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Bases moléculaires
de la réponse immune

Épitopes B

Des anticorps peuvent être induits contre les deux glycoprotéines de sur
face du virus de l'Influenza, l'hémagglutinine et la neuraminidase.
Cependant, des anticorps à activité neutralisante ont été uniquement
décrits contre l'hémagglutinine.

Structure de l'hémagglutinine

L:hémagglutinine est constituée de deux types de chaînes (HAl et HA2)
organisées sous forme trimérique (Wilson et coll., 1981) (Figure 12-1). Ce
trimère présente une structure de cylindre allongé de 135 A de long et
une section transversale triangulaire de 15 à 40 A. L:hém.agglutinine pré
sente deux régions distinctes:

• une longue région fibreuse proche de la membrane cellulaire qui contient
des résidus provenant à la fois de la chaîne HAl et de la chaîne HA2, et
structurée en alpha hélice à triple brins;

• elle est surmontée d'une région globulaire contenant des résidus prove
nant uniquement de la chaîne HAl; cette région distale de la membrane
cellulaire présente une structure de type bêta à 8 feuillets.

Sites antigéniques B présents sur HA

Le nombre de sites antigéniques pour des anticorps a pu être déterm.iné à
l'aide de sérums hyper-immuns et d'anticorps monoclonaux utilisés dans
des tests de compétition par dosage radio-immunologique :

- 5 pour Hl de la souche A/PR8/8/34 (Gerhard et coll., 1981),

- 4 pour H3 de la souche A/Hong Kong/l/68 (Webster et Laver, 1980),

- 3 pour H3 de la souche A/Memphis/l/71 (Webster et Laver, 1980),

- 4 pour H3 de la souche A/Memphis/102/72 (Breschkin et coll., 1981). 119
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Figure 12-1 - Structure de l'hémagglutinine (d'après Wilson I.A. et coll., 1981)

Ces différents sites portent à la fois des spécificités de souches virales et
des spécificités croisées (Wrigley et coll., 1977 - Russell et coll., 1979).

ranalyse tridimensionnelle de l'hémagglutinine de la souche A/Hong
Kong/1/68, combinée à l'analyse des séquences en acides aminés de dif
férentes hémagglutinines a permis de localiser 4 sites antigéniques à la sur
face de cette molécule (Wiley et coll., 1981) (Figure 12-2). Une substitu
tion sur au moins un acide aminé de chacun de ces sites a été observée sur
les souches responsables d'épidémie, suggérant que ces quatre mutations
sont nécessaires pour qu'une nouvelle épidémie apparaisse.

• Site A : il représente le site majoritaire de fixation des anticorps. Il est
120 situé au niveau de la boucle formée entre les acides aminés 140 et 146.
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• Site B: il comprend les résidus externes 187-196 d'une alpha hélice et
des résidus adjacents du bord supérieur de la poche qui constituerait le
site de fixation du virus à son récepteur cellulaire.

• Site C : il est situé au niveau d'une protubérance créée par un pont disul
fure entre les cystéines en position 52 et 277.

• Site D : il est situé au niveau des interfaces entre les différentes sous-uni
tés et ne correspondrait pas à un site externe.

Figure 12-2 - Sites antigéniques - Anticorps. Site A : site majoritaire, boucle
formée entres les résidus 140 et 146. Site B : résidus 187-196 d'une alpha
hélice et résidus adjacents. Site C : protubérance créée par un pont disulfure
entre les cystéine en position 52 et 277. Site D: interfaces entre les diffé
rentes sous-unités. (d'après Wiley D.C. et coll., 1981).

1nteraction antigène-anticorps

Elle a été étudiée par analyse aux rayons X après cristallisation et rappor
tée dans deux publications différentes concernant des épitopes B linéaires
présents sur l'hémagglutinine ou sur la neuraminidase du virus Influenza. 121
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Le groupe de Wilson (Rini et coll., 1992) a étudié un peptide correspon
dant à la séquence 100-108 de la chaîne HAl située au niveau de l'interface
de la molécule sous forme de trimère (site antigénique D). Cet épitope ne
peut donc pas être reconnu à des pH physiologiques, mais seulement sur
l'HA sous forme monomérique. I.:interaction avec un anticorps monoclo
nal spécifique montre que le peptide se trouve sous forme d'un feuillet bêta
de type 1et interagit avec les boucles hypervariables U, H2 et H3 de la par
tie Fab. Cette structure est également celle retrouvée sur la chaîne HAl
sous forme monomérique. La comparaison avec le Fab non lié à son pep
tide cible montre que la boucle H3 subit un réarrangement permettant l'ap
parition d'une poche de fixation pour la Tyr en position 105 du peptide.

L'équipe de Webster (Colman et coll., 1987) avait fait auparavant une
étude similaire avec la neuraminidase (région 325-350) et avait conclu que
la structure de l'antigène, ainsi que celle de l'anticorps subissaient des
modifications au cours de la fixation.

Épitopes CD4

Réponse CD4 anti-influenza

Comme dans le cas de toute infection virale, la réponse T CD4 joue un
rôle primordial dans les mécanismes de défense contre le virus de l'in
fluenza. Les lymphocytes CD4 exercent en effet une fonction auxiliaire
essentielle, par l'intermédiaire de lymphokines, d'une part sur les lym
phocytes B permettant ainsi la sécrétion d'anticorps, et d'autre part sur
les lymphocytes CD8 qui vont pouvoir se différencier en cellules cyto
toxiques.

Par analogie à des travaux effectués chez la souris, il est suggéré chez
l'homme l'existence de deux sous-populations fonctionnelles de cellules
auxiliaires, en fonction du type de cytokines sécrétées, et pouvant donc
induire des mécanismes immuns différents. Il serait donc particulièrement
intéressant dans une optique vaccinale anti-influenza d'étudier ces diffé
rentes fonctions, et en particulier dans l'induction d'une réponse anti
corps de type IgA qui a été rapportée comme jouant un rôle important
dans les mécanismes de neutralisation dans les muqueuses respiratoires.

Le rôle in vivo des cellules CD4 dans le système influenza a été récemment
montré dans un modèle de souris chez lesquelles le gène codant pour la
bêta2 microglobuline a été inactivé. Ces souris n'expriment pas de molé
cules de classe 1 de CMH et ne développent donc pas de lymphocytes
CD8. Elles sont pourtant protégées contre une infection létale par le virus
de l'influenza. Cette protection peut être médiée par une réponse anti
corps isolée, mais éventuellement aussi par des cellules CD4 exercant une

122 fonction cytotoxique, effecteurs cellulaires qui ont été retrouvés ~hez ces
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souris, alors qu'elles ne sont pas mises en évidence chez des souris nor
males (Braciale et Katz, cités dans Askonas, 1993). Ces cellules CD4 + pré
sentant une fonction cytotoxique ne sont pas retrouvées non plus chez
l'homme par des techniques de dilution limite effectuées à partir des cel
lules du sang périphérique, mais seulement après de nombreuses stimula
tions in vitro, suggérant qu'elles ne doivent pas exercer un rôle majoritaire
in vivo (Bourgault et colL, 1989).

Mécanismes de présentation

Les lymphocytes CD4 reconnaissent leur antigène cible sous forme d'un
peptide (de 13 à 17 acides aminés de long) associé à une molécule de classe
Il du CMH. Les chaînes alpha et bêta des molécules de classe Il sont syn
thétisées au niveau du réticulum endoplasmique où elles s'associent à la
chaîne invariante qui s'y trouve en excès. Après passage dans l'appareil de
Golgi, elles quittent la voie classique de sécrétion et, après une dégrada
tion de la chaîne invariante, elles s'accumulent dans des vésicules pré-lyso
somales possédant certaines caractéristiques des endosomes tardifs. C'est
dans ce compartiment qu'elles vont pouvoir fixer des peptides issus de la
dégradation de protéines exogènes dans les endosomes.

Ce processus classique a surtout été mis en évidence dans le système
influenza (Morrison et colL, 1986 - Fleischer et colL, 1985). Cependant,
il existe des exceptions à ce schéma, comme cela a été suggéré par deux
types de travaux.

• Après infection d'une lignée lymphoblastoïde B par du virus entier et
l'utilisation de drogues comme, d'une part la chloroquine, et d'autre part
la brefeldine A, on observe des résultats qui suggèrent que des antigènes
de la matrice peuvent être également présentés à des cellules CD4, classe
Il restreintes, après un passage dans le compartiment pré-golgien (Nuchter
et colL, 1990).

• Après introduction artificielle de protéines exogènes, en utilisant le virus
de la vaccine comme vecteur de la matrice, ou par fusion de particules
virales non infectieuses (neuraminidase), une présentation de peptides
associés à des molécules de classe Il est possible. Elle serait indépendante
des transporteurs de peptides s'associant aux molécules de CMH de classe
I, mais dépendrait d'un gène codé dans la région impliquée dans la syn
thèse des molécules de classe Il (Maltani et colL, 1993).

Il est évident que pour un antigène et un haplotype de CMH donnés, un
petit nombre seulement de tous les peptides possibles de l'antigène est
effectivement présentable. La détermination de séquence consensus spé
cifique d'une molécule de classe Il déterminée pourrait aider à l'identifi
cation des épitopes CD4. Cependant, la grande hétérogénéité de longueur
des peptides s'associant aux molécules de classe Il complique l'identifica-
tion des consensus. 123
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Un défaut d'activation des cellules CD4 peut être obtenu par différents
mécanismes :
• des mutations apparaissant dans ces peptides peuvent perturber la capa
cité de ce peptide à se fixer à une molécule de classe Il déterminée, comme
cela a été montré pour certains épitopes CD4 de l'hémagglutinine pré
sentés par la molécule l-Ak (Warren et coll., 1990) ;

• l'utilisation de peptides antagonistes plus affins pour le récepteur de la
cellule T entraîne un défaut d'activation de la cellule T, comme c'est mon
tré pour le peptide 307-319 de HA reconnu en association avec HLA-DR1
(Ruppert et coll., 1993).

Identification des épitopes CD4

Pratiquement toutes les protéines du virus de l'influenza ont été décrites
comme pouvant être antigéniques pour des lymphocytes CD4. La déter
mination systématique des épitopes CD4 a été réalisée, essentiellement
pour l'hémagglutinine et la nucléoprotéine, par des tests de prolifération
vis-à-vis de peptides synthétiques. Ces études ont été réalisées après infec
tion naturelle ou après vaccination.

CHEZ LA SOURIS

Un travail du groupe de Graham (Thomas et coll., 1993) à partir de sou
ris Balb/c (H-2d) et CBA (H-2k

) infectées par le virus AIX31 montre que
la grande majorité de ces épitopes sur H3 est localisée, comme pour les
épitopes B, sur la partie distale de la sous-unité HAl :

- 58-73, 81-97,177-199,186-200 et 206-227 avec l-Ad
- 54-63, 68-83, 118-138, 226-254 et 246 266 avec l-Ak
La co-localisation d'épitopes B et CD4 dans une même séquence pepti
dique est évidemment intéressante dans une optique vaccinale; cepen
dant, il est important de noter que ces épitopes CD4, comme les épitopes
B, présentent des séquences variables selon différentes souches virales. Il
a été montré par exemple qu'une seule mutation portant sur l'acide aminé
135 abolissait la reconnaissance de la région correspondante, aussi bien
par des anticorps que par des cellules CD4 (Thomas et coll., 1987).

Des épitopes CD4 de la nucléoprotéine ont également été identifiés chez
la souris Balb/c ; ils sont similaires après infection par du virus entier ou
après immunisation par de la protéine recombinante (Brett et coll., 1991).

CHEZ L'HOMME

Deux publications (Brett et coll., 1991 - Rodda et coll., 1993) rapportent
l'existence dans la nucléoprotéine de deux régions immunodominantes
correspondant aux séquences 217-262 et 341-362. Des épitopes CD4 peu
vent aussi être retrouvés sur toute la séquence de cette protéine, excepté

124 dans la région 424-466. Cette observation suggère que des épitopes CD4
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peuvent être retrouvés pratiquement sur toute la séquence de cette pro
téine ; mais il est fortement probable que chacune de ces régions est recon
nue par des individus différents en association avec des molécules de
classe II différentes.

Il ne semble pas en être de même pour l'hémagglutinine qui présente des
épitopes CD4 localisés uniquement dans certaines régions qui, de plus,
ne sont pas les mêmes pour Hl et H3, reflétant très probablement la plus
grande variabilité de séquence de cette protéine.

Des études fragmentaires concernant les molécules de classe II humaines
présentatrices ont permis de montrer par exemple que la molécule HLA
DR1 pouvait présenter le peptide 307-319 de l'hémagglutinine (Lamb et
coll., 1983), ou le peptide 17-31 de la matrice (Shimojo et coll., 1989).

Épitopes CDB

Réponse CD8 anti-influenza

La réponse cytotoxique joue un rôle essentiel dans le système influenza.
En effet, la réponse anticorps, dirigée contre des déterminants variables
de l'hémagglutinine, ne peut suffire à protéger contre une nouvelle épidé
mie ou pandémie.

Les caractéristiques essentielles de la réponse CTL à l'origine de cette effi
cacité sont sa précocité qui permet d'éliminer les premières cellules infec
tées et sa capacité à reconnaître des épitopes conservés, en particulier pré
sents sur la nucléoprotéine. Les lymphocytes CD8 exercent une fonction
cytotoxique, mais peuvent aussi inhiber directement la réplication virale,
en particulier par l'intermédiaire d'interféron gamma (Di Fabio et coll.,
1993).

De nombreuses approches expérimentales ont permis de montrer chez la
souris le rôle protecteur in vivo de ces CTL, en particulier des transferts
de CTL CD8 et des immunisations par des protocoles n'induisant qu'une
réponse CTL. Chez l'homme, des individus qui avaient reçu volontaire
ment du virus infectieux par voie nasale ont montré une capacité à élimi
ner le virus corrélée à la réponse CTL, même en l'absence d'une réponse
anticorps spécifique (McMichael et coll., 1983).

La réponse CTL peut aussi avoir un rôle néfaste, surtout si elle est très
intense, par destruction de certaines cellules infectées. Il semble cepen
dant établi que la pathologie ainsi induite est transitoire, et que les cellules
CD8 sont particulièrement efficaces pour accélérer l'élimination du virus
des poumons et de la trachée (pour revues, voir Kelkar, 1988 et Askonas,
1993). 125
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Mécanismes de dégradation peptidique

Les lymphocytes CD8 reconnaissent leur antigène cible sous forme d'un
peptide (de 8 à 10 acides aminés de long) associé à une molécule de classe
1 du CMH. Ces molécules de classe 1, comme celles de classe Il, sont syn
thétisées au niveau du réticulum endoplasmique où les chaînes lourdes
vont s'associer à la bêta2microglobuline en excès. Contrairement à ce qui
se passe pour les molécules de classe Il, c'est dans le réticulum endoplas
mique que des complexes moléculaires chaîne lourde/bêta2-m vont fixer
des peptides issus de la dégradation de protéines endogènes.

Il est très probable que ces peptides ne soient pas produits dans le réticu
lum endoplasmique, mais dérivent du cytosol, les différents arguments
ayant été apportés tout particulièrement dans le système influenza (intro
duction artificielle de protéines exogènes dans le cytosol, utilisation de
gène codant pour l'hémagglutinine et délété du peptide signal).

La dégradation en peptides des protéines cytosoliques se fait dans un
premier temps par des protéases et l'ubiquitine, ce qui permettrait essen
tiellement d'éliminer les protéines possédant une mauvaise conforma
tion ou résultant d'un arrêt prématuré de traduction. Le découpage spé
cifique en peptides destinés aux molécules de classe 1 se ferait par une
classe particulière des complexes catalytiques appelés protéasome et dont
certaines sous-unités (LMPI et LMP7) sont codées par des gènes situés
dans le CMH.

Les peptides produits dans le cytosol doivent ensuite être transportés vers
la lumière du réticulum endoplasmique à l'aide de transporteurs spéciali
sés (comme TapI et Tap2) qui ont pu être mis en évidence grâce à des cel
lules mutées au niveau des gènes correspondants (Cerundolo et coll.,
1990).

Il est évident que la connaissance de ces mécanismes de dégradation
d'antigènes à des cellules CD8 est essentielle car elle permet de com
prendre que des CTL peuvent facilement être induits in vivo par le
virus entier, mais que, dans une optique vaccinale, les approches utili
sées pour l'immunisation doivent nécessairement impliquer une syn
thèse endogène des protéines virales, ou leur introduction artificielle
dans le cytosol.

Cependant, deux groupes ont rapporté la possibilité d'induire une
réponse CTL spécifique de l'influenza après immunisation avec du virus
inactivé (Greenberg et coll., 1978 - Ennis et coll., 1982). Il est possible de
supposer que la vaccination a, en fait, agit indirectement par l'intermé
diaire d'une stimulation des cellules auxiliaires CD4 permettant une réac
tivation in vivo de cellules CD8 « mémoire », puisque, dans ce système
viral, les individus immunisés ont de toute évidence été déjà en contact

126 avec le virus lors d'infections naturelles.
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Mécanismes de fixation des peptides aux molécules de classe 1

La fixation du peptide au complexe chaîne 10urde/bêta2-m dans le réticu
lum induit une conformation stable de l'ensemble qui autorise le trans
port de la molécule vers la surface de la cellule par la voie classique de sécré
tion par l'intermédiaire des vésicules d'exocytose (Cox et coll., 1990 -Kvist
et coll., 1990 - Dornmair et coll., 1991). Les principaux peptides présents
dans les molécules HLA de classe l sont désormais caractérisables après
élution acide et séquençage (Rammensee et coll., 1993). Par exemple, la
molécule HLAB27 contient exclusivement des peptides sous forme nona
mérique avec un motif structural unique, la présence d'un acide aminé
particulier définissant le point d'ancrage principal avec la molécule HLA
(Arg en position 2). En revanche, les peptides issus des molécules HLA
A68 ont une taille variable de 8 à Il acides aminés; mais la position 2 est
conservée (Val ou Thr) , ainsi que leurs extrémités (Silver et coll., 1992,
Guo et coll., 1992). En résumé, les peptides fixés aux molécules HLA sont
caractérisés à leurs extrémités N et C par des résidus chargés et compor
tent deux points d'ancrage (p2 et PC), alors qu'une variabilité du nombre
d'acides aminés est possible entre les deux points d'ancrage du peptide.

:Caccumulation des séquences des peptides élués et des peptides antigé
niques a donc permis, dans certains cas, de dégager des motifs communs
qui permettent de prédire la localisation d'épitopes T sur une protéine. Il
est cependant important de noter que ces consensus peuvent rester flous;
que quelques peptides, connus pour être immunologiquement actifs,
échappent aux consensus déterminés jusqu'à présent, et, inversement, que
des peptides présentant ces consensus peuvent ne pas correspondre à des
épitopes naturellement dégradés par la cellule infectée, même s'ils mon
trent in vivo une très grande affinité pour la molécule de classe l corres
pondante.

La sélection de peptides de synthèse est une approche actuellement très
utilisée pour identifier de nouveaux épitopes CD8. Une autre approche
possible est l'utilisation de fragments peptidiques issus de la digestion
alcaline de la protéine d'intérêt produite par l'intermédiaire d'un vecteur,
comme cela a été récemment démontré par l'utilisation de Escherichia Coli
produisant des protéines du cytomégalovirus humain (Gavin et coll.,
1993).

Reconnaissance par le récepteur de la cellule T

Il est maintenant bien établi que le TcR du lymphocyte CD8 reconnaît un
complexe moléculaire formé de la molécule de classe l et du peptide anti
génique. Il n'a cependant pas été déterminé de façon définitive si ce TcR
reconnaît uniquement des acides aminés du peptide ou uniquement des
acides aminés de la molécule de classe l ou, plus vraisemblablement, un
ensemble de ses résidus. 127
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Dans le système influenza, deux publications ont rapporté que différents
clones cellulaires reconnaissant la même association, molécule de classe
1/peptide, utilisaient préférentiellement des chaînes V alpha ou V bêta
portant les mêmes marqueurs idiotypiques (Bownes et coll., 1993 - Moss
et coll., 1991). Cette observation est importante dans une optique vacci
nale car elle permettrait de juger de l'efficacité de la vaccination concer
nant les cellules CD8 par le repérage de tels marqueurs.

Identification des épitopes CD8

PROTÉINES RECONNUES

I.:antigénicité de chacune des protéines du virus de l'influenza a pu être
établie en utilisant, dans des tests de cytolyse, des cellules cibles infectées
soit par des souches virales de sous-types différents, naturelles ou recom
binantes, soit par des virus de la vaccine dont le génome a été recombiné
avec le gène codant pour une protéine déterminée du virus de l'influenza.

La nucléoprotéine apparaît comme la cible majeure de la réponse CTL chez
l'homme, mais les autres protéines internes, en particulier la matrice, peu
vent aussi être reconnues. Les CTL spécifiques de ces protéines internes
présentent une réactivité croisée entre les différentes souches virales de
type A; en revanche, aucune réactivité croisée n'est retrouvée avec les
virus de type B. Des réponses CTL dirigées contre l'hémagglutinine n'ont
été détectées que chez la souris. Cette différence d'antigénicité est proba
blement due au fait que la souris est toujours immunisée par l'expéri
mentateur à l'aide de la même souche (de souris), permettant ainsi la
reconnaissance d'épitopes variables présents sur l'hémagglutinine. En
revanche, chez l'homme, l'immunisation est réalisée par des infections
naturelles par des souches virales se modifiant chaque année, ce qui favo
rise la sélection de CTL « mémoire}) capables de reconnaître essentielle
ment les épitopes conservés présents sur les protéines internes du virus
(pour revues, voir Kelkar, 1988 et Askonas, 1993).

ÉPITOPES CDB MURINS CONNUS

Ils ont pu être identifiés, comme pour les épitopes CD4, à l'aide de pep
tides synthétiques utilisés pour sensibiliser des cellules cibles dans des
tests de cytolyse. Ils sont situés:

• sur l'hémagglutinine : HAl 202-212 avec H2-Kd (Sweetser et coll., 1989)
HAl 212-221 avec H2-Kd (Sweetser et coll., 1989) HAl 259-266 avec H2
Kk (Gould et coll., 1991) HAl 508-530 avec H2-Kd (Sweetser et coll.,
1989) HAl 523-545 avec H2-Kd (Sweetser et coll., 1989) HA2 10-18 avec
H2-Kk (Gould et coll., 1991) ;

• sur la nucléoprotéine: NP 50-63 avec H2-Kk (Bastin et coll., 1987) NP
147-158 avec H2-Kd (Bodmer et coll., 1988) Np 366-374 avec H2-Db

128 (Zhou et coll., 1993).
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ÉPITOPES CD8 HUMAINS CONNUS

Ils ont pu jusqu'à ce jour être définis

• sur la nucléoprotéine: NP 91-99 avec HLAB8 (Silver et colL, 1992) NP
335-349 avec HLAB37 (Townsend et colL, 1986), NP 380-388 avec HLA
B8 (Sutton et colL, 1993), NP 383-391 avec HLAB27 (Huet et colL,
1990) ;

• sur la matrice M 58 66 avec HLAA2 (Bednarek et colL, 1991).
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