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C3, protéine

du complement:

une molecule

aux multiples capacites

La molécule C3 du complément a non seulement un réle cen-
tral dans le fonctionnement du systéme complémentaire,
mais elle tient aussi, en se liant de facon covalente a I’anti-
gene, une place treés importante dans la réponse immune.
Son clivage protéolytique modifie la conformation de la mo-
lécule de maniére qu’un pont thioester intramoléculaire se
rompt, permettant I’établissement d’une liaison covalente
avec des accepteurs tels que des bactéries, des complexes im-
muns et d’autres protéines. Le complexe fragment de C3/an-
tigéne pénetre dans les cellules présentatrices de ’antigéne
apres liaison aux récepteurs de C3, et la présence de frag-
ments du C3 modifie apprétement des peptides antigé-
niques dans les endosomes. Des modeles animaux déficients
en C3 ont permis de montrer qu’il est impliqué dans la com-
mutation IgM/IgG et a plusieurs niveaux de la réponse im-
mune : opsonisation, prolifération cellulaire, cytotoxicité et
établissement de la mémoire immunologique.

e systétme complémentaire a

longtemps été considéré

comme un élément mineur

associé au systeme immunitai-

re : un ensemble servant a la
destruction des éléments étrangers a
I'organisme et venant, comme son
nom l'indique, en complément de la
réponse anticorps. Mais a partir des
années 1970, de nombreuses expé-
riences, dont certaines réalisées a
I'aide d’animaux déficitaires en pro-
téines du complément, ont démontré
une interrelation étroite entre tous
les systemes de défense [1]. Ces
résultats ont mis en évidence le role
important d'une protéine du systeme

complémentaire, C3, révélant son
activité, d’'une part, dans la proliféra-
tion ou la lyse des cellules, dans les
réactions d’anaphylaxie (dégranula-
tion des mastocytes et contraction
des muscles lisses) et d’opsonisation
(marquage favorisant la phagocyto-
se) et, d’autre part, au niveau méme
de la réponse anticorps. La multi-
fonctionnalité de C3 peut étre expli-
quée, non seulement par la position
centrale que cette protéine occupe
dans le fonctionnement du systeme
complémentaire, mais aussi par sa
structure tres particuliére qui lui
conféere des aptitudes tout a fait origi-
nales.
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Figure 1. Représentation schématique du systeme complémentaire avec im-
plication des protéines C1, C4 et C2 pour la voie classique, des protéines C3,
B et D pour la voie alterne. La formation du complexe d’attaque membranai-

re fait intervenir les protéines C5, C6,

C7, C8 et C9. Les facteurs de régulation

ne sont pas représentés sur ce schéma. Le systéme complémentaire aboutit
a I'élimination des micro-organismes, des complexes immuns et des cellules

infectées.

C3 et le systeme
complémentaire

Le systéme complémentaire est
constitué par un ensemble de pro-
téines plasmatiques mis en jeu par
deux voies d’activation: la voie clas-
sique, amorcée par des complexes
immuns, desimmunoglobulines agré-
gées, des polyanions ou des polyca-
tions, et la voie alterne, activée par

des polysaccharides, par certaines
classes d'immunoglobulines agrégées
et par certaines membranes (E. coli
par exemple). Dans le cas de la voie
alterne, c’est la fixation de C3 qui est
I’élément initiateur, fixation covalen-
te qui sera commentée dans la partie
concernant la structure de C3. Apres
fixation de protéines complémen-
taires sur I’élément activateur, la ré-
ponse est amplifiée grace a la forma-
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Figure 2. Représentation schématique des différentes réactions conduisant a
la formation d’une liaison ester entre C3 et une autre protéine : I'attaque nu-
cléophile exercée par les groupements R-OH ou R-NH, provoque la rupture
du thioester avec respectivement formation d’une liaison ester ou amide. En
I'absence de protéines dans son environnement proche, C3 réagit avec I'eau
et perd alors toute capacité de former ultérieurement une liaison covalente
en présence de groupements nucléophiles.

tion de complexes enzymatiques (C3
convertases) responsables du clivage
de C3, point de rencontre entre ces
deux cascades de réactions [2] (figu-
rel). Le dépot de C3 a la surface des
cellules est un élément primordial
dans I'activation de la voie alterne du
systéme complémentaire ; bien qu’in-
complétement élucidé, on peut dire
qu'il répond de fagon générale, soit a
la présence d’un systéme générateur
(réponse inflammatoire et donc sé-
crétion d’enzymes, par exemple), soit
a I'absence d’éléments de contrdle :
MCP (membrane control protein ou

m/s n°10, vol. 11, octobre 95

CD46) ou DAF (decay accelerating fac-
tor ou CDb55).

Dans la plupart des cas, le clivage de
C3 est une fin en soi, puisqu’il dé-
clenche, comme nous le verrons ulté-
rieurement, toute une série de réac-
tions qui conduisent a I'élimination
par phagocytose de la substance acti-
vatrice. Lorsque I'activateur est une
cellule, le fonctionnement du com-
plément peut se poursuivre par la for-
mation d’un complexe d’attaque
membranaire, véritable pore capable
de détruire l'intégrité de la cellule
étrangere par cytolyse et le plus sou-

vent d’activer la libération de média-
teurs de I'inflammation par la cellule
cible. Toutes ces étapes sont contro-
lées par de nombreuses protéines,
tant solubles que membranaires, qui
protégent I'organisme d’un fonction-
nement trop intense du complément,
et empéchent, notamment, la lyse des
cellules cibles du soi.

| Structure de C3

C3 est une glycoprotéine sérique
abondante (1,3mg/ml) formée de
deux chaines, o (110 kDa) et B
(75kDa), reliées par un pont disulfu-
re [3]. La caractéristique sans doute
la plus importante de cette protéine
réside dans sa capacité transitoire de
se lier de facon covalente a de nom-
breuses autres molécules. Ce pouvoir
lui est conféré par un thioester formé
au niveau de la chaine o par une
transestérification entre la cystéine
1010 et la glutamine 1013, au sein de
la séquence consensus GCGEQ (Gly-
Cys-Gly-Glu-Gln) : ce thioester se
forme apparemment spontanément
au cours de la biosynthése de la pro-
téine et provoque la perte du grou-
pement aminé de la glutamine. Cette
liaison est par la suite stabilisée a I'in-
térieur de la structure tridimension-
nelle du C3 natif. Au moment de la
formation de C3b, c’est-a-dire lorsque
C3 est clivé au cours de I'activation
du complément ou par action
d’autres protéases (trypsine, élastase,
etc.), un changement de conforma-
tion dans la protéine provoque I'ex-
position du thioester aux attaques nu-
cléophiles permettant, en théorie,
une réaction avec les groupements
—OH ou - NH, (figure 2). Cependant,
les travaux de Caroll [4] et de Law
[5] ont montré que la présence
d’une histidine en position 1126 sur
la séquence de C3 oriente trés forte-
ment la réactivité du thioester vis-a-vis
des hydroxyles et donc vers la forma-
tion de liaisons esters: ainsi, toute
protéine ou surface activatrice du
complément se trouvant dans I’envi-
ronnement proche de C3 au moment
de son clivage peut voir un de ses
groupements hydroxyles réagir avec
le thioester, ce qui a pour consé-
quence la formation d’une liaison co-
valente ; c’est le cas par exemple des
complexes immuns qui, du fait qu'ils
sont activateurs du complément, se

recouvrent de C3b aussi bien au ni- s
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Figure 3. Représentation schématique des différentes étapes de clivages pro-
téolytiques de C3. L’activation de C3 par les convertases du systéme com-
plémentaire ou par d’autres protéases provoque la formation de C3b et C3a.
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veau de I'antigeéne que de 'anticorps
[6]. La capacité de C3 de former unce
liaison ester est restreinte dans le
temps (demi-vie inféricure a la se-
conde) car les molécules d’eau peu-
vent elles aussi exercer une attaque
nucléophile et rompre le thioester;
cela a pour conséquence une perte
totale des capacités de C3 de former
unc liaison covalente avec des pro-
téines, le C3b formé restant en solu-
tion. La fonction thiol libérée peut,
également, étre impliquée dans la
formation de liaison covalente, soit
directement au cours de la rupture
du thioester [7], soit ultérieurement,
apres oxydation du — SH par exemple
[8]. C3 n'est pas la seule protéine a
pouvoir se lier de facon covalente a
d’autres molécules: elle partage cette
aptitude avec C4 (protéine du syste-
me complémentaire), I'a-2-macroglo-
buline ct la PZP (pregnancy zone pro-
tein), ces deux derniéres protéines
étant des inhibiteurs de protéases.
Toutes ces molécules contiennent la
méme séquence GCGEQ autorisant
la transestérification. Cependant, (3
est la seule protéine a posséder des
récepteurs ayant unc telle diversité
de fonctions et dont la répartition
couvre I'ensemble des cellules impli-
quées dans la réponse immune: €3
est la seule protéine dont la double
interaction soit aussi fondamentale
pour la réponse immune.

Fragments de C3
et récepteurs

L’activation de C3, telle qu’clle cst
abordée dans le paragraphe précé-
dent, correspond a un premier cliva-
ge protéolytique exercé au niveau de
la chaine a ct libérant un fragment
du co6té N-terminal appelé C3a
(10kDa). Le reste de la molécule
(C3b), soluble ou liée, subit par la
suite une série de protéolyses condui-
sant a la formation des fragments
iC3b, C3c, C3d ct C3dg (figure 3). Ces
fragments présentent pour la plupart
des activités et des interactions qui
leur sont propres; ils peuvent, en
effet, se lier a différents récepteurs
(CRI, 2, 3, 4 et 5, Tableau I), eux-
meémes répartis sur de trés nombreux
types cellulaires, et catalyser tout un
ensemble de réponses; les fragments
C3b, iC3b et C3d ont unc capacité de
lien bifonctionnel puisque, outre la
fixation sur les récepteurs, ils sont
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Tableau |

RECEPTEURS DES FRAGMENTS DE C3

Récepteur Composition

PM (kDA) Ligand

Localisation

CR1 1 chaine
polymorphique:

CD35

CR2 1 chaine:

CD21

145

CR3 2 chaines
o: CD11b

B: CD18

165
95

CR4 2 chaines
a: CD11c 150

B: CD18 95

CR5 1 chaine 95

160, 190, C3b,
220, 250

Erythrocytes,
lymphocytes B et T,
monocytes,
macrophages,
cellules folliculaires
dendritiques,
neutrophiles,
éosinophiles

(iC3b, C3c)

C3d, C3dg
(iC3b)

Lymphocytes B,
cellules folliculaires
dendritiques,
thymocytes

iC3b
(C3d)

Monocytes,
macrophages,
cellules folliculaires
dendritiques,
neutrophiles,
éosinophiles,
cellules K et NK,
lymphocytes T
iC3b Monocytes,
macrophages,
neutrophiles,
cellules K et NK
C3dg, C3d Lymphocytes B,
neutrophiles,
plaquettes

porteurs du lien covalent décrit pré-
cédemment: toute protéine qui aura
réagi avec le thioester au moment de
la transition C3/C3b pourra donc in-
teragir avec des cellules pour les-
quelles elle n’a, a priori, aucune affi-
nité, ct cela via les récepteurs
spécifiques des fragments de C3.

Les récepteurs les plus étudiés au ni-
veau structural sont certainement CR1
et CR2. Bien que leur répartition cel-
lulaire et leur affinité pour les frag-
ments de C3 soient différentes, ils pré-
sentent une tres forte analogie : ces
deux récepteurs sont formés de do-
maines appelés SCR (short consensus re-
peat) d’environ 60 acides aminés, pos-
sédant un squelette bien précis formés
de 4 cystéines reliées selon le schéma
1-3 et 2-4; d’autres acides aminés sont
fortement conservés tels les prolines,
tryptophanes, tyrosines et glycines.
Ces domaines ont 60 % a 100 % d’ana-

logie entre eux et sont répétés un
grand nombre de fois (16fois pour
CR2 et 30fois pour CR1); de plus,
dans le cas de CRI, les SCR sont re-
groupées par 7 formant des LHR (long
homologous repeat) (figure4). D autres
protéines du complément qui inter-
agissent avec C3 possedent également
des SCR (C4bp, MCP, DAF, B et C2).
Les différentes formes alléliques de
CR1 correspondent a des variations
dans le nombre des SCR.

La constante d’affinit¢ de CRI1 pour
C3b monomérique est faible
(2x10°M") mais augmente lorsque
C3b est polymérisé (42 7x10'M7) ; le
clivage de C3b en iC3b provoque une
perte d’affinité de la protéine pour
CRI (100 fois) mais en paralléle aug-
mente I'affinité pour CR2 (10 fois).
En ce qui concerne les fragments
iC3b et C3dg, ils se fixent de facon

identique sur CR2 ; comme CRI est me—
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Figure 4. Représentation schématique de CR1 et CR2 : détail d’'une région
SCR (short consensus repeat) avec indication des acides aminés fortement
conservés dans le cas de ces deux récepteurs. CR1 et CR2 sont constitu€s res-
pectivement de 30 et 16 SCR regroupés dans le premier cas en 4 zones de
forte analogie ou LHR (long homologous repeat).

cofacteur de la protéase I pour la
transformation de C3b en iC3b, nous
pouvons envisager la séquence d’in-
teractions suivante: (1) fixation de
C3b sur CRI, (2) clivage par I, (3)
transfert sur CR2. Bien que I’expres-
sion de CRI a la surface des érythro-
cytes soit faible, il revét une grande
importance du fait du nombre élevé
de ces cellules; dans ce cas, les ré-
cepteurs sont regroupés en amas, fa-
vorisant ainsi les interactions avec les
fragments de C3 se présentant sous
forme de polyméres (C3b-complexes
immuns par exemple). Les globules
rouges transférent vers le foie ces
complexes ou, la encore, CR1 sert de
cofacteur a I pour la transformation
de C3b en iC3b, ce qui permet la cap-
ture de ces complexes par les cellules
de Kuppfer qui possedent des récep-

teurs de type CR3 et CR4. Au cours
de ces processus, il semble que CR1
soit aussi éliminé de la surface des
globules rouges, ce qui fait que,
lorsque la formation des complexes
immuns est continue, leur transfert
est de moins en moins efficace a
cause du manque en CRI. Dans le cas
de déficit complémentaire, I'absence
d’interaction de ces complexes avec
les globules rouges (faute de C3b
fixé) se traduit par des dépots dans
certains tissus (rein, peau, muscle...)
ou ils déclenchent des réactions in-
flammatoires.

CR3 et CR4 sont les seuls récepteurs
dont la fixation du ligand (iC3b) est
dépendante de la présence de cal-
cium ; CR5, quant a lui, a été décrit
beaucoup plus récemment [9] et n’a
pas encore été étudié en détail.
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Fragments de C3
et signalisation
intracellulaire

Le groupe de Fearon (Baltimore,
MD, USA) [10] a montré qu’a la sur-
face des lymphocytes B, CR2 est asso-
cié a une autre molécule, CDI19, im-
pliquée dans les modifications du
calcium intracellulaire: la réticula-
tion des molécules CD19 ou CR2,
qu’elle soit le résultat de I’ajout d’an-
ticorps spécifiques ou de polymeres
de C3d (dans le cas de CR2), pro-
voque I’activation d’'une phospholi-
pase C et conduit a une augmenta-
tion de la concentration intracel-
lulaire de calcium; ce phénomeéne
entre en synergie avec la réticulation
des Ig de surface (slg) (10, 11], mais
les effets restent fondamentalement
différents, puisque la fixation des an-
ticorps sur les slg entraine les cellules
dans un processus de division, consé-
quence absente dans le cas de CD19
et CR2. D’autres éléments sont a
prendre en considération, tels que
I'association de CD19 avec Leu-13 ou
avec TAPA-1 (CD81), ce dernier
ayant été décrit comme capable de
s’associer aux molécules de classe II.
Le groupe de Frade a, par ailleurs,
démontré que CR2 peut interagir au
niveau intracellulaire avec la protéine
fixatrice de calcium P68 [12] et avec
I’anti-oncoprotéine p53 [13] et, par
ce biais, déclencher une entrée des
cellules dans le cycle de division cel-
lulaire. Toutes ces interactions res-
tent cependant les éléments d'un
puzzle non encore assemblé.

La phosphorylation, en présence
d’un ester de phorbol, de la partie in-
tracellulaire des récepteurs des frag-
ments de C3 a été démontrée dans le
cas de CR1 et de CR2 [14]; une cer-
taine spécificité cellulaire apparait,
puisque CRI est phosphorylé lorsqu’il
est situé a la surface des macrophages
et des neutrophiles et non a la surfa-
ce des lymphocytes B, alors que CR2
ne I’est que dans ce dernier cas. Le
role exact de ces phosphorylations
n’est pas encore bien défini, mais
elles semblent étre un préalable aux
internalisations lors de la fixation des
ligands respectifs (C3b et C3dg); la
relation entre ces deux phénomenes
n’est, cependant, pas totalement éta-
blie. Dans le cas de CR3, une activa-
tion cellulaire (par un ester de phor-
bol) est aussi nécessaire pour que la
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fixation de iC3b monomeére aux mo-
nocytes ou aux neutrophiles entraine
une phagocytose; cette activation
conduit a la phosphorylation de la
chaine B du récepteur, chaine com-
mune a LFA-1, CR3 et CR4, alors que
la chaine o n’est pas phosphorylée
[15]. En revanche, la réticulation des
récepteurs de type CR3 en présence
d’anticorps ou de polymeéres de iC3b
induit des phosphorylations intracel-
lulaires dépendantes de la protéine
kinase C (PKC), puisque inhibées par
la staurosporine [16], et entraine une
sécrétion d’ions superoxides (Oy,) et
de peroxyde d’hydrogéne (H,O,)
dans le cas des neutrophiles. Le plus
souvent, I'activation des cellules pro-
voque une augmentation du nombre
de récepteurs exprimés: les mono-
cytes au repos, comme les éosino-
philes et les neutrophiles, expriment
peu de CRI (de I'ordre de 5000 mo-
lécules par cellule) alors qu’aprés
ajout de peptides chimiotactiques
(Cba, FMLP, formyl-méthionine-leuci-
ne-phénylalanine) ou d’ester de phor-
bol, leur nombre augmente rapide-
ment, pouvant atteindre, par
exemple, 30 000 CR1 par cellule dans
le cas des monocytes. L’infection des
lymphocytes B par le virus d’Epstein
Barr (EBV) provoque aussi une forte
augmentation du nombre de CRI qui
passe de 10 000 récepteurs par cellule
a 50 000, et de CR2 qui peut atteindre
100 000 molécules par cellule. De
méme, l'infection de cellules T par
HTLV-1 induit I’expression de CR2.
L’internalisation des récepteurs de
C3 et leur trafic intracellulaire ou re-
cyclage éventuel ont été peu étudiés
jusqu’a maintenant, si ce n’est dans le
cas de CRI qui a été décrit comme
entrant dans la cellule par des voies
indépendantes des puits a clathrine
et requérant I'intégrité des microfila-
ments [17].

En dehors des transmissions intra-
cellulaires du signal, la fixation des
fragments de C3 sur leurs récepteurs
respectifs a aussi des conséquences au
niveau des autres récepteurs mem-
branaires. En effet, de nombreuses
expériences indiquent une relation
étroite entre les récepteurs du
complément et ceux des parties Fc
des immunoglobulines: ainsi, CR3 et
FcyRIIIb «cocappent» lors des inter-
actions avec leur ligand, effet inhibé
par des saccharides interagissant avec
une partie fixatrice des lectines sur

CR3 ; plus récemment, on a montré
que les formes solubles des récep-
teurs CD16 (FcyRIII) et CD32 (Fc-
YRII) [18] se lient aux récepteurs
CR3 et CR4 et entrent, de ce fait, en
compétition pour la fixation de iC3b
sur ces derniers (]. Galon, C. Sautes,
Institut Curie, communication per-
sonnelle). De méme, CR3 et FcyRII
cooperent pour la synthése de leuko-
trienne B4; différents auteurs [19]
ont montré que les complexes im-
muns doivent se fixer a la fois sur les
récepteurs des parties Fc des immu-
noglobulines et sur les récepteurs de
type CR3 pour étre phagocytés: en
effet, des anticorps monoclonaux
anti-CR3 peuvent bloquer la phagocy-
tose dépendante des récepteurs Fc.
En ce qui concerne les lymphocytes
B, il a été démontré que CR2 se lie
aux récepteurs des IgE (CD23), I'as-
sociation de ces deux récepteurs sem-
blant contréler la production de ce
type d'immunoglobulines [20].

Dans une autre série d’expériences, il
a été montré que la fixation des frag-
ments de C3 sur les macrophages in-
hibe la fixation des immunoglobu-
lines sur leurs récepteurs Fc [21], ce
qui a pour conséquence de diminuer
'activité cytotoxique dépendante des
anticorps de ces mémes macro-
phages. Tous ces exemples démon-
trent que la production des frag-
ments de C3 est un élément
important dans la régulation dela ré-
ponse immune.

Fragments de C3
et cellules impliquées
dans la réponse immune

De facon générale, la fixation de C3
ou de ses fragments sur une cellule
n’a pas les mémes conséquences
selon qu’il est a I’état monomere ou
polymere (Tableau II), ce dernier état
correspondant a la fixation de plu-
sieurs molécules de C3b sur un méme
support (complexes immuns, bacté-
ries, cellules...) : ainsi, C3b polyméri-
sé a-t-il la capacité d’induire I’entrée
de cellules B en phase S, ce que ne
peut pas C3b monomeére; en re-
vanche, ce dernier est capable d’inhi-
ber une prolifération induite par des
anticorps anti-Ig de surface [22]. Par
la suite, les récepteurs mis en jeu et
les zones d’interactions de C3 ont été
précisés grace a I'utilisation de pep-
tides de synthese [23].
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Tableau Il

MODIFICATIONS INDUITES PAR LES FRAGMENTS DE C3

Fragment monomeériques

Expériences réalisées en présence de fragments

polymériques

» Production
de lymphokines

C3b

iC3b » Phagocytose

C3dg
des lymphocytes B

des lymphocytes T

« Inhibition de la prolifération

¢ Inhibition de la prolifération

« Facilitation de I'élimination
des complexes immuns

« Focalisation des antigénes
sur les tissus lymphoides

« Stimulation de la prolifération
des lymphocytes B

« Stimulation de la prolifération
des lymphocytes T dépendante
de IL2

» Accroissement de la
cytotoxicité K et NK

» Phagocytose
» Augmentation de la cytotoxicité
dépendante des anticorps

 Stimulation de la prolifération
des lymphocytes B

Nous avons montré que les macro-
phages, aprés activation, possédent la
double capacité de sécréter et de cli-
ver C3 grace a des protéases que ces
cellules possédent a leur surface
(élastase, cathepsine G), ce qui
conduit a la fixation directe des frag-
ments produits a la surface des cel-
lules [24]. Ces résultats laissent a pen-
ser qu’'une coopération est possible
entre les macrophages et les lympho-
cytes B par I'intermédiaire du C3 dé-
posé qui pourrait intervenir lors d’in-
teractions cellules/cellules comme
lors de la présentation des antigénes
avec, pour conséquence, une induc-
tion de la prolifération des cellules B.
En ce qui concerne les lymphocytes
T, il a été montré que C3b agrégé sti-
mule la prolifération des lympho-
cytes T en synergie avec I'IL2; cette
stimulation est restreinte aux T hel-
per, ce qui résulte sans doute d’une
différence dans la répartition ou I'ac-
tivité des récepteurs présents sur ce
type cellulaire, comparé aux T cyto-
toxiques. Il faut aussi tenir compte
d’une interaction directe entre C3b
et I'[L2 qui peut empécher la fixa-
tion de C3b agrégé sur CRl comme
cela a été démontré [25]. A I'opposé

de ces résultats, un petit fragment de
C3 (C3dg) a la capacité d’inhiber la
prolifération des lymphocytes T,
qu’elle résulte d’une stimulation an-
tigénique ou mitogénique. Toutes
ces observations ne permettent pas
d’interpréter de facon évidente le
role de C3 dans la prolifération des
lymphocytes T, mais il se dégage ce-
pendant une capacité évidente de
controle de leur prolifération par
I'intermédiaire de CR1 et CR2, ces
récepteurs ayant des roles opposés,
favorisant ou inhibant respective-
ment [’activation cellulaire. Par
ailleurs, la prolifération des lympho-
cytes T en réponse a une présenta-
tion d’antigéne par une cellule spé-
cialisée (lymphocyte B par exemple)
est fortement augmentée lorsque cet
antigene est lié de facon covalente a
des fragments de C3 [26]; cepen-
dant, ce phénomene (sur lequel
nous reviendrons par la suite) résul-
te d’une série de réactions (interna-
lisation, apprétement de l’antigene,
interaction des peptides avec les mo-
lécules de classe Il...) qui font que le
phénomeéne observé ne correspond
pas forcément a une interaction di-
recte entre C3 et les lymphocytes T.
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[’établissement des cellules B mé-
moires en réponse a des antigénes
dépendants des cellules T nécessite la
présence de C3, comme I'ont montré
des expériences réalisées avec des
souris déficientes en cette protéine
[27]: C3 doitimpérativement étre lié
de facon covalente a I'antigéne pour
que celui-ci puisse étre fixé par les
cellules folliculaires dendritiques ;
ces cellules, incapables de phagocy-
ter, sont en contact étroit avec les cel-
lules B et le micro-environnement
ainsi créé induirait leur diftérencia-
tion en cellules mémoires. On peut
envisager, par analogie avec d’autres
expériences, que cette différencia-
tion soit le résultat de divers signaux
viales récepteurs du complément, les
récepteurs Fc et les immunoglobu-
lines de surface. D'autres observa-
tions devront étre réalisées avant que
puissent étre interprétés de facon
complete ces phénomeénes.

Réle de C3
dans la reponse immune

Des expériences réalisées in vivo a
l'aide d’animaux déficitaires en C3
ont montré une altération de la ré-
ponse immune, observée en particu-
lier lorsque la quantité d'antigéne in-
jectée est faible. Ces modifications se
traduisent par un taux d’anticorps
spécifiques fortement réduit et une
absence de commutation IgM/IgG
[28]. L’utilisation de fortes quantités
d’antigeéne induit, en revanche, une
réponse normale. Des résultats globa-
lement similaires ont été obtenus
apres injection de complexes CR2-Ig
anti-CR2 a des souris non déficitaires
en C3: dans ces conditions, une di-
minution de la réponse aux antigénes
injjectés ultérieurement a été enregis-
trée, sc¢ traduisant par un taux trés
faible d’anticorps spécifiques de type
M, Gl, G2a, G2b et G3; ces résultats
seraient dus a une compétition entre
les récepteurs CR2 solubles injectés
et les récepteurs membranaires nor-
malement présents a la surface des
cellules [29], diminuant les interac-
tions entre les fragments de C3 et les
cellules, ce qui empéche I'amplifica-
tion de la réponse immune normale-
ment induite par cette fixation. Ces
données, non seulement mettent en
évidence le role de C3, mais précisent
aussi la nature des récepteurs impli-
qués dans ces interactions; CR2
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scmble étre l'intermédiaire prépon-
dérant, tout au moins dans I'espéce
murine.

En dehors des effets décrits dans les
paragraphes précédents, du fait de
leur capacité de se lier de facon cova-
lente aux complexes immuns, les
fragments de C3 peuvent favoriser
I'interaction des antigénes avec les
cellules présentatrices: ainsi, nous
avons pu montrer par des expé-
riences réalisées in vitro, utilisant des
antigenes complexés ou non a C3b,
que la réponse proliférative des lym-
phocytes T résultant de ’appréte-
ment de cet antigéne par des lym-
phocytes B est obtenue pour des
concentrations beaucoup plus faibles
(jusqu'a 100 fois) lorsque les com-
plexes antigéne-C3b sont utilisés. Au
cours de la réponse primaire, la sé-
crétion d’IgM spécifiques de I’antige-
ne provoque la formation de com-
plexes immuns fortement activateurs
du complément et induit la fixation
covalente de C3b sur I'antigéne im-
pliqué dans ces complexes. L'équipe
de Ross (Louisville, KY, USA), en po-
sant comme hypothése la possibilité
d’une réaction des antigénes avec des
anticorps de faible activité mais a
spectre large, a envisagé la formation
de complexes immuns et donc la fixa-
tion de C3b méme au cours de la ré-
ponse immune primaire [30]. En uti-
lisant de la KI.LH comme antigéne
modeéle, elle a montré la formation
de complexes immuns puis la fixation
de C3b sur ces complexes; ce travail
a été prolongé par la mise en éviden-
ce d'une plus grande fixation sur les
cellules B et, dans ces conditions,
d’une meilleure présentation de I'an-
tigéne. Ses résultats mettent aussi
I’accent sur la nécessité d’'une double
signalisation via les récepteurs de C3
et les parties Fc des immunoglobu-
lines, afin d’éviter les phénomeénes
d’anergie au niveau des lymphocytes
T (figure 5).

Grace a un modeéle similaire, Chu et
al. (Durham, NC, USA) [31] ont
montré que l'a-2-macroglobuline
(protéine trés proche de C3) a un
effet adjuvant in vivo lorsqu’elle est
liée de facon covalente a un antige-
ne; ces expériences, réalisées chez le
lapin, montrent que I’0-2-macroglo-
buline est capable de cibler I'antige-
ne sur les cellules immunes par I'in-
termédiaire de ses récepteurs (CD91)
et, de ce fait, accroit la réponse anti-

corps. Si la liaison covalente avec I'an-
tigéne se forme de maniére identique
pour I'a-2-macroglobuline et C3, la
réactivité est cependant générale-
ment restreinte aux protéases dans le
premier cas alors que C3 peut se fixer
sur tous les antigenes, quelle que soit
leur nature; C3 possede donc un
spectre d’activité beaucoup plus
large.

C3 peut donc, dans un premier
temps, amplifier la focalisation de
I'antigéne sur les cellules présenta-
trices et, dans un second temps, mo-
difier les étapes de I’apprétement in-
tracellulaire des antigeénes; cette
affirmation est étayée par de récentes
observations in wvitro concernant la
présentation d’immunoglobulines
murines (utilisées comme anti-
genes) : des expériences, réalisées a
I'aide de complexes covalents Ig-C3b,
de lymphocytes B (cellules présenta-
trices d’antigéne) et de clones T spé-
cifiques, ont prouvé que seule la pré-
sentation correspondant aux
épitopes de la chaine lourde est am-
plifiée et non celle des épitopes situés
sur la chaine légere [32]. Or, il a été
montré que dans ces complexes cova-
lents Ig-C3b, seule la chaine lourde
fixe C3b; ces observations suggerent
que l'influence de C3b s’étend aux
étapes suivant 'internalisation et la
réduction intracellulaire qui, seule,
permet la séparation de la chaine
lourde et de la chaine légere. Par
ailleurs, nous avons pu montrer que
le lien covalent entre C3b et I'antige-
ne persiste en treés grande partie dans
les endosomes et, de facon plus res-
treinte, dans les lysosomes; de plus,
I'analyse de la répartition intracellu-
laire des antigeénes apreés internalisa-
tion montre que I'entrée via les ré-
cepteurs de C3 oriente I'antigéne en
grande partie vers les compartiments
endosomiques alors que I’accumula-
tion des antigénes dans les lysosomes
n’est pas modifiée par la fixation de
C3b [33].

Quelques cas humains de déficit en
C3 ont été décrits a propos desquels
nous pouvons remarquer un déséqui-
libre sexuel puisqu’ils concernent un
homme pour six femmes. Ces déficits
sont en général associés a des mala-
dies: infections pyogéniques particu-
lierement importantes chez les
jeunes sujets, troubles liés a la pré-
sence de complexes immuns, lupus
érythémateux systémique et gloméru-
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lonéphrite membranoproliférative.
Ces déficits ne se traduisent pas par
une modification quantitative des im-
munoglobulines mais qualitative
(baisse des IgG particuliéerement
forte pour I'isotype IgG4).

Conclusion
et perspectives

Il est maintenant incontestable que le
role de C3 et de ses fragments débor-
de le simple fonctionnement du sys-
téeme complémentaire puisqu’il inté-
resse de nombreuses phases de la
réponse immune [34]: opsonisa-
tions, proliférations cellulaires, cyto-
toxicité ; C3 permet aussi la solubili-
sation des complexes immuns
circulants, se fixe de facon covalente
sur les antigenes, entraine leur focali-
sation sur les lymphocytes B et inter-
vient dans I’établissement de la mé-
moire immunologique. Mais il faut
reconnaitre que, si un schéma géné-
ral d’interaction commence a se des-
siner, il reste encore beaucoup d’in-
connues. Il est aussi évident que, si la
formation d’un lien covalent entre
C3b et 'antigéne potentialise la ré-
ponse immune, cette liaison peut
aussi avoir des conséquences néfastes
pour I'organisme. En effet, C3 favori-
se les interactions de I'antigéne avec
les cellules impliquées dans la répon-
se immune, mais cette relation privi-
légiée qui s’établit entre I'antigéne et
la cellule via le vecteur C3b peut faci-
liter I'invasion de I'organisme par des
agents pathogénes. Ainsi, différents
groupes ont montré que les protéines
de I’enveloppe du virus HTLV-1 sont
capables d’activer le complément
[35], ce qui a pour conséquence une
fixation de fragments de C3 sur le
virus ; il en résulte une focalisation
du virus a la surface des lymphocytes
T CD4' porteurs des récepteurs CRI
et CR2 [36], ce qui favorise I'infec-
tion de ces cellules. Ces résultats sont
corroborés par des expériences réali-
sées a l'aide de différents modéles
cellulaires: dans le cas de macro-
phages (U937), l'infection est inhi-
bée par des anticorps anti-CR3; de
méme, des cellules T naturellement
difficiles a infecter (RAJI) deviennent
trés sensibles au virus en présence de
complément. A 'opposé de cet effet,
C3 semble pouvoir aussi se déposer a
la surface des cellules infectées et ca-
talyser leur élimination par I'intermé-

Fc
récepteur

CR2/CD21

Ig de
surface

v

Membrane

Signal optimum

Figure 5. Représentation schématique des interactions entre CR2 et CD19,
CD81 et Leu-13. Le signal correspondant d’une part & la double fixation des
fragments de C3 et de I'antigéne sur CR2 et les Ig de surface ou (et) d’autre
part 3 la fixation simultanée de C3dg et des anticorps respectivement sur CR2
et les récepteurs Fc provoque une réponse optimale au niveau cellulaire.
PLC : phospholipase C, PI3K : inositol-3 phosphokinase.

diaire de la voie alterne du complé-
ment [37].

En ce qui concerne le virus d'Epstein
Barr, si C3 n’est pas directement im-
pliqué, une des protéines de I’enve-
loppe (gp350) est capable de mimer
son action et d’induire la fixation du
virus sur CR2, provoquant son inter-
nalisation et donc I'infection.

Tous ces exemples démontrent qu’il
est important d’approfondir nos
connaissances sur C3 et sur tout ce
qui est en relation avec cette protéi-
ne. L’établissement de nouveaux mo-
déles utilisant des animaux transgé-
niques [38] autorisera des expé-
riences in vivo qui devraient per-
mettre d’étudier, par exemple, I'éta-
blissement des cellules mémoires ou

le role de C3 dans I'établissement du
répertoire T. L’amélioration des
connaissances concernant les diffé-
rentes capacités de C3 peut aussi
avoir un intérét en dehors du monde
de I'immunologie, puisqu’a diffé-
rentes reprises les fragments de C3
ont été décrits comme intervenant
dans d’autres systémes, tels que la fé-
condation, par exemple [39].

L’interaction de C3 avec I'antigéne
observée méme au cours de la répon-
se primaire est le premier élément
d’une cascade de réactions qui per-
met la focalisation a la surface des cel-
lules immunocompétentes, puis I'in-
ternalisation et enfin I'apprétement
de I'antigéne. Toutes ces étapes doi-
vent étre analysées de facon précise
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car, s'il est évident que C3 n’est pas
toujours indispensable a la réponse
immune, il est tout aussi évident que
cette protéine représente un élément
amplificateur important capable d’in-
duire une réponse en présence de
faibles concentrations d’antigene.
Mieux comprendre le réle de C3,
c’est également mieux comprendre
comment I'organisme se défend pré-
cocement. Cela devrait permettre de
définir des outils capables d’amplifier
la réponse immune et utilisables par
exemple au niveau des vaccins W
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Summary

C3, a complement protein with many functions

C3 is an important protein of the
complement system involved in
both classical and alternative path-
ways. Activation of C3 results from
its proteolytic cleavage which in-
duces structural modifications in
the molecule; the ensuing disrup-
tion of an intra-molecular thioester
allows C3 to bind covalently,
through nucleophilic groups (-OH
or -NH,), to acceptors such as bac-
teria, cell surface, immune com-
plexes or other proteins. Thus, co-
valent binding of C3 to antigen,
already demonstrated in immune
complexes, has important conse-
quences on the immune response.
The result of these interactions is an
increased antigen-binding on, and
antigen-uptake by antigen presen-
ting cells through receptors (CR1 to
CRb) specific for C3 fragments. Fur-
thermore, C3 fragments modify the
processing of these antigens in the
endosomes and lysosomes: all these
results are in favour of an involve-
ment of C3 and its fragments in the

immune response. This is confir-
med by experiments carried out
with deficient animals indicating
that C3 is implicated at different le-
vels, such as the IgM/IgG switch and
the establishment of B cell memory.
C3 is also involved in the clearance
of immune complexes, in phagocy-
tosis and in cell cytotoxicity. Even
the B and T cell proliferation may
be increased or inhibited in relation
to the aggregation or proteolysis of
the C3 fragments. Due to its capaci-
ty to interact with cell receptors, C3
may also increase HIV infection of
macrophages and T lymphocytes
after opsonisation of the virus. The
results clearly indicate that C3 and
its proteolytic fragments play a role,
not only in the complement system,
but also in the establishment of the
immune response, as an adjuvant
capable of increasing the interac-
tions between the antigen and the
cells involved in its detection and
elimination.
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