IIVS MINI-SYNTHESE

médecine/sciences 1995 ; 11 : 268-72

Le déficit en tyrosine kinase ZAP-70:
un modele de déficit immunitaire héréditaire
pour I'analyse de I’activation
et de la différenciation des lymphocytes T

L’identification des bases molécu-
laires de certains déficits immuni-
taires héréditaires rares a permis de
mettre en évidence le réle de cer-
taines protéines dans le systéme im-
munitaire [1]. Ainsi, 2 nouveau trois
articles récents démontrent que des
mutations du géne codant pour la ty-
rosine kinase ZAP-70 sont a I’origine
d’une inhibition presque totale des
fonctions immunes des lymphocytes
T (m/s n° 10, vol. 10, p. 1038 [2-4]).
Ces études sur des patients atteints
de déficits immunitaires ont mis en
évidence, d’une part, le role clé de
ZAP-70 dans le développement et
I'activation des lymphocytes T et,
d’autre part, le mécanisme molécu-
laire impliqué dans une forme de dé-
ficit immunitaire de transmission au-
tosomique récessive.

Les lymphocytes T jouent un réle
crucial lors de la réponse immune :
les cellules T cytotoxiques CD8* tuent
les cellules infectées par des virus, les
lymphocytes T helper CD4* facilitent
la réponse humorale des lymphocytes
B et sécrétent des cytokines activa-
trices des fonctions phagocytaires. Au
cours d’'une réponse immune, la re-
connaissance de 'antigéne et ’activa-
tion des lymphocytes T se fait grace
au complexe récepteur T pour I'anti-
gene (TCR)/CD3 [5]. Le TCR est
composé de plusieurs sous-unités: les
chaines o et B qui se lient a I'antige-
ne. Il s’y associe le complexe CD3 qui
comprend les chaines Y, 9, € ainsi
qu'un homodimére {, ou un hétéro-
dimére contenant la chaine _, et, soit
la chaine 1, soit la chaine y du ré-
cepteur FceRl. L’importance de ces
différentes chaines associées au TCR

s 2 été mise en évidence en particulier
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par I'étude de deux déficits immuni-
taires liés a un défaut d’expression
soit de la chaine € [6], soit de la chai-
ne vy [7].

La stimulation du récepteur T par
des peptides antigéniques liés aux
molécules du complexe majeur
d’histocompatibilité et présentés a la
surface de cellules présentatrices de
I'antigéne induit une cascade d’évé-
nements biochimiques conduisant a
la différenciation et a la proliféra-
tion des cellules T. L’activation de
tyrosine kinases et la phosphoryla-
tion de protéines cellulaires sur des
résidus tyrosine est le premier de ces
événements [8, 9]. Pour l'instant,
trois tyrosine kinases ont été impli-
quées dans la signalisation par le
CD3/TCR, Lck, Fyn et ZAP-70
(figure 1).

Lck est une tyrosine kinase de la fa-
mille Src de 56 kDa [10], exprimée
majoritairement dans les lymphocytes
T et associée aux molécules CD4 dans
la population helper et aux molécules
CD8 dans la population cytotoxique.
Un défaut d’expression de Lck, dans
des souris obtenues par recombinai-
son homologue du géne codant pour
Lck, induit une forte diminution du
nombre de thymocytes et de lympho-
cytes T circulants (m/s n° 5, vol. 8, p.
489) [11]. Les quelques lymphocytes
T mirs restants présentent un défaut
de stimulation par le complexe
CD3/TCR. Fyn appartient également
a la famille Src; cette kinase a un
poids moléculaire de 59 kDa et est as-
sociée au complexe CD3. L’analyse
de souris mutées sur le géne fyn a
montré que cette tyrosine kinase est
nécessaire a I'activation par le com-
plexe CD3/TCR d’une sous-popula-

tion de thymocytes; en revanche, elle
ne semble pas indispensable a I'acti-
vation des lymphocytes T miirs [12,
13].

La protéine ZAP-70 a un poids molé-
culaire apparent de 70 kDa et appar-
tient a la méme famille de tyrosine ki-
nases que Syk; elle est exprimée
exclusivement dans les cellules T et
les cellules natural killer (NK)[14].
Cette tyrosine kinase a une structure
différente de celle des membres de la
famille Src. L’absence de myristyla-
tion rend sa localisation de facon
constitutive a la membrane plas-
mique peu probable ; de plus, elle
porte, comme les autres membres de
la famille Syk, deux domaines SH2
(Src homology domain 2) qui jouent un
role dans I'association avec des pro-
téines phosphorylées sur des résidus
tyrosine [15]. Contrairement aux
membres de la famille Src, elle ne
posséde pas de domaine SH3 ni de
tyrosine carboxy-terminale régulatri-
ce. Dans les lymphocytes T quies-
cents, la protéine ZAP-70 n’est pas as-
sociée au complexe CD3/TCR mais,
apreés activation, elle s’associe rapide-
ment aux homodimeéres de chaines {
(d’ot son nom, § associated protein-70)
et au complexe CD3 [16, 17]. Cette
association nécessite a la fois la phos-
phorylation de résidus tyrosine locali-
sés au niveau de motifs peptidiques
des chaines { dont la séquence est
Tyr-XX-Leu-X (6-8)-Tyr-XX-Leu, ou X
est un acide aminé quelconque (mo-
tifs ARAM pour antigen recognition ac-
tivation motif), et la présence des
deux sites SH2 sur ZAP-70. En re-
vanche, I'activité kinase de ZAP-70
n’est pas nécessaire a son association
avec C [18].
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L’activation des lymphocytes T néces-
site ’activation séquentielle de diffé-
rentes tyrosine kinases. L’événement
initial semble étre la stimulation de
la p56'*, qui induirait la phosphoryla-
tion de résidus tyrosine appartenant
a des motifs ARAM présents sur la
chaine { et les chaines v, 8, € du com-
plexe CD3 [18]. Cette phosphoryla-
tion permettrait alors I’association
des différentes chaines aux domaines
SH2 de ZAP70 qui provoquerait alors
une cascade d’événements biochi-
miques conduisant a ’activation des
lymphocytes T (figure 1).

Les observations faites sur des cel-
lules de malades présentant un défi-
cit en ZAP-70 semblent confirmer ce
modéle. L’étude de familles de ma-
lades a permis l'identification des
bases génétiques de ce qui peut étre
considéré comme une nouvelle for-
me de déficit immunitaire combiné
sévére (DICS) (figure 2). Chez trois
malades appartenant a deux familles
différentes, une mutation ponctuelle
homozygote du géne codant pour
ZAP-70 conduit a I'absence de protéi-
ne. Cette mutation intronique, située
9 paires de bases (pb) en amont du
site accepteur d’'un exon, a pour
conséquence la création d’un nou-
veau site d’épissage, 9 pb en amont
du site normal, et ’addition de trois
acides aminés dans le site catalytique
de I'enzyme [2, 3]. L’expression de
I'’ARNm codant pour cette protéine
mutée est normale. Toutefois, des
cellules transfectées avec cette forme
mutée du géne expriment de fagon
trées réduite ZAP-70, que I’addition
de trois acides aminés semble rendre
beaucoup plus sensible a la protéoly-
se. Dans une autre famille, I’absence
de ZAP-70 semble étre le résultat de
deux mutations indépendantes [4].
L’une de ces mutations est identique
a celle rapportée plus haut, I'autre a
pour résultat le remplacement d’une
Ser par une Arg dans le site cataly-
tique de la kinase. Dans la derniére
famille, une délétion homozygote de
13 pb induit un décalage du cadre de
lecture qui se traduit par une protéi-
ne mutante a laquelle il manque 82
acides aminés. Il est intéressant de
noter que toutes ces familles appar-
tiennent a la communauté mennoni-
te (secte anabaptiste présente aux
Etats-Unis).
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«Figure 1. Evénements précoces de
I'activation des lymphocytes T par
reconnaissance de I’antigene. Dans
les cellules normales, la stimulation
de TcR active la kinase p56'°%, provo-
quant la phosphorylation sur résidus
tyrosine de CD3 et des chaines
(motifs ARAM (séquence Tyr-XX-
Leu-X(6-8)-Tyr-XX-Leu, ou X est un
acide aminé quelconque)). ZAP-70
est alors recrutée a la membrane et
s’associe, par ses sites SH2, au CD3
et au dimere . L’activation séquen-
tielle des différentes kinases entraine
I'activation des lymphocytes T. A.
Phosphorylation des motifs ARAM
lors de la reconnaissance de I'antigé-
ne. B. Recrutement de ZAP-70 et acti-
vation lymphocytaire. C. En I’'absen-
ce de ZAP-70, donc de son recru-
tement au CD3, il n'y a pas d’activa-
tion du lymphocyte T. CPA : cellule
présentatrice de I'antigéne CMH :
complexe majeur d’histocompatibi-
lite.
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Figure 2. Structure de ZAP-70 et mu-
tations décrites. Les sites de muta-
tions chez les malades atteints de
déficit immunitaire sont indiqués en
1, 2, 3 : (1) terminaison prématurée
4 la position 503 provoquée par
une délétion de 13 pb [4] ; (2) muta-
tion ponctuelle Ser®’® — Arg [3] ; (3)
insertion d’un tripeptide Leu-Glu-Gin
provoquée par une mutation ponc-
tuelle créant un nouveau site d’épis-
sage (2, 3].
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Figure 3. Evénements précoces de I'activation des lymphocytes T et déficits caractérisés. (1) défaut d’expression des
molécules HLA de classe Il [20-22] ; (2) déficit en CD3¢ [6] ; (3) deficit en CD3y [7],; (4) déficit en ZAP-70[2-4] ; (5) dé-
ficit en flux de Ca?* [23, 24] ; (6) déficit en NF-ATc [25, 26] ; (7) déficit de la production d’IL2 [27, 28]. *Il existe aussi
une voie d’activation de Ras dépendante de protéines tyrosine kinases. **La phosphorylation des facteurs de trans-
cription, et en particulier de Jun, se fait également par une famille de kinases dont I'activation dépend de p217 et du
Ca*. CPA : cellule présentatrice de I'antigéne ; PIP2 : phosphatidyl inositol bisphosphate ; DAG : diacylglycérol ; PKC :

protéine kinase C ; PLCy: phospholipase C ; RE : réticulum endoplasmique ;
CD28 response element ; OCT, OAP, NF-AT, Fos, Jun, NFxB : facteurs de transcription.

Les patients atteints présentent des
infections récurrentes caractéris-
tiques d’un déficit T. Les cellules T
périphériques de ces malades sont
pourtant en nombre normal ; elles
expriment de facon correcte le com-
plexe CD3/TCR mais ne répondent
pas a une stimulation passant par ce
récepteur. Aprés activation par I'in-
termédiaire du CD3/TCR, on obser-
ve une phosphorylation trés réduite
des protéines cellulaires ainsi qu’une

mmmmm concentration intracytoplasmique de

Ca? anormalement élevée dans les
cellules des patients, sans synthése
détectable d’IL2. En revanche, la
prolifération induite par des agents
court-circuitant les événements mem-
branaires (phorbol esters et iono-
phore du calcium) reste intacte,
montrant que seuls les événements
précoces de [lactivation par le
CD3/TCR sont altérés.

Le fait le plus remarquable, chez les
malades, est I’absence de lympho-
cytes T CD8* en périphérie ou seuls

IP3 : inositol trisphosphate ; CD28re :

les lymphocytes T CD4* sont présents
mais non fonctionnels. Cette absence
de cellules T CD8* en périphérie est
due a un défaut de développement
intrathymique des lymphocytes T :
les thymocytes «doubles positifs »
CD4*/CD8" sont présents dans le cor-
tex thymique, mais seule la popula-
tion «simple positive » CD4* est dé-
tectée dans la médullaire.

Dans des conditions normales, les
lymphocytes T murissent et quittent
le thymus aprés avoir recu un signal
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donné par le récepteur de I'antigéne
(phénomeéne appelé « sélection posi-
tive »). Chez les malades avec déficit
en ZAP-70, il semble que ce soit pré-
cisément a I’étape de la sélection po-
sitive que réside le blocage.

Une question subsiste: pourquoi
I’anomalie ne concerne-t-elle que la
population T CD8*? Pour le mo-
ment, on ne connait pas de voie d’ac-
tivation spécifique du développe-
ment de l'une ou lautre des
populations de lymphocytes T CD4*
ou T CD8*. Toutefois, une hypothése
a été émise. ZAP-70 et Syk sont expri-
meées dans toutes les populations thy-
miques (CD4- CD8-, CD4' CD8,
CD4* CD8-, CD4 CD8*) et pour-
raient toutes deux jouer un réle dans
la maturation thymique dépendante
du CD3/TCR. Syk est exprimée dans
les cellules thymiques & un niveau
quatre fois supérieur a celui des cel-
lules périphériques [19]. En I'absen-
ce de ZAP-70, Syk pourrait s’y substi-
tuer dans la sélection positive des
thymocytes T CD4*, mais ne suffirait
pas a compenser le déficit en ZAP-70
des cellules T mires. Le développe-
ment préférentiel de la population
CD4* serait lié a une meilleure asso-
ciation de p56'* avec la molécule
CD4 qu’avec CD8. Ainsi, lors de la sti-
mulation par le complexe CD3/TCR,
un peptide associé aux molécules du
CMH de classe II, interagissant avec
CD4, induirait une meilleure activa-
tion de Lck et une meilleure phos-
phorylation de Syk qu’un peptide as-
socié aux molécules du CMH de
classe I interagissant avec CD8. Dans
ce dernier cas, la présence de ZAP-70
serait indispensable, son absence en-
trainant ’absence de sélection positi-
ve des lymphocytes T CD8* murs par
des antigénes présentés dans le
contexte du CMH de classe 1. De
plus, ZAP-70 serait également requise
pour [Pactivation des lymphocytes
CD4* en périphérie.

On peut aussi envisager que la popu-
lation CD4* émerge en périphérie a
la suite d’une maturation aberrante,
le défaut de transmission des signaux
passant par le complexe CD3/TCR
observé dans les cellules mires des
patients ne serait alors pas seulement
da a I'absence de ZAP-70. Bien que
toutes les questions concernant le
role de ZAP-70 ne soient pas réso-
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lues, les observations faites sur les
malades déficients en ZAP-70 attes-
tent une fois encore de 'intérét de
telles études dans la compréhension
des fonctions biologiques d’une pro-
téine.

D’autres déficits d’activation des lym-
phocytes T ont été caractérisés au
cours de ces derniéres années. Ils
sont schématisés sur la figure 3.

Le défaut d’expression des molécules
d’histocompatibilité de classe II
conduit a un défaut partiel de diffé-
renciation des lymphocytes T CD4 et
une absence d’activation de ces cel-
lules [20]. Il est provoqué par plu-
sieurs formes d’anomalies de régula-
tion transcriptionnelle des génes
codant pour ces molécules. Ainsi, le
déficit en transactivateurs CIITA [21]
rend impossible la transcription de
ces génes.

Des déficits partiels et complets, res-
pectivement en CD3e [6] et CD3y
(7], inhibent partiellement l'activa-
tion des lymphocytes T. Il semble
que la costimulation des lymphocytes
T, notamment par la molécule CD28,
réduise partiellement les consé-
quences de ces déficits. Il est remar-
quable d’observer que I'absence de
CD3y réduit seulement I'expression
CD3 d’un facteur deux. Nous avons
récemment décrit un déficit profond
de Tlactivation des lymphocytes T
dans deux familles. Le défaut corres-
pond a un défaut d’entrée du cal-
cium extracellulaire, alors que la libé-
ration du calcium stocké dans le
réticulum endoplasmique sous I’effet
de VTinositol tris-phosphate est
conservé [22, 23]. Il pourrait s’agir
d’un défaut d’un canal calcique (non
encore cloné) ou d’un élément ré-
glant la fonction de ce canal. Cette
observation confirme I'importance
d’une élévation substantielle et per-
sistante de la concentration de cal-
cium intracytoplasmique dans I’acti-
vation des lymphocytes T, en
particulier dans l'induction de la
transcription du géne codant pour
I'IL2.

Chez un malade dont les lympho-
cytes T ne produisent pas d’IL2 ni
d’lIL4, une anomalie du composant
cytosolique du facteur de transcrip-
tion NF-AT a enfin été démontrée
[24]. Ce résultat illustre I'importance
du complexe NF-AT [25], dont I’acti-

vité est réglée a la fois par la voie
PKC/p21 dépendante de Ras et par
la voie dépendante du calcium et de
la calcineurine [26].

Enfin, chez plusieurs patients, un dé-
faut isolé de transcription du géne de
I'IL2 a été mis en évidence sans que
le mécanisme moléculaire respon-
sable ait été caractérisé [27, 28]. Il est
évident que la description de nou-
veaux déficits immunitaires hérédi-
taires qui perturbent I’activation lym-
phocytaire T contribuera encore
dans un proche avenir a une meilleu-
re compréhension des voies molécu-
laires complexes mises en jeu B
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