB se lie progressivement sur les sites résistants au NaCl et atteint
un plateau apres 20 min. A cet instant, la quantité de ligand résistant au lavage NaCl 0,6 M
(40 fmol/10° cellules) est proche de la quantité de CyPB internalisée déterminée
précédemment. Ces résultats suggerent que la proportion de CyPB endocytée correspond a la
partie du ligand fixé aux sites non glycanniques. De plus, la radioactivité associée aux cellules
aprés lavage NaCl 0,6 M reste constante, alors que le taux de [**°I]-CyPB endocytée varie au
cours du temps, ce qui suggere que le récepteur endocyté est recyclé a la surface des cellules et
fixe a nouveau la CyPB libre.

Pour confirmer l'implication des sites non glycanniques dans l'endocytose, les cellules
ont été incubées a 4°C pendant 1 h jusqu’a saturation des sites de fixation. Aprés lavage par
du PBS-NaCl 0,6 M afin de déplacer la CyPB fixée sur les GAG, les cellules ont été incubées
a 37°C et la distribution de la CyPB sur les sites résistants au NaCl 0,6 M a été analysée a
différents temps aprés lavage acide : associée aux membranes (sensible au lavage acide),
internalisée (protégée du lavage acide) et libérée dans le surnageant. Cette derniére fraction a
été précipitée par 'ATCA 10% afin de mesurer le ligand dégradé correspondant a la
radioactivité non précipitable. Le 100% correspond a la fixation de la ['°I)-CyPB sur les sites
non glycanniques & 4°C (Figure 31). Durant les 3 premiéres minutes, la fraction liée aux
membranes chute rapidement tandis que la fraction de [**’I]-CyPB internalisée augmente
simultanément. Aprés ce délai, la fraction internalisée diminue au profit de la fraction de
['*°1]-CyPB dégradée qui apparait dans le surnageant. Ces résultats démontrent que les sites

non glycanniques sont responsables de I’internalisation de la CyPB.
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Figure 30 : Cinétique d’internalisation de la [1251]-CyPB dans les lymphocytes. Les
cellules ont été incubées a 37°C avec 50 nM de [125 I]-CyPB en présence (A) ou en absence de
protamine (@, W). Aux temps indiqués, elles sont lavées soit par du tampon PBS-citrate pH4
(®,A), soit par du PBS-NaCl 0,6 M (B) afin de discriminer les 2 sites de fixation de la CyPB.
Les résultats sont exprimés en quantité de ['*’I]-CyPB associée aux cellules aprés ces

différents traitements.
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Figure 31 : Cinétique d’endocytose de la ['**I]-CyPB par les sites non glycanniques. Les
cellules ont été incubées pendant 1 h 4 4°C en présence de 50 nM de ['*’I]-CyPB. Aprés
lavage par du PBS-NaCl 0,6 M afin d’éliminer le ligand fixé sur les sites glycanniques, les
cellules ont été incubées a 37°C. Aux temps indiqués, des aliquots sont prélevés et la
radioactivité est mesurée dans les milieux d’incubation (W), les surnageants de lavage acide
(A) et les culots cellulaires (#). Les résultats sont exprimés en pourcentage de la fixation

initiale la [**°I]-CyPB sur les sites résistants au lavage NaCl 0,6 M.
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C- Fixation et endocytose du complexe CyPB/[*H]-CsA

Nous avons montré que la CyPB possédait deux domaines de fixation distincts, le
premier €tant probablement localisé dans le peptide N-terminal et interagissant avec des GAG
sulfatés, le second, couvrant le site catalytique de la CyPB et reconnaissant un récepteur non
glycannique. Ainsi, lorsque les expériences de fixation sont réalisées en présence de CsA, les
interactions entre la CyPB et les sites non glycanniques sont inhibées, étant donné que le site
catalytique de la CyPB est occupé. Par contre, le médicament n’a aucun effet sur la fixation de
la protéine sur les sites GAG sulfatés. De plus, la CsA ne perturbe pas la capacité de la CyPB
a se fixer a I’héparine, ce qui permet la formation d’un complexe ternaire composé d’héparine,
de CyPB et de CsA. Ces résultats suggérent que le complexe CyPB/CsA peut interagir avec

les lymphocytes T circulants par I’intermédiaire des GAG sulfatés membranaires.

1- Fixation du complexe tritié

La capacité de liaison du complexe CyPB/CsA sur les lymphocytes T circulants a été
étudiée en utilisant la [’H]-CsA. Les cellules ont été incubées pendant 1 h 4 4°C en présence
de concentrations croissantes en complexe CyPB/[’H]-CsA préformé. La fixation non
spécifique est obtenue en incubant les cellules en présence de 200 excés molaires en complexe
non radioactif. Aprés soustraction de ce non-spécifique, la fixation spécifique du complexe
apparait dépendante de la concentration et saturable (Figure 32). La linéarisation selon la
méthode de Scatchard est compatible avec 1’existence d’un site unique présentant une
constante d’affinité de 31 + 9 nM et un nombre de sites estimé a 40.600 + 7.600/cellule. Le
Kd mesuré est 1égérement supérieur a celui obtenu avec la ['*°I}-CyPB. Cette différence peut
s'expliquer soit par une sensibilité¢ plus faible liée & l'utilisation d'un dérivé tritié, soit a la
dissociation d'une partie du complexe, résultant en une fixation non spécifique de la [3 H}-CsA
sur les membranes. Cependant, les paramétres de fixation sont proches de ceux de la ['*°I]-
CyPB sur les sites GAG, suggérant que le complexe CyPB/CsA est bien capable de se fixer a
la surface des lymphocytes T.

Afin de confirmer que le complexe CyPB/[’H]-CsA se fixe par l'intermédiaire de la
CyPB, nous avons étudi€ les propriétés de la CyPB libre et de la CsA non complexée a inhiber

la fixation du complexe a la surface des cellules (Figure 33).
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Figure 32 : Fixation du complexe CyPB/CsA 2 la surface des lymphocytes. Les cellules
ont été incubées avec les concentrations indiquées en complexe CyPB/ [3H]-CsA pendant 1 ha
4°C. La fixation spécifique (M) est obtenue apres soustraction du non spécifique (A) de la
fixation totale (¢). Les points représentent les valeurs moyennes de triplicate a chaque

concentration du ligand.
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Figure 33 : Compétition de fixation du complexe CyPB/[’H]-CsA. Les cellules ont été
incubées en présence de 50 nM de CyPB/[’H]-CsA préformé et plusieurs concentrations en
complexe non marqué, en CyPB non complexée ou en CsA libre. Apreés 1 h d’incubation a
4°C, les cellules ont été lavées et la radioactivité restant associée aux cellules a été mesurée et

exprimée en pourcentage par rapport a la fixation totale obtenue en absence d’inhibiteurs.
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Le 100% correspond a la fixation du complexe tritié en absence de compétiteurs. La
CyPB libre inhibe la fixation du complexe CyPB/[’H]-CsA de la méme maniére que le
complexe non marqué, démontrant que les deux ligands reconnaissent les mémes sites avec
des affinités similaires. Par contre, la CsA libre ne déplace que faiblement le complexe tritié.
De plus, cette diminution serait plutdt provoquée par la dilution isotopique du complexe tritié

en présence de CsA non radioactive, résultant en la fixation d’un complexe non radiomarqué.

2- Endocytose du complexe tritié

Précédemment, nous avons montré que la CyPB liée & la surface des lymphocytes était
internalisée a 37°C par l'intermédiaire des sites non glycanniques. Par contre, les sites GAG
sulfatés ne semblaient pas étre impliqués dans ce phénomene. Toutefois, ces derniers, en
fixant le complexe CyPB/CsA, pourraient provoquer une séquestration du complexe a la
surface du lymphocyte T et faciliter ainsi I'incorporation du médicament apres sa dissociation.
Afin de vérifier cette voie d'incorporation, les cellules ont été préalablement incubées en
présence de 50 nM en CyPB/ [’H]-CsA pendant 1h a 4°C. Aprés avoir éliminé l'excés de
ligand non fixé, les cellules ont été placées a 37°C et la distribution de la radioactivité
associée aux cellules a ét¢ analysée aux différents temps indiqués, aprés lavage Glycine 0,2M
/ NaCl 0,5 M, pH4, afin d’éliminer le ligand fixé en surface (Figure 34). Durant les premiéres
minutes, la fraction associée aux membranes diminue rapidement alors que la fraction
intracellulaire augmente pour atteindre la saturation au bout de 20 min d'incubation. Mais
contrairement a la ['*’I]-CyPB qui était libérée dans le milieu sous une forme dégradée, la
[PH]-CsA s'accumule dans la cellule et aucune radioactivité significative n'est retrouvée dans
le surnageant. Ces résultats suggérent que la CsA est incorporée dans les cellules aprés la
fixation spécifique du complexe CyPB/CsA sur les sites GAG sulfatés. Une fois le complexe
fixé a ces récepteurs, la CsA pourrait se dissocier et entrer dans la cellule par simple
lipophilie.

Pour confirmer l'implication des sites de fixation de la CyPB dans la fixation du
complexe, ces mémes expériences ont été réalisées avec des lymphocytes traités a la trypsine.
En effet, nous avons montré précédemment que la fixation de la ['*’[]-CyPB était éliminée
aprés un tel traitement. Ainsi, ni la fixation du complexe CyPB/[>H]-CsA, ni l'incorporation
de la CsA ne sont observées, confirmant que le complexe se fixe sur les sites GAG sulfatés et

que ces derniers sont nécessaires a l'incorporation du médicament sous sa forme complexée.
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Figure 34 : Cinétique d’endocytose de la CsA complexée a la CyPB dans les
lymphocytes. Les cellules ont été incubées avec 50 nM en complexe CyPB/[’H]-CsA pendant
1 h a 4°C. Apres €limination du ligand non fixé, les cellules ont été incubées a 37°C. Aux
temps indiqués, des aliquots sont recueillis, la radioactivité est mesurée dans les surnageants
d’incubation, les éluats et les culots cellulaires apres lavage acide. Les ordonnées représentent
les pourcentages de la radioactivité initialement liée aux cellules, retrouvée dans les cellules

(®), associée aux membranes (M) et libérée dans le milieu d’incubation (A).
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D- Discussion

Les résultats obtenus dans cette troisieme partie mettent en évidence des fonctions
différentes associées aux deux types de récepteurs lymphocytaires de la CyPB (Figure 35).

Les sites non glycanniques, de nature protéique, représentent probablement les sites de
fixation réels de la protéine puisqu’ils sont nécessaires a la transduction d’un signal
intracellulaire et 4 I’endocytose de la CyPB. En effet, la fixation de la CyPB a la surface des
lymphocytes circulants induit un rapide flux calcique, dépendant de la présence de Ca®*
extracellulaire, mais indépendant de I’activation de la PLC. Par contre, en présence de CsA,
Ientrée de Ca®* est inhibée, suggérant que le site catalytique de la CyPB est nécessaire pour
induire ce phénoméne. Ainsi, la CyPB induirait un flux calcique, soit en se fixant directement
sur un canal membranaire et en contrélant son ouverture, soit indirectement en se fixant sur un
récepteur impliqué dans la régulation d’un canal membranaire associé. Ce phénoméne a
d’ailleurs déja été décrit pour la CyPB intracellulaire. En effet, Bram & Crabtree (1994) ont
caractérisé une protéine membranaire du réticulum endoplasmique, la CAML, capable
d’interagir avec la CyPB présente dans ce compartiment, et impliquée dans la régulation d’un
flux calcique intracellulaire. Cependant, il n’est pas encore clairement défini si la CAML fait
office de canal, ou si elle contrdle I’ouverture d’un canal calcique associé. Une telle protéine
pourrait étre exprimée a la surface des lymphocytes, et correspondre au récepteur non
glycannique que nous avons caractérisé. De plus, la capacité a générer un flux calcique n’est
pas exclusive a la CyPB. Une autre immunophiline extracellulaire, la FKPB12, posséde
également cette propriété. En effet, Bang et al. (1995) ont montré que la FKBP12 sécrétée par
les mastocytes active les neutrophiles et induit un flux calcique intracellulaire. Cependant, un
éventuel récepteur membranaire pour la FKBP12 n’a pas été caractérisé.

Les seconds sites, majoritaires et de nature glycannique sulfaté, ne participent ni a
l'internalisation du ligand, ni & la transduction du signal. Par contre, en raison de leur nombre
important a la surface des lymphocytes, ces sites sulfatés pourraient jouer le réle de réservoir
pour la CyPB. Ils pourraient ainsi réguler son activité au niveau du site protéique, soit en
prolongeant son effet au niveau des lymphocytes T, soit en modifiant sa conformation,
favorisant ainsi ses interactions avec son récepteur.

Les sites glycanniques pourraient également &tre impliqués dans le ciblage du complexe
CyPB/CsA a la surface des lymphocytes. En effet, la CyPB complexée au médicament

conserve ses propriétés de fixation sur ces sites, alors qu'elle ne se lie plus aux sites non
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glycanniques. Une fois le complexe fixé a la membrane, la CsA s'accumule dans la cellule.
Etant donné que la CyPB liée aux sites GAG sulfatés n'est pas endocytée, le médicament se
dissocie probablement du complexe fixé a la surface de la cellule, et pénétre ensuite par
simple diffusion. Ainsi, la CsA complexée pourrait étre ciblée vers les lymphocytes T
exprimant les sites GAG sulfatés et s’accumuler a la surface de ces cellules, ce qui faciliterait
son incorporation massive. Etant donné que les lymphocytes fixant la CyPB sont
exclusivement des cellules T, et essentiellement des lymphocytes CD4", il est possible que
cette voie d’incorporation spécifique intervienne dans la sensibilité de ces cellules a la CsA, et
favorise une meilleure activité immunosuppressive.

Cette hypothese a fait I'objet des travaux présentés dans la quatri¢me partie.
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Figure 35 : Devenir de la CyPB et du complexe CyPB/CsA dans les lymphocytes T
circulants.
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IV- ROLE DE LA CYPB DANS L'IMMUNOSUPPRESSION

En transplantation d'organes, la sensibilité a la CsA est un point crucial pour le maintien
de la greffe. Malgré un suivi attentif, des variations interindividuelles de sensibilité sont
souvent observées, aboutissant a des effets toxiques ou a une immunosuppression insuffisante
(Klintmalm et al., 1985). Plusieurs études in vitro ont montré l'existence de larges variations
interindividuelles de la réponse lymphocytaire a la CsA, sans clairement définir les
mécanismes cellulaires de cette susceptibilit¢ au médicament. La compréhension de ce
phénomene permettrait d'optimiser la traitement immunosuppresseur.

Aux concentrations thérapeutiques, la CsA s'accumule principalement dans les
érythrocytes, alors qu'une fraction mineure est associée avec la population lymphocytaire
(Lindholm, 1991). La cible intracellulaire de la CsA est principalement la CyPA (Foxwell et
al., 1992), mais la CyPB plasmatique (Allain et al., 1995) pourrait intervenir en modifiant la
distribution du médicament entre les différents compartiments du sang. Dans les travaux
précédents, nous avons montré que la CyPB se fixait a la surface des lymphocytes T sur des
sites GAG sulfatés et non glycanniques. En présence de CsA, la protéine perd sa capacité a se
fixer sur les sites non glycanniques, alors que le complexe CyPB/CsA se fixe encore sur les
sites GAG sulfatés majoritaires. De plus, la CsA complexée a la CyPB est incorporée a 37°C
et s'accumule dans la cellule. Ces résultats suggérent que la CyPB pourrait cibler la CsA vers
les lymphocytes par l'intermédiaire de ces sites GAG sulfatés, et par conséquent augmenter la
concentration intracellulaire du médicament. Dans cette quatriéme partie, nous avons étudié le

r6le de la CyPB dans I'activité¢ immunosuppressive de la CsA.

A- Mesure du taux de CyPB plasmatique chez les patients traités a
la CsA

La CyPB a tout d'abord été quantifiée par ELISA dans le plasma de donneurs sains (n =
34). La concentration plasmatique varie de 40 & 215 ng/ml (88 + 44 ng/ml). Par la méme
méthode de dosage, le taux de CyPB a été mesuré dans le plasma de patients transplantés,
traités a la CsA (n = 42). La concentration de la CyPB est considérablement augmentée et
varie de 65 a 750 ng/ml (266 + 130 ng/ml) (Figure 36A). La concentration plasmatique chez
ces patients est 3 fois plus élevée que chez les individus sains (P<0,01). Ainsi, le taux de
CyPB est augmenté chez les individus traités a la CsA et sujet a de larges variations

interindividuelles.
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Le taux résiduel de CsA dans le sang de ces patients montre également des variations,
de 30 a 900 ng/ml (284 + 210 ng/m!) mais aucune corrélation n'existe entre les concentrations
en CyPB plasmatique et en CsA (r = 0,11). De plus, le classement de ces transplantés en
fonction de leur taux résiduel de CsA, faible (<200 ng/ml) (n = 19), intermédiaire ( n =14) et
élevé (>400 ng/ml) (n = 9) ne permet pas davantage de mettre en évidence une corrélation
entre les taux de CyPB et de CsA au sein de ces trois groupes (respectivement, r =-0,4 ; r =
0,21 ; r = 0,51) (Figure 36B). Ces résultats suggerent que 'augmentation de la concentration
plasmatique en CyPB est probablement due au traitement a la CsA, mais que cette
augmentation n'est pas quantitativement relice au taux résiduel de CsA.

L'administration orale de CsA est caractérisée par des variations importantes de la
cyclosporinémie pendant les premiéres heures. Pour déterminer si les variations individuelles
de la concentration en CyPB plasmatique sont reliées a ces variations du taux de CsA, nous
avons mesuré les cinétiques des variations des taux de la CsA et de la CyPB chez 8 patients
transplantés. La concentration en CsA est multipliée par 6 dans les premiéres heures qui
suivent l'ingestion puis retourne lentement au taux de base. La concentration en CyPB
plasmatique est également sujette a des variations au cours du temps. Néanmoins, ces
variations ne sont pas aussi prononcées que celles du médicament (Figure 37). De plus,
aucune relation n'est trouvée entre les cinétiques de la CsA et de la CyPB, suggérant que les
variations intra-individuelles de la cyclosporinémie n'ont aucune incidence directe sur le taux
de CyPB plasmatique.

Afin de vérifier les dosages de CyPB obtenus par ELISA, nous avons identifi€ la
protéine par Western blot, en utilisant des anticorps monoclonaux anti-CyPB trés spécifiques.
Ces anticorps ne sont pas utilisables en ELISA étant donné qu'ils ne reconnaissent pas la
forme native de la CyPB. Par contre, ils reconnaissent la forme dénaturée avec une haute
sensibilité et ne croisent pas avec les autres isoformes de CyP. La CyPB est bien reconnue
dans tous les plasma testés (Figure 38). Bien que la protéine soit détectée en grande quantité
chez les transplantés traités a la CsA, l'intensité de marquage n'est pas proportionnelle a la
concentration en CsA, confirmant les dosages par ELISA.

Finalement, nous avons mesuré la concentration de la CyPB dans les lymphocytes,
cellules directement impliquées dans l'action de la CsA. La concentration en CyPB
lymphocytaire est sujette a des variations chez les transplantés traités a la CsA, de 20 a 109
ng/ml (59 + 36 ng/ml). Cependant, ces résultats peuvent &tre fonction du nombre de

lymphocytes isolés chez ces patients. Pour vérifier cette possibilité, le taux de CyPB
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lymphocytaire a été ramené en ng/mg de protéines totales. Dans ce cas, aucune différence
significative n'est observée entre les donneurs sains (180 + 70 ng/mg de protéine) et les
transplantés (150 + 60 ng/mg), démontrant que la CsA ne modifie pas le taux de CyPB
lymphocytaire.

Pour confirmer que la CsA n'induit pas la sécrétion de la CyPB a partir des lymphocytes,
les PBMC d'individus sains ont été incubés en présence de plusieurs concentrations en
médicament et la CyPB a été recherchée par ELISA et Western blot. Dans ces conditions, le
taux de CyPB intracellulaire reste constant et la protéine sécrétée n'a pas été retrouvée dans le
surnageant, démontrant que la CyPB plasmatique a une autre origine.

Ces différentes observations ont également €t€ constatées a partir de patients atteints de
PR. La concentration plasmatique en CyPB est de 348 + 259 ng/ml chez les patients traités a
la CsA (n = 15) alors que les patients non traités a la CsA (n = 5) ont un taux en CyPB
équivalent aux individus sains. Ces résultats ont également été confirmés par Western blot.

Le fait que l'augmentation en CyPB plasmatique est observée chez les patients
transplantés et chez les patients atteints de PR, suggeére que le traitement par la CsA augmente
la sécrétion de la CyPB dans le plasma. Ce phénoméne n'est cependant pas quantitativement
relié a des changements intra-individuels dans la concentration en CsA.

En tenant compte des masses moléculaires de la CyPB (21 kDa) et de la CsA (1,3 kDa),
les concentrations en CyPB plasmatique sont respectivement de 13,1 + 64 nM etde 17,4 + 13
nM chez les patients transplantés et chez les patients atteints de PR, et les taux de CsA sont
respectivement de 236 + 175 nM et de 92,5 + 43 nM chez les mémes patients. Etant donné
que les CyPs lient la CsA dans un rapport 1/1, et que le médicament est en large excés chez
les individus traités, la CyPB est fort probablement présente dans le plasma de ces individus
sous une forme complexée. Ainsi, le taux de CyPB/CsA plasmatique chez ces patients serait
dans la zone de fixation du complexe sur les sites GAG lymphocytaires, suggérant que la

CyPB pourrait cibler le médicament vers les cellules exprimant ces récepteurs.
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Figure 36 : Taux individuels de CyPB plasmatique chez les individus sains et les patients
transplantés traités a la CsA.

- (A) Comparaison du taux de CyPB plasmatique entre les individus sains (n = 34) et
les patients transplantés (n = 42).

- (B) Taux de CyPB plasmatique chez les transplantés classés arbitrairement selon leur
taux résiduel en CsA (faible : <200 ng/ml ; intermédiaire : 200<CsA<400 ng/ml ; élevé : >400
ng/ml).

Les concentrations en CyPB sont déterminées par dosage ELISA. Les valeurs

correspondent & la moyenne de triplicate pour chaque échantillon de plasma.
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Figure 37 : Cinétique des variations intra-individuelles des taux de CyPB mesurés dans le plasma de patients
transplantés traités a la CsA. Les taux de CyPB (ligne) et de CsA (barre) ont été mesurés respectivement par les
méthodes ELISA et EMIT. Les analyses obtenues a partir de 4 individus différents sont représentées.
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Donneurs sains  Patients transplantés

Figure 38: Immunodétection de CyPB plasmatique d’individus sains et de patients
transplantés traités a la CsA. Aprés séparation des protéines basiques isolées du plasma par
électrophorése, puis leur électrotransfert sur nitrocellulose, la révélation de la CyPB est
réalisée avec un anticorps monoclonal anti-CyPB. Les échantillons analysés proviennent de 4
individus sains (de 1 a 4) et de 5 patients transplantés. Les taux résiduels de CsA chez ces

patients sont : patient 5 : >1000; 6 : 932 ;7:>1000; 8 : 732 ;9 : 628 ng/ml.
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B- Distribution de la CyPB entre les différents compartiments du

sang

1- Distribution de la CsA libre et complexée entre les compartiments du sang

Pour déterminer le role de la CyPB dans la mise a disposition de la CsA pour les
lymphocytes T, nous avons analysé in vitro la distribution de la CsA complexée ou non a la
CyPB dans les compartiments du sang. Afin d'éviter des variations interindividuelles due a la
présence de CyPB endogene ou de lipoprotéines, le plasma a été remplacé par du tampon
RPMI-BSA 0,5%. Les échantillons de sang ont été incubés pendant 1 h a 37°C en présence de
plusieurs concentrations en [3H]-CsA libre ou de complexe CyPB/[’H]-CsA préformé. Par la
suite, la radioactivité a été mesurée dans les hématies (1 x 10%), les PBMC (1 x 10%) et le
surnageant (100 pl).

En présence de CsA seule, aucune variation significative n'est observée pour des
concentrations comprises entre 7,5 et 300 ng/ml (Figure 39A). Plus de 70% de la radioactivité
sont retrouvés associés aux hématies, confirmant que la majorité des protéines fixant la CsA,
en particulier la CyPA, sont localisées dans cette population de cellules (Foxwell ef al., 1988 ;
Allain ef al., 1995). La faible rétention de CsA dans le surnageant peut s'expliquer par le
remplacement du plasma par du milieu de culture, la CsA plasmatique étant principalement
associée aux lipoprotéines (Lindholm, 1991). A l'opposé, des concentrations croissantes en
complexe CyPB/[’H]-CsA perturbent la distribution du médicament entre les différents
compartiments (Figure 39B). La radioactivité¢ augmente dans le surnageant tandis qu'elle
diminue dans les hématies. Des concentrations faibles en CyPB n'empéchent pas
l'incorporation du médicament dans les hématies, suggérant que la CsA peut se dissocier du
complexe CyPB/CsA et entrer dans ces cellules de maniére non spécifique. L'équilibre entre
les hématies et le surnageant est rapidement inversé, et de fortes concentrations en CyPB
empéchent I'incorporation de la CsA alors retenue dans le surnageant sous forme complexée.
En fait, la distribution du médicament entre ces deux compartiments semble étre dépendante

du rapport entre les protéines érythrocytaires liant la CsA et la CyPB extracellulaire.
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Figure 39 : Influence de la CyPB sur la distribution de la CsA entre les différents
compartiments du sang. Les cellules du sang ont été¢ incubées en présence de plusieurs
concentrations en [°H]-CsA libre (A) ou complexée a la CyPB (B). Aprés 1 h d’incubation a
37°C, la radioactivité associée au surnageant (@), aux hématies (A) et aux PBMC (H) est
comptée. Les résultats sont exprimés en pourcentage de [°H]-CsA distribuée par rapport 4 la
radioactivité ajoutée initialement. Les données correspondent a la moyenne de 3 expériences

réalisées avec des individus différents.
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Toutefois, le mécanisme d'incorporation de la CsA dans les PBMC est différent de celui
impliqué dans les hématies. A des concentrations inférieures a 30 ng/ml, I'incorporation de la
[PH]-CsA complexée est deux fois plus importante dans les PBMC que celle de la [°HJ-CsA
seule, alors qu'a des concentrations plus élevées, la radioactivité associée a ces cellules
diminue progressivement. Ce profil suggeére que la CyPB favorise une incorporation

spécifique et saturable de la CsA dans les PBMC par l'intermédiaire du complexe CyPB/CsA.

2- Incorporation de la CsA seule ou complexée dans les PBMC

Nous avons alors comparé 1'incorporation de la [’H]-CsA libre ou complexée 4 la CyPB
dans les PBMC isolés (groupe PBMC) ou en présence des autres cellules du sang (groupe
UBC). Les incubations ont été réalisées soit directement avec les PBMC préalablement isolés
(Figure 40A), soit dans le sang total (Figure 40B). Dans ce dernier cas, la radioactivité
associée aux PBMC a été mesurée apres isolement de ces derniéres.

Dans le groupe PBMC, l'incorporation de la CsA libre est linéaire et correspond a 25%
de la radioactivité ajoutée initialement. La saturation de I'incorporation de la CsA n'a lieu dans
les PBMC qu'a des concentrations supérieures a 300 ng/ml. Par contre, l'incorporation de la
[3 H]-CsA complexée est plus faible et saturable dés 40 ng/ml. Il apparait ainsi que
l'incorporation du médicament est limitée par la CyPB, confirmant que la CsA complexée a la
protéine est incorporée dans les PBMC par un mécanisme différent.

Dans le groupe UBC, l'incorporation de la CsA libre dans les PBMC est toujours
linéaire mais considérablement réduite en comparaison avec celle mesurée dans le groupe
PBMC. Seulement 10% de la radioactivité initialement ajoutée sont retrouvés dans les PBMC,
ce qui s'explique par une incorporation non spécifique mais de forte capacité dans les autres
cellules, en particulier les hématies. L'incorporation du complexe CyPB/[’H]-CsA est
similaire a celle observée avec le groupe PBMC, démontrant que la présence des hématies
n'affecte pas l'incorporation de la CsA complexée dans les PBMC. De plus, pour les faibles
concentrations en CsA, l'incorporation de la CsA complexée est supérieure a celle de la CsA
libre. Dés 40 ng/ml, elle atteint la saturation et est alors dépassée par l'incorporation de Ja CsA
libre. Ces résultats confirment que ces deux mécanismes d'incorporation sont différents et
suggerent que la CyPB cible la CsA vers les PBMC, favorisant une incorporation spécifique et

dépendante de la concentration en complexe CyPB/CsA.
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Figure 40 : Influence de la CyPB sur Pincorporation de la CsA dans les PBMC. Les
cellules des groupes PBMC (A) et UBC (B) ont été incubées en présence de concentrations
croissantes en CsA libre (histogramme noir) ou complexée a la CyPB (histogramme blanc).
Apres 1 h d’incubation & 37°C, les PBMC de chaque groupe sont recueillis et la radioactivité

associée aux cellules est comptée. Les valeurs correspondent & la moyenne de 3 expériences.
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C- Role de la CyPB dans l'activité immunosuppressive de la CsA

1- Activité immunosuppressive du complexe CyPB/CsA

A 37°C, la CsA complexée a la CyPB est incorporée dans les lymphocytes par
’intermédiaire du complexe CyPB/CsA, et s'accumule dans la cellule. Cependant, cette voie
d’incorporation pourrait conduire a la rétention du médicament dans un compartiment
subcellulaire ou elle serait dépourvue de son activité immunosuppressive.

Afin d'infirmer cette hypothése, les effets du complexe CyPB/CsA et de la CsA libre sur
l'activation et la prolifération des lymphocytes ont été¢ compar€s. Deux concentrations en CsA
ont été utilisées : 25 nM, concentration proche du Kd de fixation de la CyPB a la surface des
lymphocytes T et 250 nM, concentration a la saturation de fixation de la CyPB.

L'activation a été suivie en analysant l'expression du CD25 a l'aide d'un anticorps
spécifique par cytofluorimétrie en flux. Le complexe et la CsA inhibent de la méme maniére
l'expression du CD25. Aucun effet significatif n'est observé en présence de CyPB non
complexée, démontrant que la protéine seule n'inhibe pas l'activation des lymphocytes T
(Tableau XI). Les index de prolifération, analysés a partir des cytogrammes de fluorescence,
suggérent que le complexe CyPB/CsA et la CsA libre inhibent de fagon similaire la
prolifération des lymphocytes T. Afin de vérifier cette observation, les effets
immunosuppresseurs de la CsA libre et complexée ont été analysés en terme d'inhibition
d'incorporation de [ H}-thymidine dans les lymphocytes activés. Ainsi, le complexe
CyPB/CsA et la CsA libre inhibent de fagon similaire la prolifération des lymphocytes, alors
que la CyPB seule est inefficace. Ces résultats démontrent que la CsA complexée a la CyPB

conserve les mémes propriétés immunosuppressives que la CsA seule.

2- DIsp du complexe CyPB/CsA et de la CsA seule dans le sang total et les
PBMC isolés

Nous avons alors étudié si la CsA complexée a la CyPB favorisait une meilleure activité
immunosuppressive du médicament. Pour cela, nous avons mesuré l'effet de la CsA seule ou
complexée sur les PBMC isolés (groupe PBMC) ou en mélange avec les autres cellules du

sang (groupe UBC) (Figure 41).
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Tableau XI : Effet de la CyPB sur Pactivité immunosuppressive de la CsA. Les
lymphocytes ont été stimulés pendant 72 h par un anticorps anti-CD3, avec soit la CsA, soit le
complexe CyPB/CsA ou la CyPB seule (25 et 250 nM). L’activation et la prolifération des
cellules T sont visualisées par les variations de fluorescence (AVMF) associée a 1’expression
du CD25 et par des expériences d’incorporation de [*H]-thymidine. Les données représentent
les pourcentages de la stimulation restante par rapport au contrdle obtenu en absence de CsA

et/ou de CyPB. Les valeurs correspondent & la moyenne + S.D. de 3 expériences.

Expression du CD25 Incorporation de
(%AVMF) [*H]-thymidine (%)
Controle 100+ 9 100 + 11
CsA libre
25 nM 28+ 5 45+ 9
250 nM 12+ 2 21+ 4
Complexe CyPB/CsA
25 nM 26+ 2 31+ 11
250 nM 12+ 1 14+ 7
CyPB non complexée
25 nM 80 + 11 95 + 16

250 nM 78+ 8 98+ 7
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Figure 41 : Comparaison des effets anti-prolifératifs de la CsA libre ou complexée a la
CyPB sur les lymphocytes activés des groupes PBMC et UBC. Les échantillons ont été
incubés en présence de concentrations croissantes en CsA ou en complexe CyPB/CsA. Apres
1 h d’incubation & 37°C, les PBMC sont récupérés, suspendus dans les surnageants
d’incubation correspondants et mis en culture pendant 3 jours en présence de 50 ng/ml
& anticorps anti-CD3. Les courbes doses-réponses sont déterminées par incorporation de [*H]-
thymidine dans les lymphocytes activés. Les données représentent la moyenne de 3

expériences réalisées avec différents donneurs.
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Les groupes PBMC et UBC ont été traités avec plusieurs concentrations en complexe
CyPB/CsA ou en CsA libre. Apres 1h d'incubation a 37°C, les PBMC des deux groupes ont
été recueillis puis remis en culture dans les surnageants correspondants en présence d'un
anticorps anti-CD3. L'effet immunosuppresseur, analysé en terme d’inhibition d’incorporation
de [°H]-thymidine, différe en fonction de la présence des autres cellules du sang et selon la
complexation a la CyPB. En effet, la concentration en CsA libre nécessaire pour obtenir 50%
d'inhibition de prolifération des cellules T est 5 fois plus élevée dans le groupe UBC (DIs, =
385 + 85 ng/ml) que dans le groupe PBMC (DIsy = 75 + 18 ng/ml). Cette différence peut
s'expliquer par la séquestration de la CsA dans les hématies, comme nous l'avons vu
précédemment, d'ol une perte importante de ''mmunosuppresseur. En présence de CyPB, les
DIs de la CsA complexée sont réduites dans les groupes UBC (DIsp = 135 + 35 ng/ml) et
PBMC (DIsy = 40 +12 ng/ml), ce qui démontre que la forme complexée du médicament est
plus efficace pour inhiber la prolifération des lymphocytes. De plus, la DIsy du complexe
CyPB/CsA est seulement 3,5 fois plus élevée dans le groupe UBC que dans le groupe PBMC,
suggérant que la CyPB réduit la perte du médicament dans les hématies. Ces résultats
démontrent que la CyPB augmente 1'activité immunosuppressive de la CsA en favorisant une

meilleure disponibilité du médicament sous une forme complexée.

3- Réle du récepteur de la CyPB dans la sensibilité au complexe CyPB/CsA

Afin de démontrer l'importance du récepteur de la CyPB dans le ciblage de la CsA
complexée, nous avons séparé les lymphocytes en sous-populations fixant (CyPB™) ou non la
CyPB (CyPB"). Ces deux sous-populations ont été isolées par affinité sur une colonne de
CyPB, la protéine étant couplée spécifiquement a la matrice par son unique résidu de cystéine
afin de conserver ses propriétés de fixation. La pureté de ces populations a été contrdlée par
cytofluorimétrie en flux en vérifiant la fixation de la CyPB-S-fluorescéine. Ainsi, plus de 95%
des cellules retenues sur la colonne lient effectivement le ligand fluorescent, démontrant
l'efficacité de la méthode. Les cellules positives CyPB* représentent 30 + 10% de la
population totale des PBL, et expriment le marqueur CD3. Aprés activation, les index de
prolifération sont respectivement de 2 et 0,56 dans les cellules CyPB™ et CyPB’ par rapport a
celui mesuré avec les PBL totaux. Ces différences de prolifération peuvent s'expliquer par la
répartition des cellules T entre ces deux sous-populations. En effet, l'isolement de ces cellules
aboutit 4 un enrichissement en lymphocytes T dans les cellules positives CyPB” et en cellules

non-T dans la population cellulaire CyPB". De plus, les valeurs de DIs; mesurées avec les
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PBMC dans ce paragraphe sont plus faibles que celles mesurées précédemment. Cette
différence peut s'expliquer par la méthode d'activation employée. En effet, les lymphocytes
(dépourvus des monocytes) sont activés par des anticorps anti-CD3 adsorbés sur plaque alors
que dans les expériences précédentes, l'anticorps anti-CD3 était ajouté en suspension et
présenté par les monocytes. Ainsi, les voies secondaires engagées par les monocytes (comme
le CD28), peu sensibles & I'immunosuppression, nécessitent des doses plus élevées de CsA.
Par contre, le mode d'activation par anti-CD3 seul est trés sensible au médicament, expliquant
les doses plus faibles pour bloquer la prolifération.

Nous avons alors étudié I'influence de la CyPB sur l'activité immunosuppressive de la
CsA dans les deux sous-populations de lymphocytes. Les DIso du complexe CyPB/CsA sont
estimées respectivement a 7,6 + 4 et 30,5 + 16,2 ng/ml pour les cellules CyPB™ et les cellules
CyPB" (Figure 42), alors qu’elle était intermédiaire a ces deux valeurs pour les lymphocytes
totaux. Ceci peut s'expliquer par un enrichissement en cellules sensibles a la CsA dans la
sous-population CyPB™ et par conséquent par un appauvrissement de ces cellules dans la sous-
population CyPB". De plus, ces résultats démontrent que la CyPB favorise un ciblage de la
CsA vers les cellules fixant le complexe CyPB/CsA. En effet, une fois fixée sur les cellules
CyPB" sensibles au médicament, la CsA peut étre plus facilement incorporée et inhiber la

prolifération des lymphocytes avec une meilleure efficacité.

4- Homogénéité de la réponse & la CsA en présence de CyPB

Plusieurs études ont décrit l'existence de larges variations interindividuelles dans la
sensibilité a la CsA. Dans ce cadre, les individus ont été classés arbitrairement en bons
répondeurs (DIso <200ng/ml), répondeurs intermédiaires (200ng/ml < Dlsy < 400ng/ml) et
mauvais répondeurs (DIso >400ng/ml) (Masy et al., 1994). Cependant, ces investigations ont
été réalisées en absence de plasma et donc de CyPB endogéne, et n'ont pas tenu compte des
modifications de disponibilité du médicament. Nous avons alors analysé I'effet de la CyPB sur
la sensibilité a la CsA chez 18 individus sains. Comme attendu, nos individus se répartissent
en bons (n=15), intermédiaire (n=1) et mauvais (n=2) répondeurs a la CsA seule, avec des
Dlso de 23 a 1000 ng/ml (Figure 43). Mais en présence du complexe CyPB/CsA, les DIso
deviennent toutes inférieures & 100 ng/ml (de 13 a 90 ng/ml), démontrant que l'addition de

CyPB résulte en une augmentation de la sensibilité & la CsA (P<0,001).
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Figure 42 : Effet anti-prolifératif du complexe CyPB/CsA sur les cellules CyPB* et
CyPB’ activées par anticorps anti-CD3. Les courbes doses-réponses sont déterminées par
incorporation de [*H]-thymidine dans les PBMC activés exposés & des concentrations
croissantes en CsA, et dans les cellules CyPB*, CyPB™ et PBMC activés exposés a des
concentrations en CyPB/CsA. Les données représentent la moyenne de 3 expériences réalisées

avec différents donneurs.
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Figure 43 : Influence de la CyPB sur les variations interindividuelles de sensibilité
lymphocytaire a la CsA. L’effet de la CyPB sur ’activité anti-proliférative de la CsA est
déterminée par incorporation de [*H]-thymidine dans les cellules activées exposées a des
concentrations croissantes en CsA libre ou complexée a la CyPB. Les D5, sont déterminées
pour chaque individu a partir des courbes dose-réponse entre la dose en immunosuppresseur et

P’inhibition de la prolifération.
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Cette amélioration est d'autant plus marquante pour les répondeurs intermédiaires et
résistants a la CsA libre, qui deviennent tous sensibles au médicament complexé. Ces résultats
suggeérent que les variations interindividuelles de réponse a la CsA seule sont probablement
dues a des différences d'incorporation du médicament et supportent 'hypothése que la CyPB

joue un réle clé dans 'action de la CsA en modifiant sa disponibilité pour les lymphocytes T.

D- Discussion

La CsA est le médicament le plus couramment utilisé¢ pour la prévention des rejets de
greffe et dans le traitement de certaines maladies auto-immunes. Malgré une dose adéquate et
un suivi thérapeutique attentif, des effets secondaires toxiques ou une faible
immunosuppression peuvent parfois avoir lieu. Ces observations cliniques ont soulevé
I'hypothése qu'il existerait des variations interindividuelles dans la sensibilité a la CsA. En
effet, plusieurs études in vitro ont confirmé l'existence de larges variations dans la réponse
lymphocytaire au médicament (Sander ef al., 1986 ; Povlsen et al., 1990 ; Masy et al., 1994).
Néanmoins, les relations entre le taux de CsA in vivo, les variations de sensibilité observées
en clinique et les risques de rejet de la greffe sont complexes et encore incomprises. Cette
disparité d'activité peut étre liée a la nature hydrophobe de la CsA. In vivo, la distribution du
médicament est pour beaucoup dépendante de la disponibilité des sites de liaison hydrophobes
que sont les hématies, les lipoprotéines et autres protéines plasmatiques (Lindholm, 1991).
L'interaction de la CsA avec les hématies ou les lipoprotéines méne & une séquestration du
médicament sous une forme inactive, mais d'autres facteurs humoraux, telle que la CyPB
plasmatique, pourrait moduler l'activité immunosuppressive de la CsA.

Dans cette quatriéme partie, nous avons cherché a vérifier cette hypothése en
déterminant les effets de la CyPB sur la distribution et I'activité de la CsA in vitro. La CyPB
modifie fortement la distribution du médicament entre les compartiments du sang. Nous avons
confirmé que plus de 70% de la CsA libre s'accumulent dans les hématies et aucune saturation
n'est observée jusqu'a 300 ng/ml dans les cellules du sang. Ces données sont en accord avec
celles d'autres auteurs, qui montrent que la saturation de fixation de la CsA dans les hématies
et les PBMC sont obtenues respectivement pour des concentrations supérieures a 1.000 ng/ml
et 8.000 ng/ml (Lindholm, 1991). Par contre, l'incorporation de la CsA complexée a la CyPB
est rapidement saturable. La distribution de la CsA apparait donc étre dépendante de
I'équilibre entre la CyPB extracellulaire et les sites érythrocytaires. Ainsi de fortes



179

concentrations en CyPB favorisent la rétention du médicament dans le milieu extracellulaire
sous une forme complexée. La CsA complexée a la CyPB peut donc entrer dans les cellules
du sang soit par une voie non spécifique par un simple échange entre la CyPB extracellulaire
et les sites de fixation intracellulaires, soit par une voie spécifique par ciblage du complexe
vers les lymphocytes T fixant la CyPB.

Nous avons ensuite étudié l'influence de la CyPB sur 'activité immunosuppressive de la
CsA. Les concentrations de CsA libre ou complexée nécessaires pour inhiber de 50% la
prolifération des lymphocytes T isolés sont nettement inférieures a celles observées en
présence des autres cellules du sang. Un tel phénomeéne a déja été décrit par Batiuk et al.
(1995), qui ont montré que I'inhibition de 'activité de la calcineurine et de la synthése dTFNy
par la CsA est plus forte dans les PBMC isolés que dans les mémes cellules activées en
présence des autres constituants du sang. Cette différence semble étre due a I'accumulation du
médicament dans les hématies, qui représentent les principaux sites de fixation de la CsA dans
le sang. Par contre, I'incorporation de la CsA complexée a la CyPB dans les PBMC est peu
affectée par la présence des autres cellules. De plus, le complexe CyPB/CsA est plus efficace
que la CsA libre pour inhiber la prolifération des lymphocytes T, méme en présence des autres
cellules du sang, suggérant que l'incorporation facilitée de la CsA résulte en une meilleure
réponse immunosuppressive. Enfin, nous avons démontré que la sous-population de
lymphocytes T fixant 1a CyPB est plus sensible a la CsA complexée. Cette population contient
essentiellement des lymphocytes CD4", cellules particuliérement sensibles & I’action de la
CsA. Il est donc probable que cette augmentation de sensiblité soit due & un ciblage spécifique
de la CsA complexée par la CyPB vers cette sous-population de lymphocytes, résultant en une
meilleure efficacité du médicament.

Nous avons ensuite analysé l'effet de la CyPB sur les variations de sensibilité
lymphocytaire a la CsA. En effet, la réponse in vitro de la CsA libre montre de larges
variations interindividuelles. Cette variabilité avait été largement étudiée auparavant, mais
sans apporter d’explications satisfaisantes sur les mécanismes impliqués. Dans nos
expériences, la CsA complexée est plus efficace que la forme libre, et la large variabilité
interindividuelle de sensibilité observée avec cette derniére est considérablement réduite en
présence du complexe. En effet, tous les individus acquiérent un phénotype sensible lorsque la
CsA libre est remplacée par la forme complexée, suggérant que la présence de CyPB empéche
les phénomeénes de résistance lymphocytaire au médicament. Il semble donc que les mesures

in vitro de ’activité immunosuppressive de la CsA, réalisées en absence de plasma et donc de
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CyPB endogéne, donnaient une mauvaise estimation de I’immunosuppression, puisqu’elles ne
prenaient pas en compte 1’effet bénéfique de la CyPB dans I’incorporation du médicament.
Ainsi, nous avons montré que la CyPB, en fixant la CsA, permet une meilleure
incorporation du médicament dans les lymphocytes T, et par conséquent, améliore sa
disponibilité et son activité in”;munosuppressive in vitro. Dans ce contexte, nous avons mesuré
la concentration de CyPB plasmatique dans le plasma de patients traités a la CsA, transplantés
ou atteints de PR, et montré que la protéine y était présente & des concentrations supérieures a
celles mesurées dans le plasma d'individus sains. De plus, la CsA étant en large exces, toute la
CyPB est probablement complexée au médicament. Chez ces patients, le complexe
CyPB/CsA circulant serait alors présent aux concentrations permettant une meilleure
efficacité du médicament. Il devrait permettre le ciblage de la CsA vers les lymphocytes T,
augmenter son incorporation et favoriser son activité immunosuppressive. Ainsi, I'ensemble

de ces résultats supportent I'hypothe¢se que la CyPB plasmatique pourrait jouer un rdle

important dans I’immunosuppression et contribuer au maintien de la greffe.



Conclusion générale
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Depuis la découverte de la CyPA comme récepteur cytosolique de la CsA
(Handschumacher et al., 1994), et la mise en évidence de son identité avec la PPlase de 18
kDa (Fischer et al., 1989 ; Takahashi et al., 1989), les études sur les propriétés des CyPs ont
pris un essor considérable. Parallélement a ces travaux, une nouvelle famille de protéines,
possédant la méme activité enzymatique mais de structure trés différente, a été caractérisée.
Ces nouvelles PPlases, dénommées FK506-binding protein (FKBP) (Siekierka et al., 1989a et
b), interagissent avec les immunosuppresseurs FK506 et rapamycine. Ces deux familles de
protéines ont €té réunies sous le terme plus général d’immunophilines (Schreiber, 1991).

Les efforts entrepris pour comprendre les modes d’action des immunosuppresseurs ont
permis de mettre en évidence les rdles clés de certains facteurs dans les mécanismes
d’activation et de prolifération du lymphocyte T. Ainsi, la calcineurine, cible prioritaire des
complexes CyPA/CsA et FKBP12/FK506, a été identifi€ée comme étant un facteur essentiel
dans la voie Ca’*-dépendante de I’activation du lymphocyte. De méme, le NF-AT a été
caractérisé comme étant le substrat essentiel de la calcineurine, et le facteur de transcription
prédominant dans I’activation des génes de nombreuses cytokines (Schreiber & Crabtree,
1992 ; Jain et al., 1993). La recherche des cibles de complexe FKBP12/rapamycine a permis
d’identifier une nouvelle protéine & activité phosphatidylinositol-4 kinase. Cette enzyme,
dénommée TOR, FRAP ou RAFT selon les auteurs, est une étape indispensable a I’entrée du
lymphocyte en phase de prolifération (Cardenas et al., 1994 ; Sabatini ef al., 1995).

Les fonctions biologiques associées aux différentes isoformes d’immunophilines ont fait
’objet de nombreuses études. Cependant, bien que 1’isomérisation de la liaison Xaa-Pro soit
une étape limitante dans le repliement des protéines et que les PPlases soient capables
d’accélérer cette isomérisation in vitro, 'implication de ces enzymes dans la mise en
conformation des protéines n’est pas clairement démontrée in vivo. Par contre, de nombreuses
autres fonctions ont été associées a certaines isoformes, souvent en relation avec des
molécules cibles. Ainsi, les immunophilines interagissent avec de nombreuses protéines
transmembranaires ou cytosoliques, telles que les canaux calciques (R-IP3, RyR) (Marks,
1996), le récepteur du TGFB (Wang ef al., 1994), les rhodopsines (Stamnes et al., 1991), le
pore ADP/Ca2+-dépendant de la mitochondrie (Connern & Halestrap, 1994), les récepteurs des
stéroides (Ratacjzak et al., 1993 ; Radanyl et al., 1994), des récepteurs plus spécifiques, tels
que la CAML (Bram & Crabtree, 1994) et la CyCAP (Friedman et al., 1993), et méme les
acides nucléiques (Montague ef al., 1994 ; Mi et al., 1996). Elles seraient alors impliquées

dans la régulation I’activité de ces molécules, notamment au niveau de I’ouverture des canaux,
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et auraient une possible activité nucléasique. Une telle disparité fonctionnelle impose que les
immunophilines soient représentées dans la majorité des compartiments subcellulaires par de
nombreuses isoformes, quelquefois a des concentrations trés élevées.

A Popposé, les données sur les immunophilines sécrétées et leurs fonctions éventuelles
sont rares. Ainsi, la FKBP12 et la CyPA auraient une activit¢ chimiotactile pour les
granulocytes et les monocytes (Leiva & Lyttle, 1992 ; Xu et al., 1992 ; Sherry et al., 1992),
mais aucun récepteur membranaire associé a cette activité n’a été caractérisé. Chez I’Homme,
seules trois immunophilines ont été caractérisées dans les liquides extracellulaires. Bien que
dépourvues de peptide signal permettant leur passage dans la voie de sécrétion, la CyPA a été
identifiée dans les liquides synoviaux (Billich e al., 1997), et la FKBP12 est sécrétée par les
mastocytes (Bang et al., 1995) et retrouvée dans le plasma (Shirakata er al., 1995). Cette
derniére protéine est d’ailleurs capable d’activer les neutrophiles en induisant un flux
calcique, et I’augmentation de sa concentration plasmatique serait a I’origine de phénoménes
de résistance au FK506. D’abord décrite comme une protéine résidente du réticulum
endoplasmique, la CyPB a été caractérisée dans les milieux de sécrétion tels que le lait et le
plasma (Spik ef al., 1991 ; Allain er al., 1995). Cette localisation extracellulaire suggérait
qu’elle puisse interagir avec des cellules circulantes et/ou interférer dans la disponibilité de la
CsA. Afin de vérifier ces hypothéses, nous nous sommes intéressée aux interactions
éventuelles de la CyPB avec les lymphocytes, cellules cibles de I’immunosuppression, et nous

avons recherché son rdle possible dans I’activité de la CsA.

Dans un premier temps, nous avons caractérisé des sites de fixation membranaires pour
la CyPB 2 la surface de cellules de lignées T lymphoblastiques. Ces sites, estimés a 3.10* par
cellule, permettent une endocytose partielle du ligand (Allain ef al., 1994) et reconnaissent, du
moins en partie, la région N-terminale de la protéine (Mariller et al., 1996b). Nous avons alors
étudié la fixation de la CyPB a la surface des lymphocytes circulants. Bien que les sites de
fixation soient uniquement associés a une sous-population des lymphocytes T, essentiellement
des lymphocytes T CD4", leur expression n’a pas pu étre localisée a4 un phénotype
lymphocytaire T bien caractérisé (Denys et al., 1997). Si I’affinité reste similaire a celle
mesurée pour les lignées T (10 M), par contre, le nombre de sites exprimés a la surface des
lymphocytes circulants est trés variable. De plus, leur expression serait fonction de I’état

d’activation des lymphocytes T, mais pas de leur stade de maturation.
| Nous avons ensuite étudié la nature des sites de fixation de la CyPB. En effet, la CyPB

posséde dans son extrémité N-terminale une région basique susceptible d’interagir avec
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I’héparine et d’éventuels GAG sulfatés exprimés 4 la surface des cellules. De plus, le domaine
catalytique des CyPs a souvent été décrit dans la littérature comme intervenant dans des
interactions avec des protéines cibles. Nous avons réussi a identifier deux types de sites de
fixation, I’'un de nature glycannique sulfatée et ’autre de nature protéique, interagissant
respectivement avec la région N-terminale et le domaine contenant le site catalytique. Bien

que de nature différente, ils présentent des affinités similaires pour la CyPB.

Les sites de nature protéique sont minoritaires et représentent moins de 30 % de la
fixation totale. Ces interactions feraient intervenir le domaine conservé des CyPs comprenant
les sites enzymatique et de fixation de la CsA, puisque la fixation de la CyPB sur ces sites est
inhibée en présence de CsA, et déplacée par la CyPC.

S’il est clairement démontré que la fixation de la CsA bloque le site catalytique et
inhibe par conséquent I’activité enzymatique des CyPs, par contre, des expériences de
mutagéneése dirigée ont permis de séparer les deux sites impliqués dans ces fonctions
(Zydowsky et al., 1992). Cette distinction est d’ailleurs observée dans ’interaction entre la
CyPC et la CyCAP. En effet, la fixation de cette isoforme sur son récepteur est inhibée en
présence de CsA. Cependant, ni la CyPA, ni la CyPB, n’entrent en compétition avec la CyPC,
démontrant que le site catalytique, conservé entre ces trois isoformes de CyPs, n’est pas
impliqué (Friedman et al., 1993). 1l semble donc que le site de fixation de la CsA recouvre, du
moins en partie, le domaine de reconnaissance de la CyPC pour son récepteur. A I’opposé, les
interactions entre la CyPA et la protéine Gag p55 de virus HIV-1 nécessite I’intervention du
site catalytique. En effet, si la CsA inhibe la fixation de la CyPA sur cette protéine, par contre,
des mutations affectant la fixation du médicament mais conservant 1’activit¢é PPlase,
n’empéchent pas les interactions (Dorfman et al., 1997). De plus, la région de la protéine Gag
reconnue par la CyPA contient une séquence riche en résidu proline, confirmant I’implication
du site catalytique (Franke et al., 1994). Afin de savoir si la reconnaissance entre la CyPB et
son récepteur lymphocytaire protéique implique directement le site catalytique de I’enzyme,
ou une région commune avec le site de fixation de la CsA, des expériences de fixation avec
des protéines modifi€ées par mutagénése dirigée sont actuellement réalisées au Laboratoire.
Ces mutants, modifiés ponctuellement au niveau des sites enzymatique et de fixation de la
CsA, devraient permettre de mieux localiser le site d’interaction de la CyPB.

Au niveau du réticulum endoplasmique, la CyPB associée a la CAML intervient dans la
régulation d’un flux calcique. De plus, la FKBP12 est associée a la partie cytosolique des

canaux calciques RyR et IP3-R, et sa forme extracellulaire est capable de générer un signal
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calcique chez les neutrophiles. Sur la base de ces travaux, nous avons étudi€ les propriétés du
récepteur protéique dans le devenir de la CyPB, en nous intéressant plus particuliérement a la
transduction d’éventuels signaux calciques et aux mécanismes d’internalisation de la protéine.
Ainsi, la fixation de la CyPB a la surface des lymphocytes circulants induit un rapide flux
calcique, dépendant de la présence de Ca®* extracellulaire, mais indépendant de I’activation de
la PLC. Par contre, en présence de CsA, I’entrée de Ca®* est inhibée, suggérant que ce
phénomeéne dépend de la fixation de la CyPB sur son récepteur protéique. Ainsi, la CyPB
induirait un flux calcique, soit en se fixant directement sur un canal membranaire et en
contrdlant son ouverture, soit indirectement en se fixant sur un récepteur impliqué dans la
régulation d’un canal membranaire associé. Ce phénomene est a rapprocher des interactions
entre la CyPB intracellulaire et la CAML. En effet, il n’est pas encore clairement défini si ce
récepteur intracellulaire fait office de canal, ou si il contrdle I’ouverture d’un canal calcique
associé. Une telle protéine pourrait étre exprimée a la surface des lymphocytes, et représenter
le récepteur membranaire de la CyPB. De plus, ces sites protéiques sont également impliqués
dans I’endocytose de la CyPB. Une fois la protéine internalisée, elle est dégradée dans la

cellule, permettant le recyclage du récepteur a la surface sous une forme libre et active.

Les seconds sites de fixation de la CyPB, de nature glycannique sulfatée, pourraient
correspondre & des motifs de type GAG sulfatés. En effet, la CyPB interagit avec I’héparine, et
ses interactions sont sensibles a des concentrations en NaCl comprises entre 0,6 et 1 M. De
plus, les cellules traitées par les mémes solutions en NaCl libérent plus de 50% de la CyPB
fixée. La fixation de la CyPB a la surface des cellules est inhibée par I'addition d'héparine,
mais faiblement par I'HS et les CS, et fortement diminuée aprés traitement des cellules a
I'héparinase. Par contre, la chondroitinase affecte peu cette fixation. Enfin, la fixation de la
CyPB sur ces sites glycanniques est inhibée par la Lf et la protamine, toutes deux étant des
heparin binding protein (HBP). La région de la CyPB interagissant avec ces sites est localisée
dans son extrémité N-terminale spécifique. Or, cette région contient la séquence
'DEKKKGPK®, qui est similaire aux séquences consensus impliquées dans la reconnaissance
entre les HBP et les GAG sulfatés (Cardin & Weintraub, 1989). Ainsi, I’ensemble de ces
données suggerent que la CyPB pourrait se comporter comme une HBP et se lier 4 un GAG
sulfaté de structure proche de I’héparine et présent a la surface des lymphocytes circulants.

Ces sites glycanniques sont largement majoritaires par rapport aux récepteurs protéiques
et sont responsables de 1’hétérogénéité de fixation. En effet, leur expression est trés variable

selon les individus, et ils se distribuent entre les différentes sous-populations lymphocytaires
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T, avec une préférence pour les cellules CD4+. De plus, la baisse de fixation observée apres
activation est en majeure partie associée a la diminution de ces sites, suggérant une
modification de leur expression, voire de leur structure. En effet, plusieurs auteurs ont montré
que la nature et les proportions des différents GAG synthétisés par les lymphocytes sont
altérées lors de la stimulation (Hart, 1982 ; Wilson & Rider, 1991 ; Bartold er al., 1989).
Ainsi, les motifs heparin-like pourraient diminuer au profit d’autres GAG moins sulfatés, non
affines pour la CyPB.

La structure des motifs glycanniques reconnus par la CyPB semble étre trés spécifique a
cette protéine, puisque seule une sous-population des lymphocytes T, et majoritairement des
cellules CD4", fixent la CyPB avec une telle affinité. En effet, des travaux entrepris au
Laboratoire montrent que la CyPB interagit également avec des GAG sulfatés exprimés a la
surface d’autres cellules non lymphoides, mais avec une affinité nettement inférieure (10 M).
Cette différence de spécificité pourrait s’expliquer par la large variabilité structurale au sein
méme de la famille des HS, essentiellement au niveau du nombre et de la position des sulfates
(Gallagher et al., 1992). De plus, la fixation membranaire de la CyPB est abolie aprés
protéolyse ménagée, suggérant que, outre les sites protéiques, les sites glycanniques seraient
associés aux cellules par 1’intermédiaire d’une protéine transmembranaire. Ces sites
glycanniques pourraient étre portés par des protéoglycannes du lymphocyte, tels que le CD44,
ou associés a la membrane par 1’intermédiaire des récepteurs lymphocytaires de 1'héparine
(Bradbury & Parish, 1989). Une autre famille de glycannes seraient également susceptible
d’interagir avec la CyPB. En effet, il a été récemment démontré que les sélectines, connues
pour fixer spécifiquement les motifs glycanniques de type sulfo- et s-Le*, étaient également
capables d’interagir avec des structures GAG sulfatés (Green et al., 1995). Etant donné que
ces structures Le* sont représentées a la surface des lymphocytes T, elles pourraient également
correspondre a des ligands potentiels de la CyPB. La purification et la détermination de la
structure des motifs glycanniques reconnus par la CyPB permettront de les identifier a ’'une
ou 'autre famille. Couplées a des travaux de modélisation moléculaire, ces études devraient
permettre d’expliquer la spécificité de reconnaissance de la CyPB, et d’apporter, le cas

échéant, de nouvelles données sur les propriétés des GAG sulfatés exprimés a la surface des
lymphocytes T.
Contrairement au récepteur protéique, les sites glycanniques sulfatés, ne participent ni a

l'internalisation de la CyPB, ni & la transduction du signal calcique. Par contre, ils fixent le

complexe CyPB/CsA et pourraient intervenir dans le ciblage de la CsA complexée, en
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favorisant la concentration du médicament a la surface des lymphocyte T. Afin de vérifier
cette hypothése, nous nous sommes intéressée aux roles de la CyPB et de ses sites
glycanniques dans 1’incorporation et I’activité de la CsA.

Une fois le complexe fixé a la membrane, la CsA s'accumule dans la cellule. Etant
donné que la CyPB liée aux sites glycanniques n'est pas endocytée, le médicament se dissocie
probablement du complexe fixé a la surface de la cellule, et pénétre ensuite par simple
diffusion. Chez un méme individu, la population lymphocytaire est hétérogéne du point de
vue de ]’état de maturation et des fonctions associées a chaque sous-population. Cette
hétérogénéité est également observée dans les phénoménes de variation de sensibilité
cellulaire & la CsA. En effet, I’immunosuppression repose essentiellement sur I'inhibition de
l'activation des lymphocytes T auxiliaires. Ces cellules jouent un réle crucial dans le contrdle
de la réponse immunitaire, notamment en synthétisant de nombreuses lymphokines. Malgré
un suivi attentif, les variations de sensibilité a la CsA aboutissent souvent a des effets toxiques
ou & une immunosuppression insuffisante (Klintmalm ez al., 1985). In vivo, la distribution du
médicament est pour beaucoup dépendante de sa disponibilité. Or, 'interaction de la CsA avec
les hématies et les lipoprotéines méne a une séquestration du médicament sous une forme
inactive (Lindholm, 1991). Nous avons alors vérifié que la distribution de la CsA entre les
compartiments du sang est largement dépendante in vitro de la concentration en CyPB. De
plus, la CsA est incorporée spécifiquement dans les lymphocytes en présence des autres
cellules du sang par un ciblage du complexe CyPB/CsA. Ainsi, en se fixant essentiellement &
la surface des lymphocytes T CD4" et en facilitant I’incorporation de la CsA, la CyPB pourrait
favoriser une meilleure activité immunosuppressive.

Nous avons alors analysé l'effet de la CyPB sur les variations de sensibilité
lymphocytaire & la CsA. Les concentrations de CsA libre ou complexée nécessaires pour
inhiber de 50% la prolifération des lymphocytes T isolés sont nettement inférieures a celles
observées en présence des autres cellules du sang. Un tel phénomeéne a déja été décrit pour
I’effet de la CsA sur I’activation de la calcineurine (Batiuk er al., 1995). Cette diminution
d’activité reflete bien la séquestration du médicament sous forme inactive dans les hématies.
Par contre, le complexe CyPB/CsA est plus efficace que la CsA libre pour inhiber la
prolifération des lymphocytes T, méme en présence des autres cellules du sang. De plus, la
sous-population de lymphocytes T fixant la CyPB est nettement plus sensible a la CsA

complexée. Etant donné que cette population contient essentiellement des lymphocytes CD4™,
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il est probable que cette augmentation de sensibilité soit due au ciblage de la CsA complexée,
et qu’il en résulte une meilleure efficacité du médicament.

Plusieurs études in vitro ont montré l'existence de larges variations inter-individuelles de
réponse lymphocytaire a la CsA, sans clairement définir les mécanismes cellulaires de cette
susceptibilité au médicament (Sander et al., 1989 ; Povlsen et al., 1990 ; Masy et al., 1994).
Dans nos expériences, la CsA complexée est plus efficace que la forme libre, et la large
variabilité inter-individuelle de sensibilité au médicament est réduite en présence de CyPB. En
effet, tous les individus acquiérent un phénotype sensible lorsque la CsA libre est remplacée
par la forme complexée, suggérant que la présence de CyPB empéche les phénoménes de
résistance lymphocytaire au médicament.

Ainsi, nous avons montré que la CyPB, en fixant la CsA, permet une meilleure
incorporation du médicament dans les lymphocytes T, et par conséquent, améliore sa
disponibilité et son activité¢ immunosuppressive in vitro. Afin de savoir si cet effet bénéfique
pouvait avoir lieu in vivo, nous avons mesuré la concentration de CyPB plasmatique dans le
plasma de patients traités a la CsA. La protéine est présente & des concentrations supérieures a
celles mesurées dans le plasma d'individus sains, et existe probablement sous forme
complexée. Chez ces patients, le complexe CyPB/CsA circulant serait alors présent a des
concentrations favorables a sa fixation, et devrait permettre le ciblage de la CsA vers les
lymphocytes T.

L'ensemble de ces résultats supportent donc l'hypothése que la CyPB plasmatique
pourrait contribuer a une meilleure immunosuppression. Par contre, un tel role bénéfique n’est
pas retrouvé dans le cas de la FKBP12 plasmatique. Cette protéine aurait méme 1’effet
inverse, en diminuant I’activit¢ immunosuppressive du FK506. En effet, Shirakata et al.,
(1995) ont montré que 1’addition de FKBP12 diminue [’activité anti-proliférative du FK506 in
vitro, et que 1’augmentation de sa concentration plasmatique est corrélée & des épisodes de
rejet de greffe. Cet effet serait dit a la capture du FK506 par son immunophiline plasmatique,
résultant en une diminution de la concentration active en médicament. Ainsi, si la formation
d’un complexe FKBP12/FK506 est plutét néfaste a une bonne immunosuppression, a
’opposé, la rétention de la CsA sous la forme du complexe CyPB/CsA serait plutdt favorable,
en diminuant d’une part, sa séquestration dans les érythrocytes, et en favorisant d’autre part,
son incorporation sous forme active dans les cellules sensibles. Afin de valider cette
hypothese, il sera nécessaire de mesurer, en suivi longitudinal, le taux de CyPB plasmatique

chez les individus traités & la CsA. En particulier, il sera intéressant de vérifier si,
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contrairement a la FKBP12, un taux trés faible de CyPB plasmatique n’est pas corrélé a des
phases de rejet de greffe. Dans ce cas, le dosage systématique de la CyPB plasmatique pourrait

permettre de mieux suivre I’évolution de la greffe et d’appréhender son éventuel rejet.

En se basant sur nos travaux et les quelques données de la littérature, les propriétés des
immunophilines sécrétées peuvent étre rapprochées de celles de la famille des chimiokines.
En effet, cette famille regroupe de petites protéines basiques, impliquées dans de nombreux
phénomenes inflammatoires, tels que la mobilisation des leucocytes circulants et leur
adhésion a I’endothélium (Hedrick & Zlotnik, 1996).

Bien que possédant un taux d’homologie important, ces protéines sont souvent
spécifiques de populations distinctes de leucocytes. L’IL8 recrute essentiellement les
neutrophiles, alors que les MIP-1 et RANTES sont plus spécialisées pour les populations
lymphocytaires (Taub er al, 1993). Une telle spécificité pourrait exister pour les
immunophilines sécrétées. Ainsi, les CyPs de 18 kDa, isolées du Rat et de la Souris,
mobilisent les neutrophiles, les éosinophiles et les monocytes, alors que la FKBP12 semble
étre spécifique des neutrophiles (Sherry et al., 1992 ; Xu et al., 1992 ; Leiva & Lyttle, 1992).
La CyPB, en se fixant sur les lymphocytes T, pourrait étre responsable de leur mobilisation.
Un argument en faveur de cette hypothése est 1’activité anti-inflammatoire de la CsA. En
particulier, administré dans le traitement du psoriasis, ce médicament réduit considérablement
le nombre de lymphocytes au niveau des régions enflammées (Gupta et al., 1989). Ainsi, la
CsA pourrait agir en inhibant une activité chimiotactile de la CyPB impliquée dans le
recrutement des lymphocytes T vers les lieux de I’inflammation.

La fixation des chimiokines sur leur récepteur génére un flux calcique rapide, impliqué
dans les phénomenes de chimiotactisme. Or, I’activation des neutrophiles par la FKBP12
génére également un signal calcique, probablement impliqué dans les propriétés
chimioattractantes de cette protéine (Bang et al, 1995). De plus, la CyPB intracellulaire
associé a la CAML régule l’activité d’un canal calcique et participe a 1’activation de la
calcineurine (Bram & Crabtree, 1994). Ainsi, le flux calcique induit par la fixation de la CyPB
sur son récepteur membranaire pourrait intervenir dans des phénoménes de co-activation

lymphocytaire, et/ou dans le signal nécessaire au recrutement de ces cellules.

Comme les chimiokines et de nombreuses autres protéines de la large famille des HBP,
la CyPB interagit avec un second type de site de fixation, de nature glycannique sulfatée. Ces

sites glycanniques pourraient jouer un rdle de réservoir, ou intervenir dans la présentation de
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la CyPB pour son récepteur protéique. Bien que cette derni¢re propriété ait été avancée pour le
FGF (Yayon et al., 1991), elle est actuellement trés contreversée, notamment dans le cas des
chimiokines qui ne nécessitent pas d’interactions avec les GAG sulfatés pour étre actives
(Koopmann & Krangel, 1997). Par contre, en fixant le ligand & proximité immédiate du
récepteur protéique, ces sites glycanniques pourraient prolonger I’effet de la CyPB, méme
apres son élimination de la circulation.

Des travaux récents ont souligné I’importance des interactions entre les chimiokines et
les GAG sulfatés dans les propriétés biologiques associées a ces protéines. En effet, il était
peu concevable qu’un gradient de concentration puisse rester stable dans le flux sanguin. En
fait, il est maintenant établi que les chimiokines se fixent sur les GAG sulfatés de
I’endothélium et que les cellules circulantes suivent ce gradient immobilisé, en "roulant” vers
le lieu de I’inflammation. Plus généralement, il est reconnu que les chimiokines interviennent
dans les mécanismes d’adhésion cellulaire (Tanaka er al, 1993b). En effet, ces petites
protéines possédent deux sites de fixation séparés, leur permettant d’interagir simultanément
avec leurs récepteurs protéiques et les GAG sulfatés. Ainsi, elles peuvent créer un pontage
entre leucocytes et cellules endothéliales, et renforcer les interactions engagées par les
sélectines (Green et al., 1995). Tout comme les chimiokines, la CyPB posséde deux sites de
fixation distincts et éloignés. Elle peut donc également intervenir dans des phénomeénes de
pontage entre cellules exprimant au moins I'un des deux sites. Des travaux réalisés au
Laboratoire ont permis de mettre en évidence des sites de fixation sur les plaquettes et les
cellules endothéliales. Ces fixations feraient intervenir un récepteur de type lymphocytaire
protéique. Ainsi, la fixation de la CyPB sur les sites glycanniques pourrait participer aux
phénomeénes d’adhésion lymphocytaire impliquant les cellules endothéliales ou les plaquettes.

La poursuite de ces travaux sur les roles éventuels de la CyPB plasmatique devrait
permettre de confirmer ces hypothéses et d’apporter de nouvelles informations sur les

immunophilines sécrétées et leurs fonctions dans les mécanismes de la réponse inflammatoire.
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I- Matériels
A-La CyPB

La CyPB humaine recombinante est produite et purifiée au laboratoire comme décrit par
Spik et al. (1991). Briévement, I’insert introduit dans le plasmide pKK233-2 (Pharmacia)
correspond a la forme tronquée de I’ADNc, dépourvu de la séquence codant pour le peptide
signal. Ainsi, la CyPB recombinante produite a partir de ce plasmide correspond a la protéine
native. L’expression de la CyPB dans les bactéries compétentes EC682 est induite par IPTG et
la fermentation est poursuivie pendant 3 h.

Apreés extraction des protéines a partir du culot bactérien, la purification de la CyPB est
réalisée par chromatographie d’échange de cations sur une colonne Mono-S en mode FPLC
(Pharmacia). L’élution des protéines retenues se fait dans du tampon phosphate 20 mM, pH
6,5 par un gradient discontinu en NaCl. Cette méthode de purification permet de récupérer la
majorité de la CyPB dans la fraction 0,22 M en NaCl, avec un taux de pureté supérieur a 95%.

Les peptides N- et C-terminaux de la CyPB ont été synthétisés au laboratoire de chimie
des Biomolécules du Prof. A. Tartar (Unité Associée n°1319 du Centre National de la
Recherche Scientifique, Lille, France). Ces peptides correspondent respectivement aux 25
premiers résidus d’acides aminés N-terminaux et aux 15 derniers résidus d’acides aminés C-

terminaux.

B- Les dérivés de cyclosporine

La CsA (Sandimmum ®) est obtenue aupreés de Sandoz-France. Quant aux dérivés CsG
et CsH, ils nous ont été fournis par le Dr. Borel (Sandoz, Bale). Elles sont diluées dans
I’éthanol & 1 mg/ml juste avant I’utilisation.

Les dérivés radiomarqués, [’H]-CsA (10,1 Ci/mmol, 250uCi/ml) et ["*C]-CsA (0,140

Ci/mmol, 245 nCi/ml) sont également obtenus auprés de Sandoz-France.

C- Les anticorps anti-CyPB

1- Les anticorps polyclonaux

Les anticorps polyclonaux anti-CyPB sont préparés chez le lapin par injections soit de
CyPB recombinante, soit de peptides N- et C-terminaux couplés a la KLH. Aprés plusieurs
rappels, le sang est prélevé et la fration IgG est purifiée du sérum par précipitation au sulfate
d’ammonium. Les anticorps sont conservés a -20°C a une concentration de 1 mg/ml dans du

PBS/ glycerol 40%, pH 7,4 (Allain et al., 1995).
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Pour les tests ELISA, les anticorps sont biotinylés. Apres dialyse (1 nuit & 4°C) dans du
tampon bicarbonate pH 8,6, 2 mg d’anticorps anti-CyPB sont incubés 1 h a température
ambiante en présence de 74 pg de sulfo-NHS-LC-Biotine (Pierce Chemical Co). La biotine
libre est éliminée par plusieurs cycles de filtration sur microconcentrateur et les anticorps
biotinylés sont conserves a 2 mg/ml dans du PBS pH7,4.

2- Les anticorps monoclonaux

Les anticorps monoclonaux anti-CyPB sont préparés chez la souris au laboratoire
Hybridolab de I’Institut Pasteur de Paris. Apres injection de CyPB recombinante et criblage
des clones obtenus, quatre anticorps ont ét¢ retenus pour leur réactivité. Nous avons utilisé le
clone 48-19 présentant une forte spécificité et aucune réaction croisée avec les autres
isoformes des CyPs. Cependant, ces anticorps ne reconnaissent que la forme dénaturée de la
protéine d’ou leur utilisation unique pour les expériences d’immunorévélation en Western

blot.

D- Les lignées cellulaires
Les cellules T des lignées Jurkat, Molt-4 et HSB2 ainsi que les cellules B de la lignée
LiCr proviennent de I’Institut Pasteur de Lille. Les cellules B de la lignée Raji sont obtenues
auprés de I’Etablissement de transfusion sanguine de Lille. Les cellules sont cultivées dans du
milieu RPMI 1640 (Life Technologies, Inc.) contenant 2mM de L-glutamine, 20mM HEPES,
25nM NaHCO;, de la gentamycine (Spg/ml), pH 7,3, supplémenté par 10% de sérum de veau
foetal (SVF). Elles sont divisées tous les deux jours, de maniére a4 maintenir la concentration

cellulaire entre 0,5 et 1 x 10° cellules/ml.

lI- Préparation des ligands

La ['*I]-CyPB est obtenue en incubant 100ug de protéine avec 0,3 mCi de Na-[lzsI]
(Amersham Corp.) en présence de 100pg de Iodo-gen (Pierce Chemical Co.) pendant 15 min &
température ambiante. L'iode libre est séparée par gel filtration sur une colonne Sephadex G-
25 PD-10 (Pharmacia). L'activité spécifique est de 1'ordre de 2-3 x 10° cpm/pg.

La CyPB-N-fluorescéine est préparée en incubant 250 pg de CyPB en présence de FITC
(Sigma) fraichement dissout (10 mM dans du DMSO), a des concentrations comprises entre
50 et 200 uM, dans un tampon carbonate de sodium 0,1 M a pH 9,2, pendant 2 h a
température ambiante.

La CyPB-S-fluorescéine est préparée en incubant 250 pug de CyPB en présence de 25

excés molaires en fluorescéine-5-maléimide (Pierce Chemical Co.) fraichement dissout (25
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mM dans du DMF) dans du DPBS (Dulbecco’s phosphate buffer saline, 2 mM Ca®*, 1 mM
Mg*") (Sigma) a pH 7,3, pendant 2 h 4 22°C.

Les CyPB fluorescentes sont séparées de I'excés de réactif par gel filtration sur PD-10.
Les réactions se font a I'obscurité. Le rapport fluorescéine/protéine est estimé en mesurant
l'absorbance & 495 et 280 nm et calculé selon la méthode de Jobbagy & Kiraly (1966).

Le complexe CyPB/CsA (radiomarqué ou non) est obtenu par incubation de la CyPB
avec 10 excés molaires en CsA pendant 30 min a température ambiante. La CsA non-
complexée est éliminée par chromatographie hydrophobe sur colonne Sephadex LH-20 (Spik
etal, 1991).

lli- Préparation des échantillons de sang

Les échantillons de sang des donneurs sains, prélevés sur citrate, proviennent de
I’Etablissement de transfusion Sanguine de Lille.

Les échantillons de sang des différents patients (greffés ou souffrant de PR), traités ou
non & la CsA, proviennent du CHRU de Lille. IIs sont prélevés sur EDTA. 57 patients sont
traités a la CsA, dont 42 transplantés et 15 atteints de PR. 5 patients sont atteints de PR mais
ne sont pas traités a la CsA. Les taux résiduels de CsA sont mesurés par le test EMIT, apres
deux cycles de congélation/décongélation, avec des anticorps monoclonaux de souris qui ne
croisent pas avec les métabolites de la CsA. Les patients transplantés ne présentent aucun

signe de rejet au moment du prélévement.

A- Isolement des cellules totales (groupe UBC)
Le sang est centrifugé a 2500 g et lavé deux fois avec du RPMI pour retirer le plasma,
afin d'éviter toutes variations individuelles dues aux protéines plasmatiques endogénes. Les

cellules sont remises en suspension jusqu'au volume initial dans du milieu RPMI complet.

B- Isolement des cellules mononuclées (groupe UBC)

Les cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC) sont isolées par centrifugation
sur un milieu de séparation (Lymphoprep, Nycomed) a 600 g pendant 30 min. Aprés lavages
par du DPBS, les PBMC sont resuspendus soit dans du DPBS contenant 0,5% de serum-
albumine bovine (DPBS-BSA) pour les analyses directes, ou dans du milieu complet RPMI
pour les cultures ir vitro. La stimulation des lymphocytes est réalisée en incubant les cellules
72 h a 37°C dans des boites de 96 puits, en présence d'anticorps monoclonal anti-CD3
(Immunotech) a 50 ng/ml.
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Les études de fixation sur la population entiére des lymphocytes circulants (PBL) sont
réalisées apres élimination des monocytes par adhésion sur plastique pendant 1 h a 37°C.

Le traitement membranaire des PBL par les endoglucosidases (Sigma) est réalisé par
incubation des cellules (2 x 10° cellules/ml) avec différentes concentrations en héparinase ou
chondroitinase pendant 3 h a température ambiante dans du DPBS-BSA. Les conditions
optimales sont obtenues par 0,5 Ul/ml d’héparinase et 10 Ul/ml de chondroitinase. La
digestion enzymatique est stoppée par trois lavages avec du DPBS a 4°C afin d’éliminer les
enzymes.

Le traitement membranaire des PBL par les protéases (trypsine (Sigma) a 1 mg/ml ;
pronase E (Merck) & 100 pg/ml) est réalis€ pendant 30 min & 4°C. La réaction enzymatique est
arrétée par lavages des cellules avec du RPMI complet, les expériences de fixation sont
également réalisées en présence de SVF afin d’éviter la dégradation possible des ligands par

les protéases résiduelles.

C- Isolement des cellules CyPB™ et CyPB"

Les cellules CyPB™ et CyPB" sont séparées par leur capacité a fixer ou non la CyPB.
Pour cette séparation, une colonne d’affinité est préparée en couplant la CyPB & une matrice
SulfoLink Coupling Gel (Pierce Chemical Co.) par son unique résidu de cystéine. 4 mg de
CyPB (Img/ml) sont incubés en présence de 2 ml de gel dans du tampon Tris 50 mM, EDTA
5 mM a pH 8,3 pendant 1 h a température ambiante. Apres lavages de la colonne afin
d'éliminer la CyPB non conjuguée, le gel est traité dans le méme tampon en présence de 10
mM de cystéine, pendant 30 min afin de bloquer les groupements n'ayant pas réagi. Le gel est
alors abondamment lavé par du DPBS puis remis en suspension dans du RPMI. Toutes les
étapes se font dans des conditions stériles. La quantité de CyPB immobilisée sur le gel est
estimée a 2 mg/ml de gel aprés avoir mesuré par absorbance a 280 nm la quantité de CyPB
non immobilisée.

Les PBL sont alors mélangés au gel et incubés pendant 1 h & température ambiante sous
agitation lente. Les cellules non fixées, qui correspondent aux lymphocytes CyPB", sont
recueillis dans les surnageants de lavage par du DPBS au cours des 3 cycles
décantation/resuspension du gel. Les cellules CyPB” sont décrochées du gel par lavage avec
du tampon glycine 0,2 M/0,5 M NaCl pH 4 puis rapidement lavées dans du DPBS-BSA pH

7,4. La pureté des populations est vérifiée par fixation de la CyPB-S-fluorésceine.
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D- Isolement du plasma

Le plasma est obtenu par centrifugation des échantillons de sang a 2500 g pendant 20

min puis stocké a -20°C avant son utilisation.

IV- Mise en évidence de la CyPB
A- Dosage ELISA

Les taux de CyPB sont déterminés par ELISA selon la procédure suivante. Les anticorps
polyclonaux anti-CyPB sont dilués 4 10 pg/ml dans du tampon carbonate de sodium 20 mM,
pH 9,6 et incubés une nuit & 4°C dans des microplaques ELISA (Nunc). Les sites de fixation
non spécifiques sont bloqués a 37°C pendant 1 h avec 3% de gélatine dans du PBS (lOd mM
phosphate de sodium, pH 7,4). Les échantillons de plasma sont dilués au 1/10 dans du PBS et
la gamme de CyPB est préparée dans du PBS contenant 10% de SVF. Les échantillons sont
alors incubés 2 h a 37°C. Cette étape est suivie par 2 h d'incubation & 37°C avec les anticorps
anti-CyPB polyclonaux marqués a la biotine (10 pg/ml), suivie d'une seconde incubation en
présence d'avidine conjuguée a la peroxydase (5 pg/ml) (Sigma) pendant 1 h a 37°C. Entre
chaque étape, les puits sont lavés avec du PBS-0,05% Tween. L'absorbance est mesurée aprés
hydrolyse de I'o-phénylénediamine (OPD) par la peroxydase (4 mg, 10 ml PBS-citrate pH 5,5,
10 pl H,0,) (Sigma). Cette méthode ELISA permet de mesurer la CyPB dans le plasma de
patients traités a la CsA, puisqu'il a ét€ précédemment démontré que ces anticorps
polyclonaux reconnaissent la CyPB méme en présence de fortes concentrations en

médicament (Allain et al., 1995).

B- Immunorévélation de la CyPB par Western Biot
Les échantillons de plasma (1ml) sont déposés sur 500 pl de gel SP Sephadex C-50
échangeuse de cations (Pharmacia), équilibrée dans du PBS pH 7.4, afin de retenir les
protéines basiques. Aprés lavage des composants non retenus par le méme tampon, les
protéines basiques sont directement éluées par 100 pl de tampon d’échantillon concentré
d'éléctrophorese SDS-PAGE (Tris 25mM/ glycocolle 200 mM/ SDS 0,1%, pH 8,6)
préchauffé. Les éluats sont chauffés a 100°C pendant 2 min, séparés par éléctrophorése en
SDS-PAGE. Les indices de réticulation sont de 12% pour le gel de séparation (Tris-HCl, pH
8.,8) et de 5% pour le gel de concentration (Tris-HCI, pH 6.8). L'éléctrophorése est réalisée a
50 mA pendant 16 h. Aprés migration, les protéines sont transférées sur membrane de
nitrocellulose 0,45 pm (Schleicher & Schull). Le transfert est réalisé pendant 3 h sous 250 V,

dans un tampon Tris 25 mM/ glycocolle 200 mM/ méthanol 20%, pH 8.,4.
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La membrane est ensuite bloquée par du PBS contenant 3% en gélatine pendant 1 h a
température ambiante. Apres lavage au PBS-0,05% Tween, la membrane est exposée pendant
2 h a température ambiante a l'anticoprs monoclonal spécifique anti-CyPB (1/2000). Cette
étape est suivie par une incubation en présence d'anticorps de chévre anti-IgG de souris
marquée a la peroxidase (1/2000) (Pasteur diagnostic) pendant 1 h a température ambiante. La

révélation est réalisée par le diaminobenzidine (DAB), substrat de I'enzyme (Kit Sigma).

V- Etudes des interactions de la CyPB
A- Fixation de la CyPB

1- A la surface des cellules

a. Cytofluorimétrie en flux

Les cellules (2 x 10° cellules/ml) sont incubées en présence de 100 nM de CyPB-S-
fluorescéine pendant 1 h a 4°C. La fixation non-spécifique est déterminée en paralléle par
I'addition de 100 excés molaires de CyPB non marquée. Aprés 1 h d'incubation, les cellules
sont lavées et mises en suspension dans du DPBS pour ['analyse.

Une méthode de double marquage fluorescent est mise au point pour détecter la fixation
de la CyPB a la surface de différentes sous-populations lymphocytaires. Comme décrit
précédemment, les cellules sont incubées en présence de 100 nM en CyPB-S-fluorescéine
pendant 1 h & 4°C. Les cellules exprimant le CD3, CD4, CD8, CD45RA et CD45RO sont
détectées en incubant les cellules avec des anticorps de souris anti-marqueur lymphocytaire
humain (Immunotech) suivis d'un anticorps anti-IgG de souris marqué a la phycoérythrine
(Sigma). Les lymphocytes exprimant le CD28, CD56 ou HLA-DR sont directement détectées
par des anticorps spécifiques marqueés a la phycoérythrine (Dako). Toutes les incubations sont
réalisées dans du DPBS-BSA pendant 1 h & 4°C et les cellules sont lavées deux fois entre
chaque étape.

b. Ligand radioactifs

Les cellules (4 x 10° cellules/ml) sont mises en suspension dans du DPBS-BSA en
présence de plusieurs concentrations en ligand radiomarqué ([125 I]-CyPB ou CyPB/ [3H]-CSA).
La fixation non spécifique est détermin€e par incubation des cellules en présence de ligand
radiomarqué et 200 exceés molaires de ligand non marqué. Aprés 1 h d’incubation a 4°C, les
cellules sont lavées 3 fois par du DPBS et la radioactivité associée aux cellules (fixée) et

présente dans le surnageant (libre) est mesurée.
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Les sites glycanniques et non glycanniques sont discriminés par leur différence de
sensibilité a la force ionique.

Les résultats sont analysés selon la méthode de Scatchard (1949) afin de déterminer les
paramétres de fixation (Kd et nombre de sites/cellule).

2- sur héparine-Sépharose

1 pg de ligand radiomarqué (50nM) est incubé en présence de 100 pl de gel héparine-
Sépharose (Pharmacia) pendant 1 h a température ambiante. La résistance a la force ionique

est alors étudiée par €lution du ligand fixé par du PBS a différentes concentrations en NaCl.

B- Compétition de fixation
1- A la surface des cellules

Les cellules sont incubées en présence de ligands radiomarqués a 50 nM et de
compétiteurs ou d’inhibiteurs de fixation potentiels. Selon les expériences, ces derniers sont :

- les dérivés de CyPB : CyPB-S-, CyPB-N-fluorésceine et complexe CyPB/CsA

- les isoformes de CyPs : CyPA et CyPC humaines recombinantes (Sandoz, Béle) non
marquées

- les peptides N- et C-terminaux

- des HBPs : protamine (Sigma), Lf (isolée du lait de femme au laboratoire) et 1’IL8
humaine recombinante (R & D systems)

- des dérivés de cyclosporines : CsA, CsG et CsH

- des GAG : héparine (Roche), HS (Fluka), CS-C (Sigma), CS-A/CS-B (isolés au
laboratoire) et I’acide hyaluronique (Sigma).

Aprés 1h d'incubation, la radioactivité associée aux cellules ou libérée dans le
surnageant aprés les différents lavages (DPBS, PBS-NaCl 0,6 M) est comptée. La fixation
résiduelle est exprimée en fonction de chaque concentration en compétiteurs ou inhibiteurs et
la capacité de ces derniers & déplacer la CyPB est évaluée par la concentration nécessaire pour
atteindre 50% d’inhibition de la fixation (Clso).

2- sur héparine-Sépharose

La ["*’I]-CyPB est incubée avec les différents compétiteurs en présence d’héparine-

Sépharose. Apres 1 h d’incubation, la radioactivité associée a la matrice est comptée.
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C- Internalisation

1- Incorporation de la CsA libre ou complexée

Les cellules des groupes PBMC et UBC sont incubées en présence de plusieurs
concentrations en ["H]-CsA ou en complexe CyPB/[’H]-CsA pendant 1 h & 37°C. Dans les
deux groupes, la radioactivité associée aux PBMC est alors mesurée, soit directement pour les
cellules du groupe PBMC, soit aprés isolement sur Lymphoprep pour le groupe UBC. La
distribution de la [’H]-CsA dans le sang est déterminée par mesure de la radioactivité présente
dans le surnageant (100 pl) et dans les hématies (1 x 10 cellules).

2- Endocytose de la CyPB ou du complexe

Deux méthodes ont été mises au point afin d'étudier le phénoméne d’endocytose de la
CyPB. Dans chaque cas, la fixation et I’incorporation non spécifiques du ligand radiomarqué
ont été estimés par addition de 200 excés molaires de ligand non marqué.

Dans la premiére méthode, les cellules (4 x 10 cellules/ml) ont été incubées a 37°C
dans du RPMI-BSA. Le ligand radiomarqué est ajouté a une concentration finale de 50 nM.
Aux temps indiqués, les cellules sont prélevées, lavées par du DPBS, puis traitées soit par la
Pronase, pour éliminer toute la fixation membranaire, soit par du PBS citrate pH4 ou par du
PBS-NaCl 0,6 M afin de discriminer les deux sites de fixation de la CyPB. Aprés ces
différents traitements, la radioactivité associée au culot cellulaire (fraction résistante) et au
surnageant (fraction sensible) est comptée.

Dans la deuxiéme méthode, les cellules sont incubées 1 h a 4°C en présence de 50 nM
de ligands radiomarqués. Apres lavage soit par du DPBS (pour éliminer le ligand non fixé),
soit par du PBS-NaCl 0,6 M (pour éliminer le ligand fixé sur les sites glycanniques), les
cellules sont incubées a 37°C dans du RPMI-BSA. A différents temps, les cellules sont
prélevées et le surnageant d’incubation est précipité par 10% d’ATCA afin de séparer la CyPB
intacte (acido-précipité) du ligand dégradé (acido-soluble). Les cellules sont ensuite traitées
soit par la Pronase, soit par du tampon glycine 20 mM/ NaCl 100 mM pH4 pendant 10 min.
La radioactivité est alors comptée comme précedemment dans le surnageant (fraction

sensible) et le culot cellulaire (fraction résistante).
VI- Etude des propriétés biologiques

A- Flux calcique

Les cellules (2 x 106) sont incubées en présence de 5 pM de Fluo-3 acetoxymethyl ester

(Molecular Probes, Holland) dans 600 pl de PBS pendant 1 h a température ambiante.



222

Aprés lavage, les cellules chargées en Fluo-3 sont stimulées & 37°C par les différents
ligands (CyPB, CsA et complexe CyPB/CsA) dans différents tampons (DPBS, PBS-EGTA 2
mM). Aux temps indiqués, les changements de fluorescence reflétant les variations de la
concentration cytosolique en Ca* sont suivis par cytofluorimétrie en flux. La concentration en
Ca®* cytosolique exprimée en uM est calculée en appliquant la formule suivante :

[Ca®*] = [Fluorescence - Fluorescence mini] / [ Fluorescence maxi - Fluorescence] x Kd

Le maximum de fluorescence est obtenue par addition de 2 pM d’ionomycine et le
minimum est mesuré lorsque les cellules sont préincubées dans du tampon PBS-EGTA en
absence de ligand. L’affinité du Fluo-3 (Kd) pour le Ca®" libre est de 0,4 uM (Minta ef al.,
1989).

B- Analyse des dérivés inositol-phosphates (IP)

Les cellules (1 x 10° cellules/ml) ont été incubées avec 5 pnCi/ml de [*H]-myoinositol
pendant 24 h 4 37°C. 10 min avant la stimulation par le ligand, les cellules en suspension sont
incubées en présence de 15 mM de LiCl afin d'éviter la déphosphorylation de différents
dérivés IP et la formation d'inositol. A t = 0, les cellules sont stimulées par la CyPB. Aux
différents temps, les cellules sont collectées (1 ml) et déposées sur 1 ml du mélange
chloroforme/méthanol/HC1 1M (50v/50v/1v). Aprés agitation, 0,5 ml de chloroforme est
ajouté. Les échantillons sont centrifugés 4 800g pendant 10 min a 4°C et la phase aqueuse
supérieure contenant les phosphates-[3H]-inositol est récupérée. Les phosphates—[3H]-inositol
sont séparés sur résine échangeuse d’anion Dowex 1 X 8 équilibrée sous forme formate (1
ml). Le protocol d’élution est le suivant :

- 2 x 5 ml d’eau pour éliminer les inositols libres

- 2 x 5 ml de formate d’ammonium 60 mM / tetraborate d’ammonim 5 mM pour
exclure les glycerophosphate-inositols

- 10 x 1 mli de formate d’ammonium 0,2 M / acide formique 0,1 M pour récupérer les
inositol monophosphate

- 10 x 1 ml de formate d’ammonium 0,45 M / acide formique 0,1 M pour les inositol
bisphosphates

- 10 x 1 ml de formate d’ammonium 1 M / acide formique 0,1 M pour les inositol
trisphosphate.

La radioactivité dans ces différents €luats est ensuite comptée.
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C- Analyse de l'activité immunosuppressive de la CsA et du

complexe CyPB/CsA

Les PBMC des groupes PBMC et UBC ou les lymphocytes CyPB™ et CyPB™ sont
respectivemment activés pendant 72 h en présence d’anticorps anti-CD3 (soit en suspension
(50 ng/ml), soit préalablement adsorbés sur la plaque (10 pg/ml)). Les cellules (1 x 10°
cellules/ml) sont incubées dans des boites de 96 puits en absence ou en présence de différentes
concentrations en CsA libre ou complexée a la CyPB comprises entre 6 et 1000 ng/ml. La
prolifération des lymphocytes est mesurée par incorporation de [*H]-thymidine dans les
cellules. La [*H]-thymidine (5 pCi/ml) est ajoutée a la suspension des lymphocytes en
prolifération pendant les cinq derni¢res heures de culture. Les cellules sont alors collectées et
déposées sur filtre 0,22 pm. Apres lavage par aspiration douce, les cellules sont lysées par
10% d’ATCA. Les filtres sont ensuite rincés en présence de NaOH 0,1 M puis séchés a
1’éthanol. Les filtres sont alors placés dans du liquide a scintillation pour phase solide et la
radioactivité précipitée est comptée. Les résultats sont exprimés en index de prolifération :
100% correspond a la prolifération obtenue en absence de médicament. Les DIsy (Dose

inhibitrice a 50%) sont estimées a partir des courbes dose-réponse ajustées.

VII- Analyse
A- Mesure de la radioactivité

- Les rayonnements y libérés par la ['*1]-CyPB associée aux cellules ou présente dans
les surnageants sont directement mesurés en utilisant le compteur Compugamma LKB Wallac
modele 1282.

- Les rayonnements B libérés par les différents dérivés tritiés ou marqués au “*C sont
mesurés dans les surnageants et/ou dans les cellules apres lyse par NaOH 0,1 M. Les
échantillons sont alors mélangés dans du liquide a scintillation (pour phase solide ou liquide)

puis comptés avec le compteur Beckman modéle LS 6000TA.

B- Mesure par cytofluorimétrie en flux
La fluorescence €mise par les cellules est analysée a 1’aide d’un cytofluorimétre en flux
(Becton Dickinson) équipé d’un laser émettant & 488 nm et d’un filtre a bande passante étroite
centré soit sur 530 nm, ou sur 575 nm, permettant la détection des fluorescences verte et
rouge. Chaque cellule, aprés interception de la lumiére incidente, émet ou diffuse un certain

nombre de signaux :
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- la lumieére diffusée sous un petit angle par rapport au rayon incident, dont 1’intensité
est corrélée avec la taille de la cellule (forxard scatter, FSC)

- la lumiére diffusée a un angle droit qui est corrélée a I'importance du noyau et des
inclusions cytoplasmiques dans la cellule (side scatter, SSC).

- 'intensité de fluorescence verte (FL1)

- I'intensité de fluorescence rouge (FL2).

Sur les cytogrammes, les parametres FSC et SSC permettent de visualiser les cellules en
fonction de leur taille et de leur granulométrie, et de sélectionner des régions contenant les
cellules a étudier. Un nombre défini de particules fluorescentes dans la région choisie sont
analysées pour les expériences de fixation et pour les expériences de mesure du flux calcique.
Les signaux sont transformés en données numériques et un traitement informatique (PC-Lysis,
Becton-Dickinson) permet la visualisation des résultats sous forme d’histogrammes (nombre
de cellules en fonction de l'intensité de fluorescence) ou de cytogrammes (représentation
simultanée des deux fluorescences). Sur les histogrammes de fluorescence, la surface du pic
de fluorescence est proportionnelle au pourcentage de cellules fluorescentes, alors que la
position du pic sur I’échelle de I’intensité de fluorescence est proportionnelle au nombre de
molécules fluorescentes par cellule. La fluorescence spécifique est exprimée par la AFMV qui
correspond 2 la variation de fluorescence de 1’échantillon par rapport au témoin.

AFMV = {[fluo. moy. de I’échantillon - fluo. moy. du témoin] / fluo. moy. du témoin} x 100

C- Analyses statistiques
Les valeurs indiquées sont des moyennes + S.D. d'expériences indépendantes. Afin
d’éviter de surcharger certains graphes, les écarts types n’ont pas été représentés. La
signification statistique est analysée avec un Student's ¢ test pour des données non appariées.
Les valeurs de P < 0,05 sont considérées comme significatives. Le test de Wilcoxon signed-
rank est utilisé pour des données appariées. Les coefficients de corrélation sont analysés par le

coefficient de corrélation Spearman rank.
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Cyclophilin B (CyPB) is a cyclosporin-binding protein,
known to be located mainly within the endoplasmic re-
ticulum vesicles. Its previous characterization in human
milk implies that the protein may be released from the
secretory pathway and recovered in biological fluids. In
an attempt to understand the role of the extracellular
CyPB, we have investigated the binding capacity of the
protein to cells derived from human T- and B-lympho-
cytes. We present here evidence that CyPB binds to T-
lymphocytes and that the binding to the Jurkat T-cell
surface is specific, saturable, and reversible. The disso-
ciation constant K; was 12 nM, and the number of bind-
ing sites was estimated to 35,000/cell. We report that the
surface-bound CyPB was internalized at 37 °C and sub-
sequently degraded in the cell. We also show that the
immunosuppressive drug cyclosporin A does not inhibit
the surface binding of CyPB, and does not interfere with
internalization of the protein. These results support the
hypothesis that the selective action of the immunosup-
pressive drug results in part from its interaction with
the extracellular form of CyPB.

Cyclophilins are ubiquitous, highly conserved proteins
known to be the main binding proteins for the immunosuppres-
sive drug cyclosporin A (CsA)! (1, 2). They are also termed
peptidylprolyl cis-trans-isomerases, as they are able to acceler-
ate the cis-trans-isomerization of artificial substrates and the
refolding of denatured proteins (3, 4). The enzymatic property
of cyclophilins is strongly inhibited by CsA, but the relevance of
this activity to the intracellular function of the cyclophilins
remains unknown. Cyclophilins have been classified into sev-
eral isoforms, and at least three cDNAs from human tissues
encoding distinct cyclophilins have been reported (5-7). The
first characterized isoform corresponds to cyclophilin A (CyPA),
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a soluble, cytosolic and abundant protein. This protein has
been considered to be the major target of the immunosuppres-
sive drug. The second cyclophilin is termed human cyclophilin
B (CyPB), and its mRINA encodes a hydrophobic extension that
directs the protein to some portion of the endoplasmic reticu-
lum (8, 9). The third one (hCyP3) is likely to be the mitochon-
drial isoform of the cyclophilin family (10). Moreover, we have
already reported the purification of a 21-kDa secreted cyclophi-
lin in human milk (11). This protein was first named SCYLP
(secretory cyclophilin-like protein), before its identity with the
human CyPB isoform was ascertained. Recently, we have char-
acterized its presence in human plasma.? This result suggests
that a minor fraction of the intracellular CyPB may be released
through the secretion pathway and recovered in the extracel-
lular space. Some authors have also reported the presence of
secreted cyclophilins in biological fluids (12, 13) and in culture
medium supernatants (14, 15). The presence of these proteins
in the extracellular medium suggests that they may interact
with some cell membrane proteins. This interaction might in
turn lead to biological activities through surface binding activ-
ity. Indeed, embryonic chick CyPB was found to possess growth
factor activity in vitro (16). Other secreted cyclophilins were
shown to trigger a chemotactic response from polymorpho-
nuclear leukocytes and monocytes (13, 15).

In an attempt to understand the role of released CyPB in
human blood, we have investigated the binding capacity of this
protein to human leukocytes and cell lines. In this study, we
have analyzed the properties of CyPB binding to T- and B-cells.
Using the Jurkat human T-cell line as a cellular model, we
show that CyPB specifically binds cell surface and that cata-
lytic and CsA-binding sites do not seem to be involved in these
interactions. Furthermore, our results demonstrate that sur-
face-bound CyPB is partially internalized and subsequently
degraded in the cell. This raises the possibility that extracel-
lular CyPB could be related to CsA immunosuppression
through its binding to T-lymphocyte surface and may thus con-
tribute to explain the selective action of this drug on the im-
mune system.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Materials—CsA and recombinant human CyPA and CyPB were a
generocus gift {rom Sandoz (Basel, Switzerland).

Cell Culture—Jurkat, Molt-4, HSB2 T-cell, and LiCr B-cell lines were
obtained from the Institut Pasteur (Lille, France), and Raji B-cell line
was obtained from the Centre Régional de Transfusion Sanguine (Lille,
France). Human peripheral lymphocytes were obtained from venous
blood and activated by anti-CD3 (Immunotech), as previously deseribed
(17). Cells were cultured in RPMI 1640 medium (Life Technologies, Inc.)
containing 2 mu r-glutamine, 20 my HEPES, 25 mm NaHCO,, genta-
myein (5 pg/ml), pH 7.3, supplemented with 10% heat-inactivated fetal
calf serum. Cultures were diluted every 2 days, in order to maintain cell
concentration from 0.5 to 1 x 10° cells/ml.

Preparation of ‘#1-CyPB—'1-CyPB was obtained by incubating 100
pg of protein with 0.3 mCi of cartier-free Na'®I (Amersham Corp.) in
presence of 100 pg of Iodo-Gen (Pierce Chemical Co.) for 15 min at room
temperature. Free iodine was removed by gel filtration on 2 Sephadex
G-25 PD-10 column. The specific radioactivity ranged over 4-6 x 10°
cprvug.

Preparation of CyPB-CsA Complex—The complex was obtained by in-
cubating CyPB with a 10-fold molar excess of CsA for 30 min at room

2 F. Allain, C. Boutillon, C. Mariller, and G. Spik, submitted for pub-
lication.
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temperature, and non-complexed CsA was removed by hydrophobic chro-
matography on a Sephadex LH-20 column, as previously described (11).

Preparation of Polyclonal Antibodies—Antibodies to CyPB were
raigsed in the rabbit, by intradermal injections of recombinant CyPB
with Freund’s adjuvant (18).

Flow Cytometry Analysis—Cells were washed twice by centrifugation
for 5 min at 400 x g, in cold Dulbecco’s phosphate-buffered saline
(DPBS) (Sigma), and resuspended in DPBS supplemented with 0.5%
bovine serum albumin (BSA), to obtain a final concentration of 10
cells/ml. Cells (10%sample) were incubated in presence of various CyPB
concentrations for 1 h at 4 °C and rapidly washed three times in DPBS.
The pellets were resuspended in DPBS-BSA added with anti-CyPB
antibodies (1/1000) for 1 k at 4 °C. After a wash, flucrescein isothiocya-
nate-conjugated anti-rabbit immunoglobulin G (1/80) (Sigma) was
added to the cell suspension for 30 min at 4 °C. Data were monitored on
a Becton-Dickinson FACscan cytofluorimeter. The light-scatter chan-
nels were set on a linear gain, and the fluorescence channels were set on
& logarithmic scale. Cells were gated for forward- and site-angle light
scatters, and 5000 fluorescent particles of the gated population were
analyzed. The data collected with logarithmic amplification were ana-
lyzed by a Becton-Dickinson computer.

Surface Binding Assay of **I-CyPB—Cells were washed twice as
above and diluted in DPBS-BSA to a final concentration of 4 x 10°
cells/ml. They were incubated in polyethylene tubes (2 x 10° cells/
sample) for 1 h at 4 °C with various concentrations of '*I-CyPB. Non-
specific binding was determined in parallel experiments in the presence
of a 500-fold molar excess of unlabeled CyPB. After incubation, cells
were centrifuged (400 x g, 5 min) and washed three times with 3 ml of
cold DPBS. Cell-associated radioactivity was measured using a model
1282 Compugamma LKB-Wallac counter. Nonspecific binding was sub-
tracted from total counts to determine specific binding.

Specificity of CyPB binding was studied by incubating cells with 50
nx '#1.CyPB and various concentrations of CyPB, CyPB-CsA complex,
CyPA, and lysozyme. After 1 h of incubation at 4 °C, cells were isolated
as above and the pellets counted to determine remaining cell-associated
radioactivity.

Binding, Dissociation, and Internalization Kinetics of **5I-CyPB—
Two different methods were applied to measure the kinetics of the
binding of **I-CyPB to Jurkat T-cells. In both experiments, cells (4 x
10%ml) were incubated in RPMI 1640, 20 mu Hepes, pH 7.4, supple-
gaented with 0.5% BSA. I-CyPB was added to a final concentration of

nMm.

In the first method, cells were allowed to bind *[-CyPB for various
times at 4 °C or 37 °C. After washing off excess unbound CyPB, cells
were resuspended in 1 ml of ice-cold DPBS containing 0.01% Pronase E
(Merck) for 30 min at 4 °C. The supernatants were then separated from
the cellular pellets, and the amount of radioactivity in each fraction was
measured.

In the second methad, cells were either pretreated with chloroquine
(200 pu) for 30 min at 37 °C and then allowed to bind '®I-CyPB for L h
at 4 °C, or directly incubated in the presence of radiciodinated ligand in
the same conditions. After a wash, cells were resuspended in pre-
warmed binding medium at 37 °C. At various times, aliquots of cell
suspension were removed and all subsequent steps were performed at
4 °C. Cell-free supernatants were collected and cells were treated with
Pronase as described above. The surface-bound, internalized, and re-
leased "®I-CyPB were counted in Pronase-sensitive eluate, cell extract,
and incubation medium, respectively. To determine the degradation of
internalized CyPB, supernatants were precipitated with 10% tri-
chloracetic acid (v/v), 20 min at 4 °C, and centrifuged 30 min at 10,000
x g; the intact and degraded '®I-CyPB were counted in precipitated and
soluble extracts, respectively.

For all experiments, nonspecific binding was determined as de-
scribed above.

RESULTS

Surface Binding of CyPB—The binding of CyPB to Jurkat
T-cells was first investigated by flow cytofluorimetry, in order to
determine the binding activity concentration range. Cell sur-
face binding was observed from 5 nm, and the mean value of
fluorescence intensity reached a plateau starting from 50 nm
(Fig. 1A). These results suggest that CyPB binding was con-
centration-dependent and that the saturation occurred at a
protein concentration of 50 nm. As this method was not sensi-
tive enough to determine the binding parameters and did not
allow subtraction of any nonspecific interactions of CyPB with

!
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Fre. 1. Surface binding of CyPB to Jurkat T-cells. Panel A, sur-
face binding of CyPB analyzed by flow cytofluorimetry. Cells (10%mi)
were allowed to bind CyPB for 1 h at 4 °C. After a wash, surface-bound
ligand was detected by using an indirect double-antibody method, as
described under “Experimental Procedures.” The dose-dependent bind-
ing was studied in adding CyPB at various concentrations: trace I,
control; trace 2, 5 nm CyPB; trace 3, 50 nv CyPB; trace 4, 100 nm CyPB.
Panel B, surface binding assays of **I-CyPB. Dose dependence and
saturation of CyPB binding were studied by incubating cells (4 x 10%ml)
for 1 h at 4 °C with the indicated concentrations of radiolabeled CyPB.
The specific binding (®) was obtained after subtraction of the nonspe-
cific (A) from total counts (M). Points represent the mean values of
triplicate at each ligand concentration. Inset is the Scatchard plot of the
binding data.

the cell membrane, the quantification of CyPB binding was
then investigated by using radioiodinated ligand. Nonspecific
binding, obtained in the presence of a 500-fold molar excess of
unlabeled CyPB, was subtracted from total counts in order to
obtain specific binding (Fig. 1B). As expected, the binding was
found to be concentration-dependent and saturable from 50 nu,
confirming thus our previous results. Scatchard analysis of the
binding data resulted in a linear plot (Fig. 1B, inset) compatible
with non-cooperative ligand binding to one homogeneous site.
The apparent dissociation constant K, was 12 = 2 uy, and the
number of binding sites was estimated to 35,000 = 1700/cell.

CyPB binding to the human Molt-4 and HSB2 T-cell lines
and to peripheral blood T-lymphocytes was also investigated,
and similar values of K, and number of binding sites were
obtained. Furthermore, no significant difference was observed
in CyPB binding to resting versus CD3-activated T-lympho-
cytes. In contrast, no binding was observed to the human Raji
and LiCr B-cell lines, according to the relative sensitivity of the
two methods we used (data not shown). These results suggest
that only T-cells are able to express highly specific surface-
binding sites for CyPB and that activation of peripheral blood
T-lymphocytes has no effect on the CyPB binding site expres-
sion.

Competitive Binding Experiments—The specificity of CyPB
binding was examined by competitive binding to Jurkat T-cells
with different ligands (Fig. 2). In the first experiments, cells
were incubated with !*1-CyPB in the presence of unlabeled
CypB or CsA-complexed CyPB. '¥I-CyPB binding was specifi-
cally inhibited by 45 and 65% in presence of 100 and 1,000
molar excesses of unlabeled CyPB, respectively. On the other
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Fi. 2. Competitive *]I-CyPB binding experiments to Jurkat
T-cells. Competitive binding experiments were performed by incubat-
ing cells in presence of 50 nm 25I-CyPB and either unlabeled CyPB (®),
CyPA (W), CsA-CyPB complex (O), or lysozyme ({J) at the indicated
molar excesses. After 1 h at 4 °C, cells were washed and remaining cell
surface radioactivity was counted.
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Fic. 3. Time course of membrane binding and internalization
of "I-CyPB in Jurkat T-cells. Cells (4 x 10%ml) were incubated with
50 nm of I-CyPB at either 4 °C (A) or 37 °C (B). At the indicated times,
cells were washed and treated with Pronase as described under “Ex-
perimental Procedures.” Surface-bound (A) and internalized (M) '*-
CyPB were measured in eluates from Pronase-treated cells and in cel-
lular pellets, respectively. Total cell-associated CyPB (@) was considered
to be the sum of the two components. Each point represents the mean
of triplicate from two separate experiments. Data were corrected for
nonspecific binding.

hand, CsA-complexed CyPB inhibited *5I-CyPB binding to the
same extent as unlabeled CyPB, suggesting that the immuno-
suppressive drug has no effect on CyPB binding to Jurkat T-
cells. CyPB is known to be a highly basic protein and might
interact nonspecifically with cell membrane through electro-
static interactions. The fact that lysozyme, another highly basic
protein of similar molecular mass, had no inhibitory effect on
the binding of ®I-CyPB excludes the binding of CyPB to cell
surface through such nonspecific ionic interactions. Competi-
tive binding experiments were also performed in presence of
CyPA to see whether this protein, which is structurally similar
to CyPB, binds to the CyPB binding sites on Jurkat T-cells. No
inhibitory effect was observed during these binding assays,
suggesting that homologous peptidic regions of cyclophilins are
not involved in CyPB recognition to the Jurkat T-cell surface.

Endocytosis of CyPB—To determine whether CyPB was in-
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Fic. 4. Time course of the fate of !¥I.CyPB surface-bound to
the Jurkat T-cells. Both control-treated (A) and chloroquine-treated
(B) cells were incubated with 50 nm of '5I-CyPB for 1 h at 4 °C. After
washing off the unbound ligand, cells were allowed to internalize 51-
CyPB at 37 °C. At indicated times, aliquots were removed and incuba-
tion supernatants, eluates from Pronase-treated cells, and cell pellet
radioactivities were counted. Ordinates represent the percentages of
the total radioactivity initially bound to Jurkat T-cells at 4 °C, which
was segregated within the cells (®) and released in the incubation
medium in a degraded form (M).

ternalized into Jurkat T-cells, we investigated the kinetics of
binding of the radioiodinated protein. Kinetics were performed
directly at 4 °C (Fig. 3A) and at 37 °C (Fig. 3B), in the presence
of 50 nm BI-CyPB. During the first few minutes, the rate of
binding was constant, and the binding equilibrium was reached
after 40 min. At 4 °C, almost 90% of surface-bound CyPB was
removed by Pronase treatment. At 37 °C, the amount of CyPB
associated to cells was almost 2-fold higher than at 4 °C. In this
case, bound CyPB was Pronase-sensitive during the initial in-
cubation time points but the Pronase-resistant fraction in-
creased with time to reach a plateau corresponding to almost
35% of cell-associated CyPB. The difference between the pro-
tein binding at 4 °C and at 37 °C, and the fact that large
amounts of '®I-CyPB became protected from proteolysis at
37 °C might be due to endocytosis of surface-bound CyPB. This
phenomenon was likely to be a temperature-sensitive process,
since no significant Pronase-resistant fraction was measured at
4 °C. These experiments were also repeated in presence of the
preformed CyPB-CsA complex, with similar conclusions. These
results suggest that CsA did not interfere in the internalization
process of CyPB. This in turn leads us to speculate that extra-
cellular CyPB might target the drug into T-cells.

To study the endocytosis process of CyPB, cells were first
incubated at 4°C for 1 h until the binding site occupancy
reached a steady state. After washing off the unbound ligand.
cells were incubated at 37 °C, and distribution of surface-
bound, internalized, and released radioactivities was counted
at various times. During the first 5 min, the Pronase-sensitive
fraction decreased rapidly and *I-CyPB appeared in the su-
pernatant, suggesting an important dissociation from the cell
surface. After this 5-min lag, the Pronase-resistant fraction
increased rapidly, until it reached after 20 min a maximum of
23% of the initially bound CyPB. The Pronase-resistant frac-
tion decreased slowly thereafter, as degraded '**I-CyPB started
to appear in the incubation medium (Fig. 44). The lysosomo-
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tropic agent chloroquine was then tested, in order to see
whether increasing the pH of intracellular acidic compart-
ments such as endosomes and lysosomes could alter the proc-
essing of CyPB. In this case, CyPB associated within the cells
accumulated and it was no longer released in the medium in a
degraded form (Fig. 4B). These results suggest that CyPB,
after internalization, enters acidic vesicles where it is subse-
quently degraded.

DISCUSSION

We present here evidence that CyPB binds specifically to
surface binding sites on human T-cells but not on B-cells. To our
knowledge, this is the first characterization of a CyPB-binding
protein on cell surface. Our data are consistent with a specific,
reversible, and saturable CyPB binding to single, high affinity,
and non-cooperative sites. At 4 °C, the apparent dissociation
constant was 12 num for the Jurkat T-cell line, and there were
approximately 35,000 binding sites/cell.

Both CyPA and CyPB exhibit 58% amino acid identity, and
the similarities are quite pronounced in the region involved in
the catalytic and CsA-binding sites. The fact that CyPA did not
compete with CyPB in the surface binding and that CsA had no
inhibitory effect on CyPB binding is in agreement with the
existence of a peptidic region of CyPB, non-homologous with
CyPA sequence, involved in cell surface interactions with Jur-
kat T-cells. Several authors have already reported specific in-
teractions between cyclophilins and other proteins. Thus, a
77-kDa protein has been found to specifically bind the mouse
isoformm CyPC in vitro (19). More recently, the HIV-type I Gag
protein has been found to bind specifically both CyPA and CyPB
(20). However, CsA has been shown to inhibit the binding ac-
tivities of these two cyclophilin-binding proteins, suggesting
the involvement of the highly homologous CsA-binding region
of cyclophilins in these interactions. On the other hand, CyPB
has been shown to be retained inte intracellular vesicles
through a specific region located in its C terminus, implying the
existence of intravesicular binding sites which recognize the
non-homologous C-terminal extension of CyPB (9). Similar
binding sites might be expressed on the Jurkat T-cell surface
and thus specifically interact with extracellular CyPB. At
37 °C, surface-bound CyPB was partially internalized, and in-
tracellular ligand was subsequently degraded and released in
the medium in a trichloracetic acid-soluble form. CsA had no
effect on the endocytosis process of CyPB, suggesting that the
CyPB-CsA complex might be internalized to the extent as the
unbound protein. The fact that extracellular CyPB binds to
T-lymphocytes and is internalized into these cells raises an
intriguing possibility for explaining the immunosuppressive
action of the drug.

CsA-mediated immunosuppression is thought to be due to
the block in T-cell activation, through the prevention of cyto-
kine gene expression stimulation (21). Recent investigations
have shown that cyclophilin mediates the action of CsA by
forming a drug-dependent complex and altering the activity of
calcineurin, a Ca? and calmodulin-dependent phosphatase in-
volved in the signaling pathway (22-24). Nevertheless, the
mechanisms involved in the cellular selectivity of the action of
CsA and the variability of T-cell responses to the immunosup-
pressive treatment remain unclear (25, 26). CsA is thought to
enter into cells by partitioning through the phospholipid bi-
layer and subsequently forming a complex with intracellular
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cyclophilins. Recently, some authors have reported data that
support the presence of a functional CsA receptor on the surface
of lymphocytes (27). The existence of CsA receptor might cor-
relate with the selective action of the drug, through its target-
ing to the surface of selected immune cells. Our results,
however, suggest alternative explanations. Resting blood
T-lymphocytes were found to bind CyPB to the same extent
than Jurkat T-cells. In forming a complex with CsA, extracel-
lular CyPB might specifically target the drug to these CsA-
sensitive cells and consequently increase its concentration in
their intracellular space. Moreover, the CyPB catalytic activity
block by the immunosuppressive drug might lead to the inhi-
bition of a cytokine-like transcellular activity. The possibility
that the expression of cell surface binding sites for CyPB would
be related to the immunosuppressive activity requires further
investigation and may offer an explanation for the selective
nature of CsA treatment. :
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Cyclophilin B mediates cyclosporin A incorporation in human blood
T-lymphocytes through the specific binding of complexed drug to

the cell surface
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Cyclophilin B (CyPB) is a cyclosporin A (CsA)-binding protein
located within intracellular vesicles and released in biological
fluids. We recently reported the specific binding of this protein to
T-cell surface receptor which is internalized even in the presence
of CsA. These results suggest that CyPB might target the drug to
lymphocytes and consequently modify its activity. To verify this
hypothesis, we have first investigated the binding capacity and
internalization of the CsA-CyPB complex in human peripheral
biood T-lymphocytes and secondly compared the inhibitory
effect of both free and CyPB-complexed CsA on the CD3-
induced activation and proliferation of T-cells. Here, we present
evidence that both the CsA~-CyPB complex and free CyPB bind

to the T-lymphocyte surface, with similar values of X, and
number of sites. At 37 °C, the complex is internalized but, in
contrast to the protein, the drug is accumulated within the cell.
Moreover, CyPB receptors are internalized together with the
ligand and rapidly recycled to the cell surface. Finally, we
demonstrate that CyPB-complexed CsA remains as efficient as
uncomplexed CsA and that CyPB enhances the immuno-
suppressive activity of the drug. Taken together, our results
support the hypothesis that surface CyPB receptors may be
related to the selective and variable action of CsA, through
specific binding and targeting of the CyPB-CsA complex to
peripheral blood T-lymphocytes.

INTRODUCTION

Cyclophilins are represented in human tissues by at least five
isoforms [I-5] and exhibit peptidyl prolyl cis—trans isomerase
activity, leading to the in vitro cis-trans isomerization of Xaa-Pro
peptide bonds [6,7]. However, the relevance of this activity to the
biological functions of cyclophilins remains unclear. The
immunosuppressant drug cyclosporin A (CsA) specifically binds
to cyclophilins and abolishes the enzymic property of these
proteins. Nevertheless, the inhibition of peptidyl prolyl isomerase
activity is not directly involved in CsA-mediated immuno-
suppression. The complex formed by the drug with its specific
receptor was found to bind to the phosphatase calcineurin,
leading to the inhibition of enzymic activity [8]. The formation of
a such ternary complex is thought to be a crucial step, which
effectively blocks the early T-cell activation cascade and consti-
tutes the basis of the immunosuppressive activity of CsA [9,10].

In organ transplantation, the sensitivity to CsA is a crucial
factor for the acceptance of the graft. A high variability is
observed among different patients and several in vitro studies
have shown large individual variations of lymphocyte response
to CsA treatment {11-13]. Furthermore, the selective action of
the drug towards T-cells remains unclear. The understanding
of the mechanisms involved in cell susceptibility to CsA is very
important for the optimization of immunosuppressant therapy.
An interesting field of investigation is to understand the in-
volvement of cyclophilins in these phenomena. Indeed, variations
of cell sensitivity to CsA might be related to the relative
distribution of the intracellular cyclophilin isoforms. On the

other hand, intrinsic differences of lymphocyte susceptibility
might be related to variable incorporation of the drug into T-
cells. The presence of a surface receptor for CsA remains
controversial [14,15]. We have recently reported the character-
ization of T-cell surface binding sites for cyclophilin B (CyPB)
[16]. This cyclophilin isoform was found to be located in reticulum
vesicles [17,18] and released into biological fluids such as human
milk and plasma [19,20]. In forming a complex with CsA before
it enters the cells, extracellular CyPB might specifically target the
drug to T-lymphocytes and consequently increase its cellular
concentration.

To check this hypothesis, we have investigated the role of
CyPB in specific CsA incorporation into T-cells. In our previous
work, we have shown that CyPB specifically bound to T-cells but
not to B-cells [16]. The surface-bound protein was partially
internalized at 37 °C, even in the presence of CsA, and subse-
quently released into the medium in a degraded form. Here, we
have first demonstrated specific binding and internalization of
the CyPB~CsA complex, by using tritiated CsA as a radiolabelled
probe. We have then investigated the inhibitory effect of the
complex on CD3-induced activation and proliferation and shown
that the immunosuppressive activity of CsA was enhanced after
its CyPB-mediated incorporation. Taken together, our results
suggest that CyPB may promote the incorporation of CsA into
blood T-cells, without affecting its immunosuppressive activity.
This raises the interesting possibility that the CyPB surface
binding sites may be related to the selective and variable actions
of CsA by targeting the drug to T-lymphocytes and thus
increasing its intracellular concentration within these cells.

Abbreviations used: CsA, cyclosporin A; CyPA, cyclophilin A: CyPB. cyclophilin 8; DPBS, Dulbecco’s P8S; PBMCs, peripheral blood mononuclear

cells.
* To whom correspondence should be addressed.
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EXPERIMENTAL
Materials

PHICsA (10.1 Ci/mmol) was a generous gift from Sandoz-
France (Rueil-Malmaison, France). [t was diluted in ethanol at
a concentration of 250 xCi/ml. Recombinant CyPB was pro-
duced in collaboration with the Lycde Valentine Labbé (La
Madeleine, France) and purified as previously described [19].
Citrated blood was obtained from the Centre Regional de
Transfusion Sanguine (Lille, France). The lymphoblastic Jurkat
T-cell line was routinely cultured in RPMI 1640 medium (Life
Technologies, Paisley, Scotland, U.K.) containing 2 mM
L-glutamine, 20 mM Hepes, 25mM NaHCO,, and genta-
micin (S xg/ml), pH 7.3, supplemented with 109, (v/v) heat-
inactivated fetal calf serum.

Preparation of radiolabelled ligands

[FH]CsA-CyPB complex was obtained by incubating 100 xg of
CyPB with a 10-fold molar excess of [PH]CsA for 30 min at room
temperature. Free CsA was removed by hydrophobic chromato-
graphy on a Sephadex LH-20 column (Sigma Chemicals Co., St.
Louis, MO, U.S.A.) [19]. The specific radioactivity was estimated
to be (0.8-1)x 10°c.p.m./ug of CyPB. The stability of the
complex was then verified at 4 °C and at 37 °C, and dissociated
[PH]CsA never exceeded 5% of total radioactivity in our control.
Moreover, the complex remained intact in citrate and phosphate
buffers over the pH range from 4 to 9. !?3]-CyPB was obtained
. as previously described [16]. The specific radioactivity ranged
' over (4-6) x 10% c.p.m./ug.

Surface binding assay

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were first isolated
by density-gradient centrifugation on Lymphoprep separation
medium (Nycomed, Oslo, Norway). T-lymphocytes were col-
lected after depletion of monocytes and B-cells, as described in
[21]. The purity of the population and the cell viability were
estimated by flow cytofiuorimetry analysis (FACScan Cyto-
fluorimeter, Becton Dickinson). Cells were then resuspended in
cold Dulbecco’s PBS (DPBS) (Sigma) supplemented with 0.5 %
BSA, to a final density of 4 x 10® cells/ml, and allowed to bind
either ["H]CsA—CyPB complex or **I-CyPB at various concen-
trations, for 1 h at 4 °C. Incubation (2 x 10* cells/sample) was
performed in polyethylene tubes in order to limit non-specific
adsorption of the ligand to the support. Non-specific binding was
determined in the presence of a 200-fold molar excess of
unlabelled ligand. After incubation, cells were centrifuged (400 g,
5 min), washed three times with 4 ml of cold DPBS and lysed by
100 gl of 0.1 M NaOH. In the PH]CsA-CyPB complex binding
assay, cell lysates and aliquots of binding medium (50 xl) were
resuspended in 3 mi of scintillation liquid (Lumac-LSV) and cell-
associated (bound) and soluble (free) radioactivity was counted
using a model LS 6000TA Beckman counter. In the case of
1#5[-CyPB, cell pellets and incubation medium aliquots were
directly counted using a model 1282 Compugamma LKB~Wallac
counter.

Internafization kinetics

Cells (4 x 10%/ml) were first allowed to bind ecither ***I-CyPB or
PHICsA-CyPB for 1 h at 4 °C, until the binding site capacity
reached a steady state. After washing off excess ligand, cells were
resuspended in prewarmed binding medium at 37 °C. At various
times, aliquots (1 ml) of cell suspension were removed and all
subsequent steps were performed at 4 °C. Cell-free supernatants

were collected and cells were submitted to a mild-acid treatment.
by resuspending the pellet in 4 ml of ice-cold 50 mM glycine.
100 mM NaCl buffer, pH 4.5, for 10 min.. The surface-bound.
internalized and released radioactivity was counted in acid-
sensitive eluate, cell extract and incubation medium, respectively.
Non-specific binding was determined as described above.

Recycling of CyPB surface binding sites

Protein synthesis was inhibited by incubating cells with cyclo-
heximide (20 xg/ml) for 30 min at 37 °C and during the remainder
of the incubation. Treated cells were first incubated in the
absence or presence of 50 nM unlabelled CyPB in culture medium
at 37 °C. At various times, aliquots were collected and submittec
to mild acid treatment to remove any remaining surface-bounc
ligand. After neutralizing by thoroughly washing with assay
medium, specific **I-CyPB binding was determined.

Analysis of CsA immunosuppressive activity

PBMCs were collected as above and resuspended in RPM1 164(
medium (10% cells/ml), containing 2 mM t-glutamine, 20 mM
Hepes, 25 mM NaHCO,, and gentamicin (5 xg/ml), pH 7.3, anc
supplemented with 109% (v/v) heat-inactivated fetal-calf serum
Cells were stimulated for 72 h in a 96-well plate in the presenct
of a monoclonal anti-CD3 antibody (Immunotech, Marseille
France), at 50 ng/ml. Lymphocyte activation was visualized b:
quantifying the expression of CD25 by flow cytofluorimetry
Briefly, cells were resuspended in cold DPBS-0.59, BSA (10’
cells/ml) and incubated in the presence of a monoclonal rat anti-
CD25 antibody (Immunotech) for 1 h at 4 °C. After washing, ¢
second fluorescein-conjugated anti-(rat IgG) antibody (Sigma
was added for I h. Cells were gated for forward- and side-angle
scatters and data were expressed as the variation of fluorescencc
mean value with non-activated cells as a control. Cell pro-
liferation was investigated by measuring the incorporation o!
[*H]jthymidine (18.5 kBq per well) for 5h before harvesting
Results are expressed as an index of proliferation; 100%
represents the proliferation obtained in the absence of the drug
The half-inhibitory concentration (IC,,) was determined by
incubating cells in the presence of increasing concentrations o!
free CsA and CyPB-complexed CsA from 12.5 to 1000 ng/ml
Analysis between the index of proliferation and CsA dose:
allowed us to estimate IC,, from the adjusted dose—responst
curve.

RESULTS
Binding of CyPB—CsA complex to human T-lymphocytes

CsA is known to enter blood cells in a non-specific manner anc
almost 60 % of the drug is recovered in the erythrocytes. The fac
that CyPB could specifically bind to T-lymphocytes and mediate:
the incorporation of the drug into these cells suggests ar
interesting pathway for selective targeting of the drug to sensitivt
cells. To verify this hypothesis, the binding of both CyPB anc
CyPB-CsA complex to human blood T-lymphocytes was investi
gated.

The binding capacity of the CyPB-CsA complex to periphera
blood T-lymphocytes was investigated by using [PH]CsA. Cell:
were allowed to bind various concentrations of [*H]CsA-CyPB
The complex binding was specific since a 200-fold molar exces:
of unlabelled ligand inhibited [*H]CsA-CyPB binding from 60 t«
80V, After subtraction of non-specific interactions from totd
counts, the binding was found to be concentration-dependen
and saturable (Figure 1). Scatchard analysis resulted in a linea
plot compatible with a single affinity site (Figure 1, inset) ant
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Figure 1 Surface binding of CsA-CyPB to human peripheral biood T-
lymphocytes

Dose-dependence and saturation of CsA—CyPB binding were studied by incubating T-cells with
the indicaled concentrations of [PHJCsA—CyPB complex for 1 h at 4 °C. The specilic binding
(@) was obtained after subtraction of non-specific ( A) from total counts (). Points represent
the mean values of tripficates at each ligand concentration. inset is the Scatchard plot of the
binding data.
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Figure 2 Competitive experiments for CSA-CyPB binding to human
peripheral blood T-lymphocytes

Competitive binding experiments were performed by incubating T-celis in the presence of 50 nM
of [*H]CsA—CyPB and either uniabelied complex (@), uncompiexed CyP8 () or [ree CsA
() at the indicated molar excesses. After 1 h at 4 °C, ceils were washed and remaining cell-
surface radioactivity was counted. Points represent the mean values of triplicates at each
ligand concentration.

allowed us to determine the binding parameters, expressed as
mean values+S.E.M. from three separate experiments. The
apparent dissociation constant (K,) was 31+90M and the
number of binding sites was estimated to be 40600+ 7600 per
cell.

Radio-iodinated CyPB was previously shown to bind to Jurkat
T-cells with an apparent dissociation constant of 12nM and a
number of binding sites of 35000/cell [16]. Similar experiments
were reproduced with the radio-iodinated ligand, in order to
compare the binding parameters of both free and CsA-complexed
CyPB to peripheral blood T-lymphocytes and Jurkat T-cells. The
parameters of '**[-CyPB binding to Jurkat T-cells were very

8

8

125 CyPB (% of remaining bound)

60‘

40 -

20

o ———————
1 2 3 4 5
Incubation at 37°C (hours)

Figure 3  Ligand-dependent internalization and recycling of CyPB-bindin
sites in human peripheral blood T-lymphocytes

Ceits were treated with cycloheximide and incubated at 37 °C in the absence (@) or present
of 50 nM CyPB (). After being washed at the indicated times with acid buffer to remor
surface-bound figand, cells were allowed to bind '1-CyPB for 1 h at 4 °C. Data represent tf
percentages of remaining surface-bound '2%)-CyPB in comparison with control cells, and as
expressed as mean values - S.EM. from three separate experiments.

similar to those obtained with peripheral blood T-lymphocyte
(K, = 18+3 nM; n = 40300+ 5800), suggesting that the CyP!
surface binding sites were probably identical membrane protein
in both cell types. Since we have shown that the CyPB-Cs/
complex inhibited '**]-CyPB binding to T-cells to the sam
extent as the uncomplexed protein, it may be postulated tha
CyPB and CsA-CyPB bind specifically to the same sites on th
T-cell membrane. To verify this hypothesis, we also investigate:
the binding of the CyPB-CsA complex to the Jurkat T-ce.
surface. The parameters of complex binding were similar fo
both peripheral blood T-lymphocytes and Jurkat T-cells, and K
and the number of sites were slightly higher than those obtaine:
with *?3].CyPB. These differences could, however, be due to th
lower sensitivity in the binding assay using the tritiated comple.
instead of a radio-iodinated protein.

Finally, we verified the competitive properties of free CyP}
and uncomplexed CsA for the inhibition of complex binding t:
the cell surface (Figure 2). As expected, free CyPB inhibite
[*H]CsA~CyPB binding to T-cells to the same extent as th
unlabelled complex. In contrast, a large molar excess of Cs¢
only weakly reduced surface-bound complex. This reductio:
could be explained by an isotopic dilution of tritiated drug rathe
than by specific competition for binding to the cell surface.

Ligand-dependent internalization and recycling of CyPB binding
sites

In a previous study, we have demonstrated that surface-boun:
CyPB was internalized in Jurkat T-cells and subsequently release
into the medium in a degraded form {16]. These experiments wer
reproduced here with peripheral blood T-lymphocytes and simila
conclusions may be drawn (results not shown). In addition, w
studied the ligand-dependent down-regulation of CyPB bindin-
sites (Figure 3). Cycloheximide treatment gradually decreasec
the surface binding of '**[-CyPB, suggesting that the bindin
sites are replaced on the cell surface with a half-life of 3 h 45 mir
In contrast, the exposure of cycloheximide-treated T-cells t
exogeneous CyPB produced an almost complete loss of ce:
surface binding in the first few minutes. Nevertheless, cell
exhibited a gradual recovery of 1**]-CyPB binding. The surfac
binding recovered approx. 80 %, of the original level in 45 min
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Figure 4 Time-course of the fate of CsA—CyPB surface-bound to human
peripheral blood T-lymphocytes

Cells were first incubated with 50 nM [*H]CsA—CyP8 for 1 h at 4 °C. After washing off the
unbound ligand, ceils were allowed to internafize the complex at 37 °C. Al the indicated times,
aliquots were removed and incubation supernatant, eluate from mild-acid-ireated cells and cell
pellet radioactivities were counted. Ordinates represent the percentages of the total radioactivity
initially bound to T-lymphocytes which was segregated within the cell (@), stilf surface-bound
(M), and reteased in the-incubation medium (A ). Data are mean valyes + S.EM. from three
separate experiments.

before CyPB binding sites started a new cycle of endocytosis.
These results demonstrate that CyPB binding sites are internal-
ized in the presence of ligand and subsequently recycled to the
cell surface. Similar experiments were performed in the presence
of CsA without any alteration in CyPB endocytosis and binding
site recycling, suggesting that the CyPB-complexed drug might
be incorporated into T-lymphocytes through the internalization
of the CsA—-CyPB complex.

Internalization of CyPB—CsA complex within peripheral biood T-
lymphocytes

To study whether the binding of the CsA-CyPB complex might
promote drug incorporation, cells were allowed to bind
[*H]CsA-CyPB. After washing off the excess of unbound ligand,
cells were incubated at 37 °C and the distribution of surface-
bound, internalized and released radioactivity was analysed after
a mild-acid wash (Figure 4). During the first few minutes, the
acid-sensitive fraction decreased rapidly. At the same time,
the acid-resistant fraction increased, until reaching a steady state
after 20 min of incubation. No significant amount of radioactivity
was found in the supernatant, demonstrating that the drug was
no longer released from the cells. These results suggest that CyPB
mediates CsA incorporation through the specific binding of the
complex to the cell surface, but in contrast to the protein which
is released into the supernatant in a degraded form, the drug
accumulated within the cells. To confirm the involvement of
CyPB binding sites in mediating CsA incorporation, similar
experiments were performed in the presence of surface-trypsin-
ated lymphocytes (results not shown). Neither specific binding
of the [PHJCsA-CyPB complex nor significant incorporation of
the drug was observed, implying the existence of a membrane
protein necessary for CyPB-mediated incorporation of CsA in T-
lymphocytes.

Table 1 Effect of CyPB on CsA immunosuppressive activity

Lymphocytes were stimulated for 72 b by a monoclonal anti-CO3 antibody. in the presence of
either CsA, CsA—CyPB complex or CyPB at 25 nM or 250 nM. T-cell activation and profiferation
were visualized by variations of fluorescence mean value (FMV) associaled with CD25
expression and by [3H]lhymidine incorporalion experiments respectively, as described in the
Experimental section. Data represent the pescentages of remaining CO3-stimulation in
comparison with control obtained in the absence of CsA and/or CyPB. They are expressed as
mean values 4 S.EM. from three separate representalive experiments.

CD25
expression [*H]Thymidine
(% FMV) incorporation (%)
Controi 100+9 100+ 11
Free CsA
25 nM 2845 4549
250 nM 1242 2144
CyPB—CsA complex
25 nM 26+2 I+
250 nM 12+1 1447
Uncomplexed CyP8
25 nM 80+ 11 95416
250 nM 7848 98+7

Immunosuppressive activity of CyPB-complexed CsA

In the following experiments, we verified the immunosuppressive
activity of CyPB-complexed CsA. Indeed, the internalization of
CyPB-CsA might lead to the sequestration of the drug in a
subcellular compartment preventing the expression of its
immunosuppressive activity. Two concentrations, 25 and
250 nM, were studied as they are respectively close to the X
value and to saturation of CyPB-binding-site capacity. The
effects of both CyPB-complexed CsA and free CsA on the anti-
CD3 mixed-lymphocyte reaction were then compared. Thus,
CyPB-complexed CsA inhibited CD25 expression to the same
extent as free CsA without any significant variation. No sig-
nificant effect was observed in the presence of uncomplexed
CyPB, demonstrating that the protein had no inhibitory proper-
ties on the CD3-dependent activation of T-lymphocytes (Table
1). Cytogram analysis of the lymphocyte population shifting
from the resting T-cell region to the activated window allowed us
to determine an index of activation with similar conclusions
(results not shown). Cell proliferation was then studied by
[*H]thymidine incorporation experiments. Results were very
similar for both free and CyPB-complexed CsA, suggesting that
the CyPB-complexed CsA exhibits anti-proliferative properties
to the same extent as free CsA. The immunosuppressive effect of
the CsA-CyPB complex is likely to be due to the internalization
of complexed drug. Indeed a 200-fold excess of free CyPB
dramatically reduced the inhibitory effect of CsA-CyPB, dem-
onstrating binding-site occupancy on the T-lymphocytes blocked
the incorporation and the consequent activity of CyPB-com-
plexed CsA (results not shown). Finally, we investigated the
influence of CyPB on the dose-response to CsA (Figure 5). The
drug concentrations required for 509% inhibition of T-cell
proliferation showed marked differences, since IC,, was estimated
to be 40+ 12 ng/ml in the presence of CyPB-complexed CsA
while it was 175440 ng/ml in the presence of free drug. Taken
together, these results demonstrate that CyPB-mediated incor-
poration of CsA enhances the activity of immunosuppressive
drug, suggesting it might be related to differences in lymphocyte
sensitivity.
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Figure 5 Half-inhibitory concentrations (IC,,) for [ymphacyte CD3-induced
proliferation in the presence of free and CyPB-complexed CsA

Representative dose—response curves were determined by (*H]thymidine incorporation in C03-
stimulated lymphocytes exposed to increasing concentrations of either free CsA (@) or CyP8-
complexed drug (Q). The hail-inhibitory concentrations (IC,) were determined from the
adjusted dose—fesponse curves between index of proliferation and CsA concentrations. Data are
mean values from three separate experiments.

DISCUSSION

Our previous work demonstrated that CyPB specifically bound
to the surface of human lymphoblastic T-cells {16]. At 37 °C, the
protein was internalized and subsequently degraded within the
cell. Here we present new results concerning the properties of the
CyPB-CsA complex towards human blood T-lymphocytes. As
expected, the CyPB-CsA complex bound to blood T-cells in a
specific manner. to the same extent as free CyPB. The complex
and its binding site were internalized, but, in contrast to CyPB,
the drug accumulated within the cell and the putative receptor
was recycled to the cell surface. Moreover, the complexed drug
retained its immunosuppressive properties, suggesting that CsA
and its receptor dissociate and follow separate metabolic path-
ways within the cell. Finally, the analysis of drug concentration
required for 50 % inhibition of T-cell proliferation showed that
the CyPB-compiexed CsA was more efficient than free CsA,
suggesting CyPB and its surface binding site enhanced the drug
activity.

Published data concerning CyPB are often divergent and
poorly documented in contrast to the well-studied abundant
cyclophilin A (CyPA). For instance, the subcellular localization
of CyPB is the subject of debate. Arber et al. [18] suggest that the
protein co-localizes with calreticulin in some intracellular vesicles
which they called calciosomes. They have demonstrated that the
protein is retained in these vesicles through its specific C-terminal
extension. However, we have reported the characterization of
CyPB in human biological fluids, using purification and ELISA
procedures {19,20]. Price et al. [22] suggest that CyPB may act as
a chaperone and escort the neosynthesized proteins along the
sorting pathway. They also found this protein to be localized on
the cell surface and released into the medium. Recently, the
protein was even shown to be abundantly secreted together with
HSP47 in escorting procollagen into the secretory pathway [23].
The possible role of CyPB in CsA-mediated immunosuppression
has also been investigated. CsA is supposed to mediate its
immunosuppressive action by forming a complex with intra-
cellular cyclophilins and altering the activity of the Ca*-

dependent phosphatase calcineurin [8~10]. The inhibition of the
activity of this key enzyme in T-cell activation leads to the block
of the cytosolic NF-AT (nuclear factor of activated T-cell)
subunit dephosphorylation, preventing its translocation into the
nucleus and the inducibility of interleukin-2 gene transcription.
Due to its intravesicular localization, CyPB is unlikely to
intervene in this process. An indirect role has been proposed, in
relation with the relative concentrations of both CyPA and
CyPB, in cells. Thus, Foxwell et al. [24] have suggested that the
CsA-resistance of the fibroblastic cell line MRCS5 may be due to
the higher level of CyPB than CyPA. This hypothesis is in
agreement with our selective ELISA measurements, which
showed that lymphocytes exhibit very low concentrations of
CyPB versus CyPA [20]. Other recent studies suggest a direct role
of CyPB in CsA-mediated immunosuppression [25]. In fact, by
using the two-hybrid system in yeast, Bram and Crabtree [25]
have cloned and expressed a putative receptor for CyPB. This
reticulum membrane protein, called CAML for ‘calcium-signal
modulating cyclophilin ligand’, may be involved in the modu-
lation of the Ca* transduction pathway. By inhibiting CyPB
function, CsA might block the activity of CAML and con-
sequently lead to a new mechanism of immunosuppression. Qur
results, however, suggest another alternative. Extracellular CyPB
might indirectly interact in the immunosuppression mechanisms,
through the specific targeting of the drug to sensitive cells.

According to the data of the literature and our own experi-
ments, CyPB surface binding sites would be related to at least
three functions. We showed that CyPB-binding sites were endo-
cytosed in the presence of the ligand and recycled in T-cells as
indicated by their re-expression on the cell surface. As Price et al.
[22] suggested, CyPB could act as a chaperone and the binding
sites might be involved in the return of CyPB to reticulum
vesicles. This hypothesis is in agreement with the recent data of
Baker et al. [26], who demonstrated that the cyclophilin hom-
ologue NinaA functions as a chaperone and recycles back and
forth within the secretory pathway. The internalization of the
immunosuppressive complex might be coupled to receptor re-
cycling, leading to a long-term action of CsA through the
continual accumulation of the drug within T-cells. This might
explain the increase in CsA activity we obtained when T-
lymphocytes were exposed to the CyPB-complexed drug. Fur-
thermore, the inter-individual variations of lymphocyte sen-
sitivity were shown in vitro to be related to the concentrations of
CsA [13]. CyPB, by targeting the drug to T-cells, might promote
its incorporation and consequently abolish the phenomenon of
cellular resistance. We recently demonstrated that CyPB largely
increased the drug susceptibility of T-cells from several healthy
subjects. These data confirm the hypothesis that extraceilular
CyPB may be related to the variations in drug sensitivity (F.
Allain, A. Denys and G. Spik, unpublished work). A second
function might be as a scavenger receptor for released CyPB
since the protein was found here to be partially degraded within
T-cells. Besides targeting the drug to lymphocytes, the CyPB
binding sites might be associated with the toxicity of CsA
therapy. They may occur on liver and kidney cell surfaces,
leading to a damaging accumulation of the drug in these tissues.
The third function of CyPB-binding sites might be related to the
chemotactic activity of cyclophilins [27,28]. The formation of
the CyPB-CsA complex would lead to blocking of a chemokine-
like activity and CsA might consequently act by inhibiting lym-
phocyte migration to the inflammation site. This last point is
intriguing as it could in part explain the anti-inflammatory effect
of CsA in psoriasis disease, where it was shown that the drug
depletes both activated and non-activated T-cells from the
epidermis and dermis of psoriatic patients [29].
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In summary, we have shown that CyPB promotes the in-
corporation of CsA into blood T-lymphocytes through the
specific binding of the complex to the cell membrane. Thus,
the targeting of the drug and its consequent increase within cells
might be related to the susceptibility of T-lymphocytes. Never-
theless, the function of CyPB receptors needs to be further
investigated in an attempt to provide more explanations for the
variability of CsA sensitivity and toxicity in CsA therapy.
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Cyclophilin B (CyPB) is secreted in biological fluids such as
blood or milk and binds to a specific receptor present on the
human lymphoblastic cell line Jurkat and on human peripheral
blood lymphocytes. This study was intended to specify the areas
of CyPB that are involved in the interaction with the receptor. A
synthetic peptide corresponding to the first 24 N-terminal amino
acid residues of CyPB was shown to specifically recognize the
receptor. Moreover, modification of Arg!® of CyPB by p-
hydroxyphenylglyoxal led to a dramatic loss of affinity for the

receptor. However, when this residue was replaced by an alanine
residue using site-directed mutagenesis, no modification of the
binding properties was found, suggesting that Arg'® is not
directly involved but is sufficiently close to the interaction site to
interfere with the binding when modified. Competitive binding
experiments using a chimaeric protein made up of the 24 N-
terminal amino acid residues of CyPB fused to the cyclophilin A
core sequence confirmed the involvement of this region of CyPB
in receptor binding.

INTRODUCTION

Cyclophilins were first identified as the high-affinity binding
proteins for the immunosuppressive drug cyclosporin A (CsA).
CsA is a cyclic undecapeptide which was isolated over 20 years
ago based on its ability to inhibit a mixed lymphocyte reaction
{1}. Its clinical introduction greatly improved the outcome of
solid organ and bone-marrow transplantation and, despite toxic
side-effects, it remains a widely used immunosuppressive agent
{2]). Cyclophilins are members of the peptidyl prolyl cis~trans
isomerase family, which includes also the FK 506-binding proteins
(FKBPs) [3] and the parvulins {4]. The FKBPs are able to bind
the macrolide FK 506, which is also used to prevent graft rejection
but is structurally unrelated to CsA [5]. All these proteins
catalyse the prolyl bond isomerization rate of synthetic peptides
and the refolding of a few denatured proteins [3,6-8). CsA
inhibits cyclophilin prolyl isomerase activity (8], while FK506
inhibits FKBP prolyl isomerase activity [3].

Several cyclophilin isoforms with distinct subcellular local-
izations have been described in various prokaryotic and eukary-
otic organisms. The first form characterized is cyclophilin A
(CyPA), an abundant cytosolic protein which is considered to be
the main target of CsA in vivo [9]. Indeed, the complex formed by
the immunosuppressive drug and CyPA binds and modulates the
activity of calcineurin [10], a critical intermediate in the signal
transduction pathway recruited upon T-cell activation [i1].
Cyclophilin B (CyPB) [12-14] and cyclophilin C (CyPC) [15] are
related to CyPA but contain an N-terminal signal sequence
thought to mediate translocation into the endoplasmic reticulum.
Mitochondrial cyclophilin (CyPD) is the fourth member of the
human cyclophilin family [16,17].

CyPB has been reported as being retained in specialized
portions of the endoplasmic reticulum [18] but also as a protein
which follows the secretory pathway until its secretion {19]. lts

purification from.human milk has provided the evidence that
CyPB is secreted into-this medium [l4]. Specific antibodies
against peptides corresponding to the most divergent parts
between CyPA and CyPB were used to show that CyPB, but not
CyPA, is also present in human blood [20]. The binding capacity
of CyPB to cells of the immune system was furthermore
investigated and indeed surface binding sites characterized on
both Jurkat T-cells and human peripheral blood T-lymphocytes.
A dissociation constant (K,) of 12 nM was calculated and the
number of binding sites estimated to be 35000/ceil [21]. The
CyPB-CsA complex binds to the T-lymphocytes with a similar
K, value and to approximately the same number of sites. At
37 °C, both the CyPB-CsA complex and free CyPB are internal-
ized after binding. However, while CyPB is subsequently de-
graded in acidic compartments, CsA is accumulated within the
cell. Thus, over a defined range of CyPB concentrations, the
CyPB-CsA complex may target the drug to lymphocytes and
increase the cellular concentration of CsA (see the accompanying
paper [2la]). The presence of these surface binding sites is
consistent with the hypothesis that CyPB is secreted into bio-
logical fluids such as milk or blood [14,20] and then interacts
with specific receptors on target ceils.

In an attempt to specify the areas of CyPB that interact with
the surface binding sites of Jurkat cells, several competitive
binding assays have been carried out. By comparing the amino
acid sequence of CyPA, which does not interact with the Jurkat
T-cell surface binding sites [21], and CyPB, it appears that the N-
and C-terminal parts of CyPB are specific to this protein and
may therefore contain the interaction site. We have therefore
investigated the possible involvement of the N- and C-terminal
extremities of CyPB in the binding to the Jurkat receptor by
competitive experiments using synthetic peptides corresponding
to these regions. CyPB mutants modified at specific locations.
either chemically or by site-directed mutagenesis, and a CyPB,

Abbrevialions used: AMCA-HPDP, N-{6-(7-aminc-4-methylcoumarin)-3-acetamidonexyl}-3"-(2’-pyridyidithio) propionamide; CyPA, CyPB and CyPC
cyclophilins A. B and C: CsA, cyclosporin A, DPBS, Dulbecco's PBS; FKBP, FK506-binding protein; IL-8, interleukin 8.

1 To whom correspondence should be addressed.
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3
CyPA chimaera were furthermore used to gain information on
the sites involved in the recognition of the specific receptor.

EXPERIMENTAL
Materials

CyPA, CyPC and the PCGF-72 plasmid coding for human CyPB
were generous gifts from Sandoz (Basel, Switzerland). Synthetic
peptides were kindly provided by Professor A. Tartar, Labora-
toire de Chimie des Biomolécules, Unité de Recherche Associée
no. 1319 du Centre National de la Recherche Scientifique, Lille,
France.
N-{6-(7-Amino-4-methylcoumarin)-3-acetamidohexyl]-3’-(2’-
pyridyldithio)propionamide (AMCA-HPDP) and p-hydroxy-
phenylglyoxal were purchased from Pierce (Rockford, U.S.A.).

Construction of CyPB mutants

The CyPB/A chimaera was constructed in two steps. First, the
region coding for the N-terminal part of mature CyPB up to
Arg® was amplified by PCR while adding a flanking Ncol site,
including the ATG initiator codon, at the 5 side, and flanking
Miul and HindlII restriction sites at the 3 end. The M/ul site was
selected because it was compatible with the desired final amino
acid sequence and not present in the original cyclophilin coding
sequences. The HindIll site was used, together with Neol. for
subcloning into the pKK233-2 vector (Pharmacia, Uppsala,
Sweden), after purification on a low-melting-point agarose
(FMC) gel. Secondly, the CyPA coding region from Gly!® to the
stop codon was amplified by PCR while introducing flanking
Miul and Hindlll restriction sites. After gel purification and
digestion with the appropriate enzymes this fragment was
subcloned downstream of the CyPB coding portion in pKK233-
2. The resulting plasmid codes for a protein composed of the
CyPB-specific N-terminal region (up to Val?*) fused to amino
acids Gly*® to end residue Glu of CyPA.

For the CyPBM 7184 construct, the region coding for the N-
terminal region of CyPB up to Gly*® was amplified with PCR
using the same 5’ primer as above and a 3’ primer designed so as
to introduce the desired mutations while adding flanking 4ar!l
and HindIlI restriction sites. The 4a¢ll site was selected because
it was compatible with the desired final amino acid sequence and
not present in the original cyclophilin coding sequence. This
fragment was subcloned between the Ncol and HindlIll sites of
pKK233-2. The region coding for the remainder of CyPB was
amplified by PCR while introducing flanking Aatll and HindIIl
sites. It was subcloned downstream of the above-mentioned
fragment in pKK233-2 to generate a plasmid coding for a
mutant form of CyPB where Leu!” and Arg!® have been changed
to Ile and Ala, respectively.

All the constructs were verified by complete DNA sequencing
on the cyclophilin-coding part and the flanking regions, and then
used for transformation of competent Escherichia coli. A single
colony was picked in each case for the expression studies.
Cultures (1.5-3 1) of transformed E. coli were grown at 37 °C to
an absorption value at 550 nm of 2. Induction was with | mM
isopropyl-D-thiogalactopyranoside for 4 h before harvesting.

Preparation of recombinant wild-type and mutant CyPB

Purifications of recombinant wild-type CyPB and CyPBU71:R18a
were performed using the procedure described in [14]. Purification
of the CyPB/A chimaera was performed using the same pro-
cedure but the ion-exchange chromatography step on a Mono S
column was performed at pH 6.0 instead of pH 6.5 due to the
lower pl of the protein.

Peptide synthesis

Peptides were synthesized using the conventional solid-phase
‘ Boc-benzyl strategy’ [22] on ‘ PAM’ resins {23] in an automated
Applied BioSystem 470A peptide synthesizer, using an
N,N-dicyclohexylcarbodi-imide/hydroxybenzotriazole-based
coupling procedure. After fluorohydric acid cleavage from the
resin in the presence of scavengers, crude deprotected peptides
were purified by trifluoroacetic acid/diethyl ether precipitation
followed by gel permeation.

Derivatization of recombinant CyPB with p-hydroxyphenylglyoxal
and AMCA-HPDP

Labelling of CyPB with AMCA-HPDP

A sample (0.536 mg) of AMCA-HPDP was dissolved in | ml of
DMSO (1.55mM final concentration). CyPB was diluted in
PBS/EDTA (I mM) to a final concentration of 0.5 mg/mi.
CyPB was conjugated with AMCA-HPDP at a molar ratio of
reagent to CyPB of 10:1. Incubation was performed at room
temperature for 90 min. The reaction of AMCA-HPDP with the
sulphydryl group of CyPB was followed with spectrophotometry
since the reaction leaving group, pyridine-2-thione, has a charac-
teristic absorption at 343 nm. Free AMCA-HPDP was removed
by gel filtration on a Sephadex G-25 PD10 column (Pharmacia).
The ratio of AMCA-HPDP to CyPB was estimated by measuring
the absorbance values at 280 nm and 345 nm according to the
instructions of the manufacturer.

Medification of arginine residues with p-hydroxyphenylglyoxal

An aliquot (0.5 mg) of CyPB (or CyPBLIIRIBA or ¥DIEK KK G-
PKVTVKVYFDLRIGDEDV?* peptide) was reacted with
0.5 mg of p-hydroxyphenyiglyoxal in 0.5ml of 0.1 M sodium
borate buffer, pH 9.0. The reaction mixture was incubated for
1 hat 25 °C in the dark. The excess of p-hydroxyphenylglyoxal
was eliminated by gel filtration on a Sephadex G-25 PDI0
column (Pharmacia) for CyPB and on a Sephadex G-10 column
(1.5cmx 10cm) for the D!EKKKGPKVTVKVYFDLRIG-
DEDV?* peptide. The content of modified arginine residues was
estimated based on the molar absorption coefficient for the
product. Modified arginine residues exhibit 2 maximum absorb-
ance at 335nm with a molar absorption coefficient of
1.85x 108 M~t-cm™ at pH 9.0 [24].

Cells

The human lymphoblastic T-cell line Jurkat was routinely
cultured in RPMI 1640 medium (Life Technologies, Inc.) con-
taining 2 mM L-glutamine, 20 mM Hepes, 25 mM NaHCO, and
5 pg/ml gentamicin (pH 7.3), supplemented with 109 heat-
inactivated fetal calf serum. The culture was diluted every 2 days
in order to maintain a cell concentration ranging from 0.5 x 10°
to 1 x 108 cells/ml.

Competition binding assays

135].CyPB was obtained by incubating 100 xg of protein with
0.3 mCi of carrier-free Na'?®[ (ICN Biochemicals, Costa Mesa,
US.A) in the presence of 100 g of Iodo-Gen (Pierce,
Rockford, U.S.A.) for 15 min at room temperature. Free iodine
was removed by gel filtration on a Sephadex G-25 PD10 column.
The specific radioactivity was approx. (2-3) x 10% c.p.m./pg.
The cells were washed twice and diluted in Dulbecco’s PBS
(DPBS)-0.59;, BSA to a final concentration of 4 x 10° cells/ml.
The specificity of CyPB binding was studied by incubating
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Jurkat T-cells (2 x 10® cells/sample) with 25 nM !*]-CyPB and a
molar excess of competitors for | h at 4 °C. After incubation, the
cells were centrifuged (400 g, 5 min) and washed three times with
3 ml of cold DPBS. Cell-associated radioactivity was measured
using a model 1282 Compugamma LKB-Wallac counter.

RESULTS
Competitive binding assays with cyclophilin isoforms

The specificity of CyPB binding to Jurkat T-cells was examined
by competitive binding experiments in the presence of two other
cyclophilins, CyPA and CyPC. Unlabelled CyPA, CyPB or
CyPC were tested for their ability to compete with '*]-CyPB for
binding to the receptor. To this end, cells were incubated with
recombinant '?*I-CyPB in the presence of increasing coacen-
trations of unlabelled cyclophilins (Figure 1). As expected, '*I-
CyPB binding was inhibited by 80% in the presence of a 500
molar excess of unlabelled CyPB. Conversely, neither CyPA nor
CyPC had a competitive effect on the binding of #I-CyPB to
Jurkat T-cells, showing that these two proteins have no affinity
for the CyPB receptor present on these cells.

Competitive binding assays with the synthetic peptides
corresponding to CyPB extremities

The interactions of the synthetic peptides corresponding to the
first 24 N-terminal amino acid residues (D!EKKKGPKVT-

VKVYFDLRIGDEDV?*) and to the last 15 C-terminal amino -

acid residues (C***GKIEVEKPFAIAKE!®) of CyPB (Figure 2)
were characterized by competitive binding experiments using
Jurkat T-cells. The cells were incubated with recombinant 1*%]-
CyPB in the presence of various concentrations of unlabelled
peptides (Figure 3). The binding of *2I-CyPB to Jurkat cells was
specifically inhibited by addition of the N-terminal peptide but
not by the C-terminal peptide derived from CyPB. Increased
concentrations of the N-terminal peptide (from 10 to 500 molar
excess) inhibited the binding of **I-CyPB up to 38%. The
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Figure 1 Competitive hinding assays of '*1-CyPB to Jurkat T-cells with

other cyciophilins

Jurkat T-cells were incubaled with '1.CyPB for 1h at 4 °C togelher with increasing
concentralions of CyPA (O), CyP8 (M) or CyPC(@). The amount of bound '%1.CyPB, as a
percentage of '%1-CyPB bound in the absence of competilor, is plotted against the molar ratio
of "1.CyP8 lo the competitors. Data are expressed as mean values from three separate
representative experiments.

Nt peptide Arg”
10 20 30 40
CyPA ‘ MUNPTVEFDIA
pCyPB MKVLLAAALIAGSVFFLLLPGPSAADEKKXKGPKVTVKY Y DA
pCyPC MGPGPRLLLPLVLCVGLGALVESSGAEGFRKRGPSVTAKVETDVR
50 80 70 g0 90
CyPA VDGEPLGRVSFELFADKVPKTAENFRALSTGEKGFGYKGSCFHRI
pCyPB IGDEDVIGRVIFGLFGKTVPKTVDNEVALATGEXKGFGYKNSKFHRY
pCyPC IGDKDVGRIVIGLFGKVVPKTVENEVALATGEXGYGYKGSKEHRY
100 110 120 130
CyPA IPGTMCQGGDFTRHNGTGGKS IYGEKFEDENFILKHTGPGILSMA
pCyPB IKDFMIQGGDFT{RG TGGKSIYGERFPDENFKLKHYGPGWVSMA
pCyPC IKDFMIQGGDI’X?TG TGGVSIYGETFPDENFKLKHYGIGWVSMA
140 150 3 170 180
CyPA NAGPNTNGFQFFICTAKTEWLDGKHVVFGKVKEGMNIVEAME-RE
pCYPB NAGKDTNGSQFFITTVKTAWLDGKHVVFGKVLEGMEVVRKVESTK
pCyPC NAGPDTNGSQFFITLTKPTWLOGKHVVEGKVIDGMTVVHSTELQA
190 200 210 _Ct peptide
CyPA GSRNGKTSKKITIADCGQLE
pCyPB TDSRDKPLKDVIIAOCGKIEVEKPFAIAKE]
n
pCyPC TDGHORPLTNCSIINSGKIDVKTPEVVEIADW
i

170

Cys

Figure 2 Amino acid sequence alignment of CyPB with CyPA and CyPC

The 'EKKKGPKVTVKVYFDLRIGDEDV? and C'7°GKIEVEKPFAIAKE'™® peptides are boxed an
respectively termed N-terminal (Nt peplide and C-terminal (Ct) peptide. The L'7R'® sequenc
in CyPB which is replaced by I'A™® in CyPA is typed in white on black. Arg'® and Cys'™, whic:
are modified by p-hydroxyphenylgiyoxat and AMCA-HPOP respectively, are indicated by arrows

concentration of unlabelled N-terminal peptide required for half
maximal inhibition (1C,,) of **]-CyPB binding was 2.2 uM.

Competitive binding assays with modified CyPB and modified N-
terminal peptide

CyPB was modified either by AMCA-HPDP for targeting th
single cysteine residue, or by p-hydroxyphenylglyoxal for the
arginine residues. The modified proteins were then used a
competitors in competitive experiments carried out as describec
above.

Modification of cyclophilins with g-hydroxyphenylglyoxal

To investigate the possible involvement of arginine residues u
the binding of CyPB to Jurkat T-cells, CyPB was treated with p
hydroxyphenylglyoxal under mild conditions. This compount
modifies proteins by reacting highly selectively with the guani
dinyl group of the arginine residues to form a stable comple:
[24]. The p-hydroxyphenylglyoxal reaction with arginine residue:
in proteins is accompanied by a marked spectral change. Figur
4 shows the UV absorption spectra of p-hydroxyphenylglyoxal
treated CyPB and CyPB"“'""Ri8A The CyPB spectrum (Figure 4
curve a) has a maximum absorption at 335 nm as expected for :
p-hydroxyphenylglyoxai-modified protein. A molar absorptiot
coefficient of 1.85x 10* M™t-cm™! at pH 9.0 was used to de
termine the amount of modified arginine residues {24]. The exten
of reaction of arginine residues with p-hydroxyphenylglyoxa
calculated using this value and the absorption at 335 nm, wa
1.15 residues per molecule. In contrast, . the modifiec
CyPBHLRIA snectrum (Figure 4, curve b), which lacks th
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Figure 3 Competitive binding assays of '"“I-CyPB to Jurkat T-cells with
synthetic peptides corresponding to CyPB extremities

Jurkat T-cells were incubated with '51-CyPB for 1h at 4 °C together with increasing
concentrations of CyPS (M), D'EKKKGPKVTVKVYFDLRIGDEDV? peptide (Q) (N! peptide)
and C'"GKIEVEKPFAIAKE'™ (@) (Ct peptide). The amount of '231-CyPB, as a percentage of
'%1.CyP8 bound in the absence of competitar, is plotted against the molar ratio of '%%1-CyP8 to
the competitors. Dala are expressed as mean values from three separate representative
experiments,
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Figure 4 UV absorption spectra of p-hydroxyphenylglyoxal-treated cycio-
philins

Curve (3): CyPB treated with p-hydroxyphenylglyoxal at pH 9.0 for 1 h at 25 °C. Curve (b):
CyPBUTA13A rpated with p-hydroxyphenylglyoxal under the same conditions. The spectra were
recorded at pH 9.0 and at room temperature.

Arg'8, showed only a weak absorption at 335 nm, corresponding
to 0.2 modified arginine residue per molecule. These values
confirm that only a limited derivatization has taken place under
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Figure 5 Competitive binding assays of '*I-CyPB to Jurkat T-cells with
medified CyPB or N-terminal {Nt} peptide

Jurkat T-cells were incubated with "1.CyPB for 1 h at 4 °C together with increasing
concentrations of CyPB (M), AMCA-HPDP-latelled CyPB (Q) (Cys-modified CyPB), p-
hydroxyphenylglyoxal-modified CyP8 (@) (Arg-modified CyPB) and p-hydroxyphenylgiyoxal-
modified D'EKKKGPKVTVKVYFOLRIGDEDV? peptide ([) (Arg-modified Nt peptide). The
amount of 'Z1.CyP8, as a percentage of '%1-CyPB bound in the absence of competitor, is plotted
against the motar ratio of "251-CyPB to the untabelled cyclophilins. Data are expressed as mean
vaiues from three separate representative experiments.

the conditions used since a total of seven and six arginine
residues are present in CyPB and CyPB"IRI184 respectively.

Competitive binding assays with modified CyPB, CyPBY"#18 qr the N-
terminal peptide

The effect of the modification of CyPB with p-hydroxy-
phenylglyoxal on the association to the Jurkat T-cells is shown in
Figure 5. The data demonstrate that the modification of one
arginine residue of CyPB is accompanied by a loss of the binding
to the Jurkat T-cells. A confirmation was obtained by modifying
the only arginine residue of the D'EKKKGPKVTVKVYF-
DLRIGDEDV?* peptide. The modified peptide also failed to
compete with 1**]-CyPB for binding to its receptor (Figure 5).

The efficiency of the CyPB labelling by AMCA-HPDP was
controlled by the measurement of absorbances at 280 nm and
345 nm. A fluorochrome/protein ratio of 0.82 was obtained,
consistent with the fact that CyPB has only one cysteine residue,
localized at position 170. As shown in Figure 5, derivatization of
CyPB with AMCA-HPDP did not significantly interfere with its
binding to Jurkat T-cells. Less than 20 %, of deviation of the IC,,
value was observed using AMCA-HPDP-labelled CyPB as a
competitor, even in 500 molar excess.

Competitive binding assays with CyPB mutants

In order to further confirm the importance of the N-terminus of
CyPB in the interaction with the receptor, two mutant forms
were engineered and tested. In one mutant the N-terminal region
specific to CyPA was replaced by the N-terminal CyPB specific
region to give a CyPB/A chimaera. In the second mutant, the
LYR"™ residues of CyPB were exchanged for the IA residues
located at equivalent positions in the N-terminal region of
CyPA, to give the CyPB" "8+ myutant. Competitive binding
experiments were carried out to test the affinity of these CyPB
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Figure 6 Competitive binding assays of '*1-CyPB to Jurkat T-ceils with
CyP8 mutants

Jurkat T-celis were incubated with '25L.CyP8 for 1h at 4 °C logether with increasing
concentrations of CyP8 (M), CyPBH'"A18 (1) and CyPB/A (@). The amount of labelled
CyPB, as a percentage of '21-CyP8 bound in the absence of '1-CyPB, is plotted against the
molar ratio of competitor to the uniabelled cyclophilins. Data are expressed as mean vaiues from
three separate representative experiments.

mutants for the Jurkat T-cell receptor (Figure 6). The CyPB/A
chimera was able to inhibit the binding of 125{-CyPB but only to
a certain extent. The IC,, of CyPB/A chimera was estimated to
be 21 xM and corresponds to a 70-fold lower affinity for the
receptor than CyPB. In contrast, the CyPBU“"::*3& mytant
inhibited **I-CyPB binding as well as CyPB did. The IC,, values
of CyPB and CyPB ™R84 binding to the specific receptor differ
by less than 209%.

DISCUSSION

Although CyPA and CyPC are closely related to CyPB, they do
not bind to the Jurkat T-cell receptor [21]. This is accountable for
CyPA which is exclusively cytosolic and exhibits several marked
structural divergences from CyPB. It is more surprising for CyPC
since it shares more than 709, sequence identity with CyPB. It
has so far not been demonstrated that CyPC is secreted despite
the presence of a signal sequence which directs it to the secretory
pathway [9,15]. The only known ligand for CyPC, the CyPC-
associated protein (CyCAP), is also a protein which follows the
secretory pathway [25]. Our results demonstrate the fine speci-
ficity of the interaction between CyPB and its receptor on Jurkat
T-cells.

Major sequence differences between CyPA and CyPB are
located in the N- and C-terminal regions, which were therefore
obvious choices for use in competitive binding experiments.
Antibodies raised against the corresponding peptides
D!EKKKGPKVTVKVYFDLRIGDEDV?* and CY"*GKIEVE-
KPFAIAKE™ do not recognize CyPA [20], testifying to the
specificity of these peptides. While the C'"GKIEVEKPFA-
IAKE' peptide had no inhibitory effect on the binding of '*I-
CyPB to Jjurkat T-cells, the D'EKKKGPKVTVKVYFDLR-
IGDEDV* peptide inhibited the binding down to 389, of
control levels. The incomplete inhibition observed for this peptide
(only a 5-fold increase of IC;,) may be explained by secondary

structure differences and/or by the fact that all the residues
involved in the interaction with the receptor are not included in
this peptide. )

The comparison of the X-ray structures of CyPA and CyPB
shows that the proteins share the same overall conformation
except for two loops, one of them located between the residues
19 to 24 of CyPB [26]. The area covered by the DIEKKKGPK V-
TVKVYFDLRIGDEDV?® peptide therefore encompasses one
of the two main structural differences between CyPA and CyPB,
consistent with the fact that, unlike CyPB, CyPA does not bind
to Jurkat T-cells [21].

Chemical modification of arginine residues has been proved
valuable in understanding structure-function relationships in
proteins [27]. In our study, we modified the arginine residues of
CyPB with p-hydroxyphenylglyoxal. This compound specifically
neutralizes the positive charge of arginine by complexation with
the guanidinyl group but leaves the other amino acids unchanged.
Our results clearly demonstrate that the derivatization of one
arginine residue in CyPB abolishes its capacity to inhibit the
binding of **I-CyPB to Jurkat T-cells. The arginine residue
modified by p-hydroxyphenylglyoxal in CyPB might be Arg?®,
since only one arginine residue is modified in the protein under
mild conditions and modified D!EKKKGPKVIVKVYFDL-
RIGDEDV?® peptide is also unable to inhibit the binding of 125]-
CyPB to Jurkat T-cells. Another piece of evidence that Arg'® is
the modified arginine residue is provided by the treated
CyPBUIRISA " which shows only 0.2 modified arginine residue.
We surmise that this residue is particularly exposed at the surface
of the molecule and easily modified by chemical agents. There is
no corresponding arginine residue in CyPA. Taking all this
together, it is likely that Arg'® is at least indirectly involved in the
interaction with the receptor. It is close enough to the CyPB-
interacting site to prevent binding by steric hindrance when
modified. Actually, it has been shown that two molecules of p-
hydroxyphenylglyoxal react with one arginine residue to form a
high size complex [24].

Labelling a protein in the vicinity of the receptor-binding site
by a fluorophore is a good tool with which to inhibit protein—
protein interaction by masking the interaction site. CyPB has a
single cysteine residue located at position 170 just before the C-
terminal extension. Furthermore, the N- and C-terminus ends of
CyPB are aggregated together and point away from the molecular
bulk to form a g-strand [25]. To hide this part of the protein,
AMCA-HPDP was used because of its high specificity for
sulphydryl groups and the presence of a six-carbon arm creating
a high steric hindrance. But, despite a fluorophore/protein ratio
of 0.82, the labelling of CyPB by AMCA-HPDP had only a
minor effect on the binding to the Jurkat T-cell receptor.
indicating that the receptor binding site is not in the area close to
the modified cysteine residue. This cysteine is also found in the
CY"GKIEVEKPFAIAKE'" peptide, and the absence of in-
hibitory effect of this peptide is in agreement with this finding.

Two CyPB mutants were designed to complete the results
described above. In the CyPB/A chimaera, the N-terminus of
CyPB up to Val* was exchanged for the corresponding region of
CyPA. The chimaeric protein binds to the Jurkat receptor.
however, with a 70-fold lower affinity than CyPB. There are at
least two possible explanations for this. First, the lower affinity
might be due to a different conformation of D'EKKKGPKV-
TVKVYFDLRIGDEDV?*, when placed in CyPA instead ot
CyPB. This is supported by the fact that the IC,, of the frec
D'EKKKGPKVTVKVYFDLRIGDEDV* peptide is 10-fold
higher than the one measured for the CyPB/A chimaera.
Secondly, it is possible that another part of CyPB is involved in
the interaction with the receptor. This is observed for instance
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with interleukin-8 (IL-8) binding to both its A and B type
receptors. While the E*LR® sequence is necessary for the binding,
the Tyr'® and Lys'® residues are required for a high-affinity
binding [28]. There are some similarities between the cyclophilins
and IL-8. In fact, like the cyclophilins, 1L-8 is able to specifically
bind to CsA. IL-8 was described as a dimeric molecule with a
three-dimensional structure resembling that of the cyclophilins
[29]. Moreover, the E'LR® consensus sequence of IL-8 is quite
similar to the D'**LR'® sequence of CyPB, suggesting that these
residues may be important for the CyPB interaction with the
receptor. In contrast to the results obtained when using
p-hydroxyphenylglyoxal, a CyPB mutant where the L''R!®
sequence was modified to the corresponding [''A!? sequence of
CyPA binds to the Jurkat receptor as well as CyPB does,
suggesting that neither Leu!” nor Arg!® directly interact with the
receptor. Consequently, the best explanation for the loss of
competitive binding of Arg-derivatized CyPB is probably that
the modification forms a complex sufficiently large and close to
the binding site to prevent the interaction with the receptor.

In conclusion, our results demonstrate that the first 24 amino
acid residues of CyPB are involved in the binding to Jurkat T-
cells. This region contains a single arginine residue, preventing
the interaction with the receptor when derivatized but not when
mutated to Ala. The use of molecular modelling to visualize the
effects of the chemical modifications of arginine and cysteine
residues will be another step towards a better characterization of
the CyPB-binding site. Site-directed mutagenesis will allow a
more precise characterization of the amino acid residues directly
implicated in the interaction with the receptor. We also confirm
the specificity of the Jurkat T-cell binding sites for CyPB, as
opposed to CyPA, in keeping with the fact that CyPB is secreted
in btological fluids such as blood and milk and that CyPA is
exclusively cytosolic. CyPC does not bind to Jurkat T-cells either
despite the presence in its N-terminal region of a stretch highly
similar to the 24 N-terminal amino acids of CyPB. Interestingly,
the amino acid corresponding to Arg!® of CyPB is conserved in
CyPC. A fine analysis of the differences between the different
cyclophilins should provide further clues as to the residues
involved in receptor binding by CyPB.
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Distribution of cyclophilin B-binding sites in the subsets of human peripheral blood
Iymphocytes
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Centre National de Recherche Scientifique n°111, Université des Sciences et Technologies de Lille, Villeneuve d’Ascq, France, and

tKennedy Institute of Rheumatology, Hammersmith, London, UK

SUMMARY

Cyclophilin B (CyPB) is a cyclosporin A (CsA)-binding protein, mainly associated with the
secretory pathway and released in biological fluids. We have recently demonstrated that both free
CyPB and CyPB-CsA complex specifically bind to peripheral blood T lymphocytes and are
internalized. These results suggest that CyPB might promote the targeting of the drug into
sensitive cells. Peripheral blood lymphocytes are subdivided in several populations according to
their biological functions and sensitivity to CsA. We have investigated the binding of CyPB to
these different subsets using a CyPB derivatized by fluorescein through its single cysteine which
retains its. binding properties. We have confirmed that only T cells were involved in the interaction
with CyPB. The ligand binding was found.to be heterogeneously distributed on the different T-cell
subsets and surface-bound CyPB was mainly associated with the CD4-positive cells. No significant
difference was noted between the CD45RA and CD45RO subsets, demonstrating that CyPB-
binding sites were equally distributed between native and memory T cells. CD3 stimulation of T
Iymphocytes led to a decrease in the CyPB-binding capacity, that may be explained by a down-
regulation of the CyPB-receptor expression upon T-cell activation. Finally, we demonstrated that
CyPB-receptor-positive cells, isolated on CyPB sulphydryl-coupled affinity matrices, are more
sensitive to CyPB-complexed CsA than mixed peripheral blood lymphocytes, suggesting that
CyPB potentiates CsA activity through the binding of the complex. Taken together, our results
demonstrate that CyPB-binding sites are mainly associated with resting cells of the helper T
lymphocyte, and that CyPB might modulate the distribution of CsA through the drug targeting

to sensitive cells.

INTRODUCTION

Cyclophilins [CyP(s)] are ubiquitous, highly conserved pro-
teins, known to be the main binding proteins for the immuno-
suppressant cyclosporin A (CsA), a drug widely used to
prevent graft rejection.! They exhibit peptidyl-prolyl cis-trans-
isomerase (PPlase) activity and are able to accelerate the cis-
trans isomerization of artificial substrates and the refolding of
denatured proteins.2® Nevertheless, the relevance of this
activity for the intracellular functions of these proteins remains

Received 25 November 1996; revised 6 April 1997; accepted
15 April 1997.

Abbreviations: CsA, cyclosporin A; CyPA, cyclophilin A; CyPB,
cyclophilin B; CyP(s), cyclophilins; DPBS, Dulbecco's phosphate-
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fluorescence mean value; IL-2, interleukin-2; PBL, peripheral blood
lymphocytes; PBMC, peripheral blood mononuclear cells; PE, phyco-
erythrin; thCyPB, recombinant human CyPB.
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yet unknown. Although the PPlase activity of CyP(s) i
inhibited by CsA, the inhibition of enzymatic activity is no
directly related to CsA-mediated immunosuppression. Th
drug causes immunosuppression by forming a complex witl
cyclophilin A (CyPA) that inhibits calcineurin activity, a Ca®*
calmodulin-dependent serine-threonine phosphatase.* The for
mation of such a ternary complex is thought to be a crucia
step in blocking effectively the early T-cell activation cascad:
and constitutes the basis of the immunosuppressive activit:
of CsA.5®

Several CyP isoforms have been found localized into th
different subcellular compartments. The most abundant one
CyPA, is a soluble, cytosolic protein which represents th
major intracellular target for CsA.” Cyclophilin B (CyPB) wa:
found to be located in endoplasmic reticulum®?® and releasec
into biological fluids, such as human milk and plasma.'®*
Other isoforms which differ in their subcellular and/or tissu
distribution have also been described.’* Moreover, som
authors have identified secreted CyP(s) in biological fluids"
and culture medium supernatants,'*** which possess biologica
functions, such as growth factor'® or chemotactic activities.™*
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These facts suggest the existence of cell membrane receptors,
but the corresponding proteins have not yet been identified.

Recently, we have reported the characterization of specific
cell surface binding sites for CyPB on human T cells.’’
Moreover, we have shown that the CyPB~CsA complex was
bound to T lymphocytes and internalized to the same extent
that free CyPB, releasing the drug intracellularly in an active
form.'® Extracellular CyPB might therefore target CsA to T
lymphocytes and consequently increase the cellular sensitivity
to the drug. Peripheral blood lymphocytes (PBL) are rep-
resented by several subsets which exhibit marked differences
in sensitivity to CsA.!? This variation in drug sensitivity may
be explained by differences in the expression of CyPB-binding
sites among lymphocyte subpopulations, leading to variations
in CyPB-CsA complex incorporation and to a heterogeneous
response to CsA. To confirm this hypothesis, we used a double-
staining method by flow cytofluorimetry to determine the
phenotype of CyPB-receptor-expressing cells. In this way,
T cells were identified by the expression of the CD3 molecule,
while B and natural killer (NK) cells were identified by CD19
and CD56 markers, respectively. Human T cells were then
subdivided into helper/inducer and cytotoxic/suppressor sub-
sets exploiting the different patterns of CD4 and CD8 mol-
ecules. Finally, the expression of other markers, such as CD28,
HLA-DR or CD45 isoforms, was investigated to provide more
information on T-cell subsets.?

In the current study, we have analysed the distribution of
CyPB-binding sites by flow cytofluorimetry using a fluorescein-
labelled ligand, derivatized through the single cysteine residue
of CyPB. We confirmed that only T cells were able to interact
with CyPB. The ligand-binding sites displayed a heterogeneous
distribution among the different T-cell subpopulations.
Moreover, we showed that T-cell activation leads to a decrease
in the ligand binding and that CyPB potentiates the activity
of CsA to inhibit CD3-induced proliferation of CyPB-receptor-
positive T cells. Taken together, our results demonstrate that
CyPB-binding sites are variously expressed on the membrane
of CsA-sensitive Tcells and support the hypothesis that
expression of CyPB-receptor might be related to variations of
the drug susceptibility.

MATERIALS AND METHODS

Preparation of lymphocytes

Human citrated venous blood was obtained from a local Blood
Transfusion Centre (Lille, France). Peripheral blood mono-
nuclear cells (PBMC) were isolated by density centrifugation
on Lymphoprep separation medium (Nycomed, Oslo,
Norway). After washing with Dulbecco’s phosphate-buffered
saline (DPBS) (Sigma Chemicals Co, St. Louis, MO), PBMC
were resuspended either in DPBS containing 0-5% of bovine
serum albumin (DPBS-BSA) for direct analysis, or in
RPMI-1640 medium (Life Technologies Inc., Paisley, UK)
containing 2 muM L-giutamine, 20 mm HEPES, 25 nmM NaHCO;,
gentamycin (5 ug/ml), pH 7-3, supplemented with 10% heat-
inactivated fetal calf serum, for in vitro culture. Lymphocyte
stimulation was performed by incubating cells for 72 hr at 37°
in a 96-well plate, in the presence of a2 monoclonal anti-CD3
antibody (Immunotech, Marseille, France) at 50 ng/ml.

Preparation of labelled CyPB

Recombinant human CyPB (rhCyPB) was purified as pre-
viously described.!® Fluorescein-labeiling of thCyPB was per-
formed using either fluorescein isothiocyanate (FITC) (Sigma,
St Louis, MQ), an amine-reactive probe, or fluorescein-
S-maleimide (Pierce Chemical Co., Rockford, IL), a sulphyd-
ryl-reactive probe. Fluorescein-N-rhCyPB was prepared by
incubating 250 ug of thCyPB (25 um) with freshly dissolved
FITC (10 mu in dimethyl-sulphoxide), at concentrations rang-
ing from 50 to 200 uM, in 0-1 M sodium carbonate, pH 9-2, for
2 hr at room temperature. Fluorescein-S-rhCyPB was obtained
according to the procedure provided by the manufacturer.
Briefly, 250 ug of rhCyPB were incubated in the presence of a
25-fold molar excess of freshly dissolved fluorescein-
S-maleimide (25 mM in dimethyl-formamide) in phosphate-
buffered saline (PBS), pH 7-3, for 2 br at 22°. The mixtures
were then applied to a Sephadex G-25 PD-10 column, in order
to remove the excess of reagent. All experiments were per-
formed in the dark. The ratio of fluorescein to protein was
estimated by measuring the absorbance at 495 and 280 nm
according to Jobbagy & Kiraly.** Radio-iodinated rhCyPB
([**’1]rhCyPB) was prepared as previously described.!’

Competitive binding experiments

PBMC were collected as described above and resuspended in
cold DBPS-BSA (0-5%) at a final concentration of 4 x 10®
cells/mi. Cells were then incubated in the presence of 25 nM
of [**1]rhCyPB and various molar excesses of either unlabelled
or fluorescein-derivatized ligands. After 1 hr incubation at 4°,
cells were washed and the remaining cell-associated radioac-
tivity was measured using a model 1282 Compugamma LK3B-
Wallac counter.

Binding of fluorescein-S-rhCyPB to resting and activated
lymphocytes

Cells were washed in cold DPBS and resuspended in
DPBS-BSA to obtain a final concentration of 2 x 10° cells/
sample. Fluorescein-S-thCyPB was added to a final concen-
tration of 100 nm for 1 hr at 4°. Non-specific binding was
determined in parallel experiments in the presence of a 100-fold
molar excess of unlabelled thCyPB. After incubation at 4°,
cells were centrifuged (400 g, 5 min), extensively washed and
resuspended in DPBS for analysis.

Cell-surface marker analysis

A two-step fluorescent staining method was developed for the
detection of CyPB-receptor on lymphocyte membrane. As
described above, cells were incubated with 100 nm fluorescein-
S-rhCyPB for 1 hr at 4°. Cells expressing CD3, CD4, CD8,
CD45RA and CD45RO were detected indirectly by incubating
cells with mouse anti-human lymphocyte marker antibodies
(Immunotech, Marseille, France) followed by phycoerythrin
(PE)-labelled anti-mouse 1gG (Sigma). CD28-, CD56- and
HLA-DR-expressing cells were detected directly by using
specific PE-conjugated antibodies (Dako, Trappes, France).
All incubations were performed for | hr at 4° in staining buffer
and cells were washed twice between each step.

Flow cytometry analysis
Data were monitored on a Becton Dickinson fluorescence-
activated cell sorter (FACS)Scan flow cytoftuorimeter

© 1997 Blackwell Science Ltd, Immunology, 91, 609-617
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equipped with an argon ion laser at 488 nm (Becton Dickinson,
Mountain View, CA). The light-scatter channels were set on
a linear gain, and the fluorescence channels were set on a
logarithmic scale. Cells were gated for forward- and side-angle
light scatters, and 10000 fluorescent particles of the gated
population were analysed. The data collected with logarithmic
amplification were analysed by Becton Dickinson computer.

Isolation of CyPB-receptor-positive and -negative lymphocytes
Since CD3-induced proliferation experiments require large
amounts of cells bearing CyPB-receptor, we developed a
method based on the isolation of CyPB-receptor-expressing
cells with an affinity matrix. Recombinant human CyPB was
conjugated to a SulfoLink Coupling Gel (Pierce Chemical
Co.) through its single cysteine residue, according to the
procedure provided by the manufacturer. Briefly, thCyPB
(1 mg/ml) was incubated in the presence of 2 mi of gel matrix
in a Tris 50 mm, EDTA 5 muM buffer, pH 8-3, for | hr at room
temperature. After washing off the excess of unconjugated
thCyPB, the matrix was treated with the same buffer containing
10 mMm of free cysteine, for 30 min, in order to block unreacted
groups. The matrix was extensively washed in DPBS and
resuspended in RPMI medium. All steps were performed under
aseptic conditions with sterilized solutions. The amount of
rhCyPB immobilized on the affinity matrix was estimated for
2 mg/ml of gel, after measurement of unimmaobilized CyPB
absorbance at 280 nm.

After depletion of monocytes, by adhesion for | hr at 37°,
PBL were mixed with the gel matrix and incubated for | hr at
room temperature under gentle rolling. Unbound cells, which
correspond to CyPB-receptor-negative lymphocytes, were col-
lected in the washing supernatants of three cycles of decantat-
ing/resuspension with DPBS. CyPB-receptor-positive cells
were removed from the matrix by mild-acid wash with DPBS-
citrate pH 4, and rapidly washed in DPBS pH 7-4 containing
0-5% of BSA. Finally, both populations were concentrated to
1 x 10° cells/ml in complete RPMI medium and analysed for
cell viability and purity before use.

Analysis of CsA immunosuppressive activity

Cells were then stimulated for 72 hr in a 96-well plate coated
with monoclonal anti-CD3 antibodies (Immunotech,
Marseille, France), at 10 ug/ml. Cell proliferation was investi-
gated by measuring the incorporation of [*H]thymidine
(18 kBqg/well) for 5 hr before harvesting. Results are expressed
as an index of proliferation; the value of 100% represents the
proliferation of PBL obtained in the absence of drug. The
half-inhibitory concentration (ICs,) was determined by incub-
ating cells in the presence of increasing concentrations of free
CsA and CyPB-complexed CsA from 6 to 500 ng/ml. Analysis
between the index of proliferation and CsA doses allowed us
to estimate IC,, from the adjusted dose-response curve.

RESULTS
Competitive binding experiments with fluorescein-labelled
CyPB(s)

To study whether the derivatization of CyPB maintained the
binding properties of the ligand to the receptor, competitive
binding experiments were performed between['231]chCyPB and
either fluorescein-N-rhCyPB, fluorescein-S-rhCyPB, or unlab-
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Figure 1. Competitive experiments for ['[JCyPB binding to PBL.
Competitive binding experiments were performed by incubating T cells
in the presence of 25 nm of ['**]JrhCyPB and various concentrations
of either unlabelled rhCyPB (4 ), fluorescein-N- (A) or fluorescein-S-
rhCyPB (). After | hr of incubation at 4°, cells were washed and
the remaining cell surface radioactivity was counted and expressed as
percentage in comparison with control. Data represent the mean
values of triplicates for each ligand.

elled protein. T cells were incubated in the presence of 25 nM
[**I]rhCyPB and various concentrations of derivatized
ligands. As shown in Fig. I, fluorescein-N-rhCyPB failed to
compete with ['2°1]rhCyPB for binding to its receptor, suggest-
ing that the derivatization of rhCyPB with FITC abolished its
binding properties. Moreover, reducing the amine-reactive
probe concentration did not give a ratio of bound fluorescein
to the protein lower than 2-5. These results suggest that the
domain of CyPB involved in the interactions with the surface
binding sites is close to two or three highly reactive amine
groups, corresponding most probably to the exposed lysine
residues located in the N-terminal region. The efficiency of
thCyPB labelling by maleimide-5-fluorescein was controlled
by the measurement of absorbances at 280 nm and 490 nm.
A fluorochrome: protein ratio of 0-8 was obtained, consistent
with the fact that CyPB has only one cysteine residue.
Derivatization of CyPB by fluorescein-5-maleimide did not
significantly interfere with its binding to Tcells (Fig. 1).
Binding of [!?*I]rhCyPB was inhibited by 50% in the presence
of a 25 molar excess of unlabelled rhCyPB, while 50% inhi-
bition was obtained with a 40 molar excess of fluorescein-S-
thCyPB. This difference of IC;o values might be explained by
some steric hindrance of the fluorescent group, leading to a
slight loss of affinity of fluorescein-labelled rhCyPB. In spite
of this modification, fuorescein-S-rhCyPB retains its binding
properties. These results confirm that the sulphydryl group is
distant enough from the binding domain to allow its derivatiz-
ation without abolishment of the binding properties of
rhCyPB. '

Surface binding of fluorescent thCyPB

The addition of rhCyPB to the lymphocyte suspension resulted
in an asymmetrical flow profile of fluorescence, suggesting the
existence of two cell populations for CyPB binding (Fig..2).
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Figure 2. Surface binding of CyPB to the whole population of PBL.
Cells were incubated in the presence of 100 nm fluorescein-S-rhCyPB.
After washing, surface binding of thCyPB (filled peak) was analysed
by flow cytofluorimetry, as described in the Materials and Methods.
Non-specific binding (open peak) was determined in the presence of a
100-fold molar excess of uniabelled rthCyPB. Data are representative
of separate experiments with similar results.

Incubation in the presence of a 100-fold molar excess of
unlabelled rhCyPB led to the disappearance of the peak of
higher fluorescence intensity. These results demounstrate that
fluorescein-S-rhCyPB binding to PBL was specific and confirm
that derivatized thCyPB through its single cysteine residue is
an efficient probe with which to analyse binding of CyPB.
After washing off the excess unlabelled ligand, the incubation
of cells together with a 10-fold molar excess of unlabeiled
rthCyPB led to a rapid removal of surface-bound ligand,
demonstrating that fluorescein-S-rhCyPB binding is reversible
(data not shown). Furthermore, superimposition of the first
peak of the total binding with the flow profile of non-specific
binding demonstrates, that this peak corresponded to a PBL
population without detectable CyPB binding. Qn the other
hand, the second peak of fuorescence displayed a broad
repartition. These results suggest that the heterogeneity of
CyPB binding to PBL may be related to a variable expression
of the CyPB-receptor onto different cells. We then compared
thCyPB binding to PBL from several healthy donors (n=20).
Binding of rhCyPB was found to display important inter-
individual variations. Actually, the lymphocyte population
which showed significant interaction with the ligand varied
individually from 20 to 60% of the whole PBL population.

Phenotype of CyPB-receptor-expressing celis

PBL were represented by several subpopulations which may
be characterized by the expression of specific cell membrane
markers. In this way, the heterogeneous CyPB binding to
lymphocytes might be related to a variable expression of the
receptor among these different subsets. To identify the pheno-
type of PBL which possesses CyPB-binding sites, cells were
incubated in the presence of fluorescein-labelled rhCyPB and
antibodies against membrane antigens related to specific popu-
lations. The distribution of surface-bound CyPB amweng the

different subpopulations of lymphocytes has been studied for
11 healthy donors and frequency of PBL populations express-
ing CyPB-binding sites are represented in Table 1.

CD3 is the most representative cell-membrane antigen of
the T-cell population (Fig. 3a). This marker was expressed in
50-70% of PBL, and all cells which bound rhCyPB were found
to belong to this subpopulation (Fig.3b). CDI9, HLA-DR
and CD56 are specific markers for B-cell, B~ and activated
T-cell and NK-cell subsets, respectively. No significant thCyPB
binding was observed to the PBL subsets which express these
different antigens. These results are in agreement with our
previous work which demonstrated that CyPB specifically
bound to resting T cells.!”

Analysis of CD3* cells which bound rhCyPB revealed that
only 60+20% (mean +SD) displayed a specific interaction
with the ligand, suggesting that only a fraction of T cells are
expressing the CyPB-receptor. T lymphocytes are commonly
divided into helper/inducer and cytotoxic/suppressor subpopu-
lations, according to the expression of CD4 or CD8 markers.
In our experiments, CD4* and CD8* lymphocytes were
represented in an approximately similar ratio, but CyPB-
binding sites were differently distributed in both subsets (Figs
3¢,d). According to the proportions of CD4- and
CD8-expressing cells, the results mean that 64 +16% of CD4
and 43 +15% of CDS8-positive cells bound CyPB. Moreover,
we found that 62+19% of PBL which bound CyPB were
located in the CD4* subset and 37+ 16% in the CD8* subset,
demonstrating that CyPB-binding sites were only expressed
on CD3™ cells and effectively distributed between these CD4
and CD8 populations of T cells. We then examined the distri-
bution of CyPB-binding sites on PBL expressing the CD28
antigen, as this marker is represented in a T-cell subpopulation
and is more expressed in CD4* versus CD8* cells.?
Nevertheless, the level of CD28* cells which bound CyPB was
intermediate in comparison with CD4 and CDS8, suggesting

Table 1. Distribution of CyPB-binding sites in different PBL subsets.
PBL were incubated in the presence of fluorescein-S-rhCyPB and
monocional antibodies to lymphocyte subsets markers. Cell staining
was analysed by flow cytofluorimetry, as described in the Materials
and Methods. Frequency of positive cells among PBL is representative
of cells which express either antigen marker (CD™) or both CyPB-
receptor and antigen marker (CyPB*/CD™). Ratio corresponds to the
frequency of CyPB-receptor-expressing cells among each subset. Data
are expressed as mean values+SD from separate experiments conduc-
ted with 11 healthy donors

Frequency of positive cells among

PBL (%)
Lymphocyte subsets CD* CyPB*/CD* Ratio
PBL 100 40411 40411
CD3 60+ 10 3610 60+ 20
CD4 3948 25438 64+16
CD8 30+10 1345 43+15
CD28 52411 26+9 50+20
CD45RA 67+13 257 37+20
CD45RO 33+8 165 48+13
CDI9 15£7 ND* /

CD56 24415 ND /

HLA-DR 1648 ND /

*ND, not detectable (corresponding to non-specific binding).

© 1997 Blackwell Science Lid, /mmunology, 91, 609-617
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Figure 3. Detection of CyPB binding to different PBL subscts. Lymphocytes were amilysed for expression of CyPB-receptor and
either CD3 (b). CD4 (c). CD8 (d), CD45RA (¢) or CD4SRO-(l'), as described in the Materials and Methods. Negative control
(a) was determined by incubating cells with a 100-fold mofar excess of unlubelled rhCyPB. Quadrants were arranged such that all
non-specifically rhCyPB-stained cells remained in the left quadrants. Numbers in the quadrants indicate percentages of positive
cells. Fluorescence 1 = fluorescein signals (rhCyPB): fluorescence 2=PE signais (anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8, anti-CD45RA, or
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lymphocytes from 11 donors.
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that the expression of the CyPB-receptor is not restricted to
this subpopulation.

PBL may also be classified into native and memory subpop-
ulations, with regard to the presentation to antigen and their
dependence on interleukin-2 (IL-2). Although no marker is
selective enough to discriminate these phenotypes in humans,
analysis of the leucocyte CD435 antigen is often used to study
both subpopulations.”® The CD45RA isoform is expressed in
the majority of native T cells, while the truncated CD45R0O
isoform is mainly restricted to the memory T-cell subset.
Nevertheless, surface-bound rhCyPB was found to be distrib-
uted between both populations (Figs 3e,f). The sum of
CD45RA/CyPB-receptor-positive  PBL  (25+7%) and
CD45R0O/CyPB-receptor-positive PBL (16 +5%) was consist-
ent with the 36 +10% of PBL expressing both CD3 marker
and CyPB-receptor, suggesting that CD45RA* and
CD45RO™ cells which bound CyPB were effectively T lympho-
cytes. Nevertheless, surface-bound rhCyPB was distributed in
similar ratios in both CD45RA and CD45RO populations.
These results suggest that the CyPB-receptor expression is not
related to the maturation step of peripheral blood T cells.

Comparison of CyPB binding between resting and activated
T cells

Binding of rhCyPB to activated T lymphocytes was then
investigated and compared to resting T cells from the same
individuals (n=17 healthy donors). PBL were stimulated for
72 hr in the presence of an anti-CD3 monoclonal antibody to
produce lymphocyte activation at a mean ratio of 654 15%.
Flow cytofluorimetry analysis allowed the distinction of small
resting PBL (R1) from large proliferating T cells (R2) accord-
ing to the light scatter. As shown in Fig. 4, rhCyPB binding
to both resting and activated T cells resulted in two peaks of
fluorescence. Nevertheless, the shifts in the fluorescence corre-
sponding to CyPB-receptor-expressing cells was less for acti-
vated T cells than for resting cells. We then quantified rhCyPB
binding by calculating the variations of fluorescence mean
values (AFMV) and found 115 +44% and 69 + 26%, for resting
versus activated T lymphocytes, respectively. The decrease in
surface-bound rhCyPB was not due to the disappearance of
receptor expressing cells, since they represented 36+ 11% and
32+ 12% of both the resting and activated PBL populations,
respectively. In contrast, AFMV of ligand binding to the
restricted subpopulations of CyPB-receptor-expressing cells
were 384 +25% and 154 +13%, respectively. These results
demonstrate that the lower CyPB binding to the activated
T-cell population was due to a decrease in the number of sites
per cell rather than to the appearance of lymphocytes unable
to interact with CyPB.

CsA-sensitivity of CyPB-receptor-positive and -negative
lIymphocytes

In order to study the role of CyPB in the CsA sensitivity of
Tcells, we attempted to isolate PBL into CyPB-receptor-
positive and -negative subpopulations, using an affinity pro-
cedure. The purity of both populations was controlled by
analysis of fluorescein-S-rhCyPB binding. In this way, more
than 95% of cells which were retained to the affinity column,
bound the fluorescent ligand effectively, demonstrating the

efficiency of the method. As expected, purified CyPB-receptor-
positive cells represented 30+10% of the whole PBL popu-
lation, and expressed the CD3 marker. The ratios of
[*H]thymidine incorporation in CyPB-receptor-positive and
-negative cells relative to that in PBL were 2 and 0-536,
respectively. This demonstrated differences in CD3-induced
proliferation which can be explained by the repartition of
T cells in both isolated populations in comparison with that
of mixed PBL. Indeed, the isolation of CyPB-receptor-positive
cells led to the enrichment of CD3-expressing cells and to the
consequent diminishment of T cells in the CyPB-receptor-
negative cells.

We then investigated the influence of CyPB on the dose-
response to CsA. As already described,'® the concentration of
rhCyPB-complexed CsA required for 50% inhibition of PBL
proliferation (ICso) was lower than that of free CsA (15:3 +8:1
versus 21-5+11-3 ng/ml, respectively), confirming that CyPB
enhances ‘the incorporation of the drug. These experiments
were then reproduced with isolated CyPB-receptor-positive
and -negative cells. No marked difference was observed for
free CsA, demonstrating that the drug inhibited cell prolifer-
ation to the same extent in both populations. In contrast, the
1C; of rhCyPB-complexed CsA were estimated to be 7-6+4
and 30-5+162 ng/ml for the CyPB-receptor-positive and
-negative cells, respectively (Fig. 5). The ICs, of mixed PBL
to complexed drug was intermediate to the ICso of both
isolated populations, this may be explained by the concen-
tration of CsA-sensitive lymphocytes in the CyPB-receptor-
positive cell population, and the consequent depletion of these
sensitive cells in the CyPB-receptor-negative cell population.
These results demonstrate that CyPB may enhance CsA
activity through the binding of CyPB-CsA complex to its
receptor and the consequent incorporation of the drug.

DISCUSSION

In our previous work,'”!8 we had investigated the interactions
of rhCyPB with the T-cell membrane by using radio-iodinated
ligand. Nevertheless, this method was not suitable for the
study of the distribution of CyPB-binding sites and distinguish
between the different lymphocyte subpopulations. Thus, the
best approach to determine the specific binding of CyPB to
PBL subsets was to develop a direct method to detect surface-
bound CyPB by flow cytofluorimetry. The major problem was
to prepare a fluorescein-labelled ligand retaining its binding
properties. Indeed, the derivatization occurs in a reactive
region of the protein that is often involved in the binding
domain to the receptor. To avoid this problem, we tested two
different fluorescein reactive probes, FITC and fluorescein-
5-maleimide, which specifically reacts with amine and sulphyd-
ryl groups, respectively. Thus, we showed that fluorescein-N-
rhCyPB was unable to interact with the T-cell membrane.
These results are consistent with the demonstration that the
binding domain of CyPB is partially located in the N-terminal
first 25 amino acids of the protein.?* Since this region contains
five lysine residues, it was conceivable to conclude that the
derivatization of at least two of these residues induced a steric
hindrance and abolished the binding properties of CyPB. By
contrast, the C-terminal part containing the single cysteine
residue, was shown not to be involved in the CyPB-binding
domain. Indeed, the derivatization of the cysteine residue with

© 1997 Blackwell Science Ltd, Immunology, 91, 609-617
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Figure 4. Detection of surface CyPB binding to resting (a) and activated (b) T cells. PBL were cultured for 3 days in the presence
or absence of an anti-CD3 antibody and the binding of fluorescein-S-rhCyPB was performed as also described. Dot-plots show
gating of small resting (R1) and large activated (R2) cells, according to light scatter. Flow profiles show surface binding of CyPB
to respective cells. Open and filled flow profiles correspond to non-specific and total binding, respectively. Numbers indicate the
percentage of CyPB-receptor-expressing cells. Data were obtained from single individuals and are representative of separate

experiments with similar results conducted with 17 donors.

AMCA-HPDP (N-{6-(7-amino-4-methylcoumarin)-3-acetami-
dohexyl]-3’-(2"-pyridyldithio) propionamide) did not interfere
with the binding properties of CyPB to the Jurkat T-cell
receptor.?* These data are consistent with the present results,
demontrating that the derivatization of this residue with the
specific thiol-reactive probe, fluorescein-5-maleimide, proved
to be the best method by which to prepare a fluorescein-
labelled CyPB retaining its binding properties.

The binding of fluorescein-S-rhCyPB to PBL was found to
be heterogeneous, suggesting that the binding sites display a
variable expression on cell membrane. Double-step fluorescent
staining experiments allowed us to demonstrate that surface
CyPB-binding sites were associated with the T-cell subsets.
The variable expression seems to be independent of the cell
phenotype, because no notable difference in CyPB binding
could be related to PBL subpopulations. Although CyPB
binding was more pronounced in the CD4-expressing cells, it
was not possible to correlate the expression of the receptor to

@ 1997 Blackwell Science Ltd, /mimunology, 91, 609617

a well-characterized subpopulation of T Iymphocytes.
Moreover, no significant difference in CyPB binding was
observed between native and memory T cells, with regard to
the differential expression of CD45RA and CD45RO iso-
forms.?® In contrast, the number of CyPB-receptors was
significantly reduced on in vitro activated versus resting T cells,
suggesting that activation induces a down-regulation of the
CyPB-receptor expression. We had previously reported that
lymphocyte activation did not affect the binding of radiolabel-
led thCyPB.!” As we had investigated ['**I]rhCyPB binding
to the whole PBL population, it was not possibie to dissociate
CyPB-receptor-expressing cells from those devoid of binding
sites and the values we had calculated corresponded only to
mean values. On the other hand, the flow cytofluorimetry
method was more appropriate to distinguish these two popu-
lations and to analyse variations of CyPB binding.

In the same individual, the lymphocyte population dis-
played a heterogeneity with regard to maturation step and
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Figure 5. Half-inhibitory concentrations (ICs,) for lymphocytes
CD3-induced protliferation in the presence of CyPB-complexed CsA.
Dose-response curves were determined by [*H Jthymidine incorpor-
ation into CD3-stimulated mixed PBL exposed to increasing concen-
trations of either free CsA (¢ ), or CyPB-complexed drug (M) and in
CD3-stimulated CyPB-receptor-positive (®) or -negative cells (A)
exposed to various concentrations of CyPB-complexed CsA. The half-
inhibitory concentrations (ICsq) were determined from the adjusted
dose-response curves between index of proliferation and CsA concen-
trations. Data are mean values from triplicates and are representative
of three separate experiments conducted with distinct donors.

functions of different subsets. The focal point of CsA immuno-
suppression is the inhibition of the activation of the helper/
inducer class of T lymphocytes.!® The activation of this T-cell
subset plays a crucial role in the promotion and the control
of tmmune response, particularly for the synthesis and the
release of lymphokine mediators.?® These factors, in parti-
cular IL-2, stimulate other immunocompetent cells, as the
CD8/cytolytic lymphocytes, and promote an autocrine clonal
expansion of activated CD4/helper ceils. CsA suppresses the
induction of cytolytic effector lymphocytes through the inhi-
bition of IL-2 synthesis by CD4/helper lymphocytes,*® whereas
the drug has no effect on suppressor lymphocytes.?’-28
Moreover, memory T cells are less sensitive to CsA than native
cells because their proliferation is no more dependent on
IL-2.° Recently, we have shown that extracellular CyPB
mediated CsA incorporation into human blood T lymphocytes
through the specific binding of complexed drug to the cell
surface, that led to an increase in the in vitro immunosuppres-
sive activity of the drug.'® The present data further demon-
strated that CyPB-receptor-positive T cells are more sensitive
to CyPB-complexed CsA than unfractionated PBL. Taken
together, these results support the hypothesis that CyPB
enhances the incorporation of the drug into T cells through
the specific binding of the CyPB-CsA complex. As CyPB-
receptor is mainly expressed on the membrane of CD4/helper
T cells, it is conceivable to relate the variations of sensitivity
to CsA to a specific targeting of CyPB-complexed CsA to the
sensitive lymphocyte subpopulation. On the other hand,
secreted CyP(s) have been reported to exhibit chemotactic
activity.’*!S Thus, CyPB-receptor might be involved in
inflammatory mechanisms associated with graft rejection and
autoimmune diseases. Released CyPB would induce the

migration of T lymphocytes, in particular helper T cells, to
the inflammation site and thus participate in the early phase
of sensitization. In contrast, the formation of the CyPB-CsA
complex would lead to the block of this chemokine-like activity
and the drug might consequently act as an anti-inflammatory
agent by inhibiting the migration of T lymphocytes.

In summary, we have confirmed that CyPB-binding sites
are mainly associated with the CsA-sensitive T-cell population.
Our results suggest that CyPB and its receptor might be
involved in the immunosuppressive and anti-inflammatory
activities of the drug. Our aim is to further investigate the
biological functions of extracellular CyPB in order to confirm
the role of this protein in the selective action of CsA.
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