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Protéines de stress: soi,
non-soi et réeponse immune

Les heat shock proteins (HSP), ou protéines de stress, sont
des chaperons moléculaires qui s’associent a d’autres pro-
téines, ayant perdu (dénaturation thermique ou oxydative)
ou n’ayant pas encore acquis (biosynthese) leur confor-
mation tridimensionnelle. Elles favorisent, soit leur assem-
blage, leur repliement ou leur transport dans les diffe-
rents organites intracellulaires, soit leur dégradation. Leur
expression constitutive et leur conservation extréme au
cours de I’évolution suggerent qu’elles jouent un role
essentiel dans la vie cellulaire. Exprimées a la surface des
cellules présentatrices de I’antigene ou des cellules tumo-
rales, les protéines de stress pourraient intervenir dans
la réponse immune spécifique, comme molécules présen-
tatrices de I’antigéne elles-mémes, ou comme molécules
accessoires, nécessaires aux interactions entre les diffeé-
rentes cellules immunitaires. Elles constituent aussi des
antigenes puissants pour 'activation lymphocytaire. La sti-
mulation des lymphocytes T spécifiques des HSP pourrait
amplifier la réponse immunitaire et participer a la sur-
veillance immune, a I’élimination des cellules infectées
(cellules T cytotoxiques), a la protection (immunité de vac-
cination), mais aussi a des phénomenes d’auto-immunité
par mimétisme moléculaire entre les HSP des pathogénes
et celles de I’hote (cellules T auxiliaires), enfin a la pro-
tection précoce au niveau des épithéliums (cellules T ¥d).

a synthése des protéines Les protéines de stress s’associent a

du choc thermique (heat d’autres protéines, ayant perdu
shock proteins, HSP), initia- (dénaturation) ou n’ayant pas
lement décrite en réponse encore acquis (biosynthése) leur

a des traitements qui accé- conformation tridimensionnelle. La

lerent la dénaturation des protéines
(comme le choc thermique), est un
moyen de défense généralisé, déve-
loppé par la cellule pour faire face
a la grande diversité des agressions
auxquelles elle peut étre soumise.
Les HSP sont d’ailleurs aussi appe-
lées protéines «de stress» (nomen-
clature moins restrictive que HSP).

finalité de ces interactions molécu-
laires est multiple : prévenir I’agré-
gation des protéines altérées ou en
cours de biosynthése, éliminer les
protéines anormales reconnues
comme étrangeres (non-soi) et/ou
participer au transfert des protéines
du cytoplasme vers la membrane

plasmique ou vers des organites tels a——
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que les mitochondries, le réticulum
endoplasmique, les lysosomes ou le
noyau. C’est sur la base de ces inte-
ractions que les HSP ont été bapti-
sées chaperons moléculaires [1]. Les
HSP ont été extrémement conservées
a travers |'évolution, et la plupart des
propriétés fonctionnelles et structu-
relles des protéines bactériennes se
retrouvent chez leurs homologues
eucaryotes. Par ailleurs, ces protéines
ubiquitaires sont également des anti-
genes majeurs lors d’infections bac-
tériennes ou parasitaires. L.” immuno-
génicité des HSP (du soi ou du non-
soi) ouvre des nouvelles perspectives
d’études que peuvent explorer aussi
bien I'immunologie cellulaire, que
'immunologie infectieuse et I'auto-
immunité (figure 1).

l La réponse heat shock

[’exposition cellulaire a une éléva-
tion de température ou a d’autres
agressions induit dans toute cellule
une réponse instantanée et transi-
toire appelée réponse heat shock.
Cette réponse se traduit par la dimi-
nution de la traduction des ARN
messagers et de la synthese des pro-
téines cellulaires normales, par
I'inhibition de certaines activités
enzymatiques et par des altérations
morphologiques (modifications du
cytosquelette et de la chromatine).
De facon quasi simultanée, la cellule
met en place un systéme de protec-
tion caractérisé par l'induction de la
transcription d’une famille de génes
spécifiques qui aboutit a la synthése

Protection cellulaire Apprétement et
héte / pathogéne présentation de l'antigéne

Molécules chaperons
(ubiquitaires et conservées)

@

Immunogeéenes

Immunité 3 e o
[anti-infectieuseJ (Immunopathologlej ( Autoimmunité '

Figure 1. Les différentes implications des HSP au cours de la réponse
immune. Les HSP possédent deux propriétés essentielles a I'origine de leurs
diverses fonctions dans la réponse immunitaire. Le fait qu’elles soient de
remarquables chaperons moléculaires leur permet de participer a des pro-
cessus aussi complexes que la présentation de I’antigéne et la protection
cellulaire. Ce potentiel protecteur s’‘exerce aussi bien dans la cellule stres-
sée (restauration des protéines cellulaires endommagées lors du stress,
dégradation des molécules anormales) que dans I’'agent pathogene (survie
des bactéries). Les HSP sont les cibles préférentielles d’une réponse immu-
nitaire spécifique (lymphocytes T et anticorps anti-HSP), alors que le carac-
tere ubiquitaire et conservé de ces protéines peut étre a l'origine de pro-
cessus immunitaires contradictoires comme la surveillance et la protection
immunes, d’une part, et I'auto-immunité, d’autre part.
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puis a I'accumulation intracellulaire
des protéines de stress. Cette phase
d’adaptation est nécessaire a la res-
tauration progressive des fonctions
cellulaires normales.

Les facteurs susceptibles d’engendrer
ce type de réponse peuvent étre
regroupés en trois catégories
(figure 2): (1) en I'absence d’agres-
sion, le cycle et la différenciation
cellulaires ou les phases précoces de
I'embryogenése et de la spermatoge-
nese; (2) les agressions de I'envi-
ronnement, dont les exemples les
plus classiques sont le choc thermi-
que et les radicaux libres de I'oxy-
geéne; (3) les agressions engendrées
par des états pathologiques tels que
fievre, inflammation ou ischémie-
reperfusion. Face a la diversité de

ces inducteurs, un des objectifs
majeurs reste la compréhension des
mécanismes par lesquels ’agression

est détectée par la cellule et I'infor-
mation transmise au systéme
transcriptionnel.

L’activation transcriptionnelle des
geénes heat shock a surtout été étudiée
pour un groupe de protéines d’envi-
ron 70kDa correspondant a la
famille des HSP70 [2]. Plusieurs
genes codant pour des membres de
cette famille ont été clonés chez les
mammiferes et chez les organismes
inférieurs et les éléments responsa-
bles du contrdle de I’activation de
la transcription de ces génes ont été
caractérises.

Chez I’homme, deux facteurs heat
shock (HSF) ont été décrits avec des

1: Conditions 2: Etats

physiologiques

 Cycle cellulaire

¢ Développement
et différenciation

* Oncogeénes et
proto-oncogénes

|

S

physiopathologiques

s Fievre et inflammation

¢ Ischémie / reperfusion

* Hypertrophie

¢ Infections virales

* Phagocytose (pour le
phagocyté et/ ou le
phagocytant)

3: Environnement

¢ Choc thermigue

« Stress oxydant

* Analogues d'acides aminés

* Métaux lourds

¢ Inhibiteurs du métabolisme
énergétique

Protéines
de
stress

Figure 2. Classification des différents inducteurs de la réponse cellu-
laire au stress (adaptée avec permission de Morimoto et al. [35]). Les induc-
teurs connus pour entrainer une augmentation de la synthése des protéi-
nes de stress peuvent étre classés en trois groupes : (1) certaines conditions
physiologiques comme la croissance cellulaire ou le développement,;
(2) certains états physiopathologiques ou maladies,; (3) certaines agressions
provenant de I'environnement. Chacune de ces conditions induit une oligo-
mérisation du facteur HSF qui pénétre alors dans le noyau pour se lier a
la séquence HSE située dans la région promotrice des génes heat shock.
Cela conduit a l'induction de lI'expression des genes heat shock et a la
synthése des HSP. Comme cela a été décrit dans le texte, I'activation du
HSF suite & une agression cellulaire concerne exclusivement HSF1.
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roles fonctionnels distincts. Alors
que l'affinité de HSFI pour I’ADN
nécessite une agression cellulaire,
celle de HSF2 est constitutive.
Comme d’autres éléments régula-
teurs transcriptionnels inductibles,
les HSF sont synthétisés et stockés
sous une forme latente en absence
d’agression. La capacité de liaison a
I'ADN est acquise aprés activation
(choc thermique) ; dans ces condi-
tions, on observe un changement de
conformation du HSF1 qui sassocie
pour constituer des homotriméres
capables de se fixer sur des sites spé-
cifiques dits heat shock elements (HSE)
composés de trois modules de cinq
paires de bases (nGAAn) agencés
selon le modele: nGAAnnTTCnn-
GAAnN. Malgré une homologie totale
inférieure a 40 %, tous les HSF con-
servent en commun deux domaines:
le site de liaison a I’ADN et la
séquence hydrophobe impliquée
dans I'oligomérisation du HSF. La
mise en évidence d’une association
entre les HSP et le facteur HSF1,
ainsi que leurs caractéristiques de
chaperon moléculaire, suggeérent
que les protéines de stress pour-
raient participer au controle de leur
propre synthese, soit en maintenant
les HSF1 dans leur forme inactive,
soit en favorisant leur oligomérisa-
tion.

des HSP

Les HSP sont habituellement clas-
sées en familles, selon leur poids
moléculaire apparent sur gels d’élec-
trophorese, leurs principaux agents
inducteurs et leurs fonctions
(TableawI). La famille des HSP70
contient des protéines constitutives
(heat shock cognate, HSC), des protéi-
nes inductibles et des protéines con-
trolées par le glucose (glucose regu-
lated proteins, GRP). Jusqu’a présent
dix génes codant pour des HSP70
ont été localisés dans le génome
humain, sur les chromosomes 5, 6,
14 et 21. Ceux répertoriés sur le
chromosome 6 sont situés dans le
complexe majeur d’histocompatibi-
litt (CMH) [3], ce qui a fait envisa-
ger des mécanismes de régulation
communs pour I’expression des
molécules du CMH et des HSP.
Nous avons montré que I’exposition

I Structure et fonctions
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de cellules B a un choc thermique
ou au peroxyde d’hydrogéne
(H,O,) augmentait I'expression des
molécules de classe I a la surface de
ces cellules [4].

L’analogie avec les molécules du
CMH se poursuit au niveau structu-
rel: D'extrémité hétérogene C-
terminale des HSP contient le site
de liaison au substrat, lequel est
apparenté a la gouttiere des molé-
cules HLLA de classe I qui fixe les
peptides immunogénes [5]. Les
régions reconnues par les HSP cor-
respondent a des sites structuraux
hydrophobes normalement enfouis
dans la molécule et qui deviennent
accessibles aprés dénaturation ou
dégradation. L’interaction des HSP
avec ces protéines dénaturées ou
dépliées favorise soit leur assem-
blage, leur repliement ou leur trans-
port dans les différents organites
intracellulaires, soit leur dégrada-
tion. Cette interaction est ensuite
rompue avec hydrolyse d’ATP. En
effet, les HSP70 contiennent a leur
extrémité N-terminale un domaine
commun trés conservé correspon-
dant a un site de liaison a I'ATP et
a l'activité ATPasique.

L’expression constitutive de la plu-
part des HSP indique que ces pro-
téines jouent un role essentiel dans
le bon fonctionnement de la cellule,
et cela méme en dehors de toute
agression, en participant, entre
autres, a la biosyntheése des protéi-
nes, a la transmission des signaux ou
a la prolifération cellulaire. Aprés
une agression cellulaire, ce role des
HSP deviendrait plus important
encore, et c’est ainsi qu’elles repré-
senteraient un systeme de protection
universel.

Aprés une infection bactérienne, dif-
férents mécanismes de défense
(radicaux libres de I'oxygéne, cyto-
kines, protéases...) sont développés
par la cellule-hdte. La production
des radicaux libres de I'oxygéne pro-
voque une dénaturation des protéi-
nes et, de ce fait, I'induction de la
synthése des HSP. Ces HSP nouvel-
lement synthétisées permettraient a
la cellule-héte de maintenir I'inté-
grité structurelle et fonctionnelle des
protéines cellulaires et participe-
raient a I'élimination du pathogene,
soit en favorisant le catabolisme des
protéines bactériennes altérées par

les radicaux libres de I'oxygene
et/ou les protéases, soit en partici-
pant a I'apprétement et a la présen-
tation des antigénes bactériens.

Ainsi, pour survivre a 'intérieur de
la cellule-hote, et notamment apres
I'explosion oxydative phagocytaire,
Salmonella typhimurium synthétise les
HSP70 et HSP60. Des mutants de S.
typhimurium, déficients pour I'induc-
tion de ces HSP en réponse a
I'agression oxydative, sont incapables
de survivre et de se multiplier a
I'intérieur de macrophages [6]. De
méme la survie intracellulaire de Lis-
teria  monocylogenes apres infection
d’'une cellule-hote nécessite la
synthése d’une protéine de 58 kDa
identifiée comme la listériolysine.
Des mutants de Listeria, déficients
pour la production de listériolysine,
sont incapables de survivre dans les
macrophages [7]. Le fait que cette
protéine soit également induite
aprés un choc thermique suggeére
qu’il s’agit aussi d’'une protéine de
stress.

Ces deux exemples indiquent que
les HSP pourraient favoriser la sur-
vie des bactéries dans I'environne-
ment intracellulaire hostile des
cellules-hotes, soit en maintenant la
structure de protéines bactériennes
essentielles (HSP de S. typhimurium),
soit en produisant des facteurs res-
ponsables de la lyse des membranes
des phagosomes (listériolysine de
Listenia). Dans ces conditions, les
HSP peuvent étre considérées
comme des facteurs de virulence.

Les HSP
et la présentation
de l'antigéene

L’activation des lymphocytes T
nécessite une étape importante au
cours de laquelle I'antigéne est
dégradé en fragments peptidiques
capables de s’associer aux molécules
de classe] ou II du CMH, condui-
sant a la formation d’'un complexe
bimoléculaire reconnu par le récep-
teur des cellulesT. Il a longtemps
été admis que les molécules de
classe I du CMH présentent des pep-
tides d’antigénes endogénes (protéi-
nes virales ou antigénes tumoraux)
a des lymphocytes T cytotoxiques
(CTL), alors que les molécules de
classe II du CMH présentent des
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Tableau |

PRINCIPALES PROTEINES DE STRESS, LEURS FONCTIONS ET LEURS INDUCTEURS RESPECTIFS

Protéines de stress

Fonctions

Inducteurs

Famille HSP
HSP 110
HSP 90

(110 kDa)
(83-90 kDa)

HSP 70 (68-73 kDa) -

HSC 70-73 -
prp 73 =
PBP 72-74 -
HSP 65

HSP 47

HSP de bas poids
moléculaire (20-28 kDa)
Ferritine

Ubiquitine (8 kDa)

« Chaperon moléculaire (noyau)

» Associée au récepteur des stéroides

» Antigéne tumoral ?

Chaperon moléculaire (cytoplasme et noyau)

assemblage des protéines

translocation des protéines
maintien de la solubilité des protéines nucléaires
et cytosoliques

clathrin uncoating ATPase

ciblage des protéines vers les lysosomes

apprétement de I'antigéne

Chaperon moléculaire (mitochondrie)
Antigéne immunodominant

Protéine de liaison du collagéne
Chaperons moléculaires

Constitution du protéasome
Stockage du fer

Dégradation protéique

Constituant du protéasome

* Choc thermique
Drogues antimitotiques
Ischémie-reperfusion, radicaux libres
de I'oxygéene
Protéines dénaturées
Inhibiteurs de la phosphorylation
oxydative

Inflammation
Cytokines*

Fer
Choc thermique
Protéines dénaturées

Famille GRP
GRP 96 (HSP 90-LIKE) -
GRP 78 (BiP, HSP .
70-LIKE)
GRP 75

Antigéne tumoral ?

Association aux chaines lourdes des
immunoglobulines

Chaperon moléculaire (RE)

« Chaperon moléculaire (mitochondrie)

Privation de glucose
lonophores du calcium

Meétallothionéines

Antioxydant
Détoxification des métaux lourds
Protection de I'’ADN

Métaux lourds
Cytokines (IL6)

Enzymes
Superoxyde dismutase .
Heme oxygénase .

Dismutation des superoxydes

Dégradation de I’'héme

Choc thermique (bactéries), radicaux
libres de I'oxygene, TNFa

Choc thermique (rat), hémine, UV
superoxydes, cadmium

* Induction spécifique dans certaines cellules

peptides d’antigénes exogenes res-
ponsables de I'activation des cellules
T auxiliaires et de I'amplification de
la réponse immune contre I’anti-
gene originel.

L’effet chaperon des HSP70 dans
I'apprétement et la présentation de
I'antigéne a d’abord été suggéré
pour des antigenes exogenes. En
effet, Chappell et al. [8] démontre-
rent, par des techniques de co-
purification, que 'HSP72 était iden-
tique a la clathnin uncoating ATPase.
Cette protéine participe a I’endocy-
tose spécifique des antigénes exoge-
nes, par des récepteurs liés a des
puits recouverts de clathrine. Aprés
son internalisation, l'antigéne est
ciblé et transporté vers un compar-
timent acide, tels les endosomes
et/ou les lysosomes. L’antigéne va
alors subir une protéolyse limitée
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par IL1, IL2, TNFa.

avant de s’associer aux molécules de
classe II du CMH. Différentes pro-
téines de la famille des HSP70 pour-
raient participer a I'apprétement et
a la présentation de Il'antigéne
(figure 3).

Des données récentes concernant les
cinétiques d’association des peptides
avec les molécules de classe II du
CMH renforcent I'’hypothése du role
des HSP et plus particulierement de
la PBP72/74 (peptide binding protein)
dans ce processus [9]. Il a été
démontré qu'un peptide synthétique
peut s’associer en quelques minutes
avec les molécules de classe II expri-
mées a la surface d'une cellule pré-
sentatrice de I'antigéne, sous forme
de complexes fonctionnels capables
d’activer des cellules T spécifiques.
La dissociation de ces complexes est
également tres rapide (compleéte en

quatre heures) et ne peut étre uni-
quement le fait du twrnover des
molécules de classe Il [10]. Des
expériences réalisées avec des molé-
cules de classe II purifiées et en solu-
tion ou incorporées dans des mem-
branes synthétiques indiquent
qu’apres plusieurs heures d’incuba-
tion, seulement 1 % a 10 % de ces
molécules de classe Il ont lié des
peptides antigéniques exogenes [11].
L’incapacité de ces molécules a fixer
davantage de peptides est en partie
expliquée par le fait que le site
d’interaction est déja occupé, que ce
soit par un peptide issu d’un anti-
gene endogene ou d’un antigéne
exogene [12]. Les cellules présenta-
trices de I’antigéne ont donc la
capacité de former ou de dissocier
des complexes peptides/molécules

de classe Il beaucoup plus rapide- eo—
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ment que des molécules du CMH
purifiées. En liant les peptides résul-
tant de la protéolyse de I'antigéne,
en les transportant dans un compar-
timent approprié et en facilitant les
interactions avec les molécules de
classe II, les HSP pourraient rendre
compte, tout au moins en partie,
des différences observées entre les
conditions in wiro (membranes et
classe I purifiées) et les conditions
in vivo (cellules présentatrices de
I'antigene) (figure 3).

Dans ce contexte, il est intéressant
de rappeler que la PBP72/74 est
capable de lier des peptides immu-
nogeénes (du cytochrome ¢), ayant
de préférence une structure secon-
daire de type linéaire, mais pas
I'antigéne natif [13]. L’hydrolyse de
I’ATP, préalablement fixé sur la
PBP72/74, aboutit a la libération du
peptide. La participation de la
PBP72/74 dans la présentation de
I'antigene est illustrée par les études
réalisées avec un sérum de lapin
spécifique de la PBP72/74, dont la
caractéristique est d'inhiber a 80 %
ou 90 % la présentation du cyto-
chrome ¢ ou de l'ovalbumine. Le
geéne codant pour la PBP72/74 vient
d’étre cloné et permet de confirmer
que cette protéine est bien un nou-
veau membre de la famille des
HSP70 [14]. Des analyses complé-
mentaires utilisant des techniques de
Western  blot indiquent que la
PBP72/74 est seulement révélée par
I'anticorps monoclonal MabN27 spé-
cifique de ’'HSP70 constitutive, mais
pas par le MAbNI5 spécifique de
I’HSP70 inductible. D’ailleurs, cette
protéine n’est pas surexprimée dans
des conditions d’agression. Son
expression semble plutot dépendre
du type cellulaire et ne varie nulle-
ment en fonction de l'expression
des molécules de classe II, bien que
sa distribution intracellulaire se
superpose avec les compartiments
subcellulaires connus pour contenir
des molécules de classe II, a savoir :
les vésicules d’endocytose, la mem-
brane plasmique ou le réticulum
endoplasmique. Le roéle exact de
cette protéine reste cependant a
définir. Sa nature et sa localisation
laissent supposer qu’elle pourrait
participer a la biosyntheése et a
I’assemblage des molécules de
classe I (chaines a, B, et invarian-

tes), au transport de ces molécules
vers les compartiments acides ou se
déroule la protéolyse de I'antigene
et enfin a la formation du complexe
bimoléculaire peptide/molécules de
classe Il (figure 3). L’expression mem-
branaire de la PBP72/74 évoque
aussi une participation des HSP
comme molécules présentatrices de
I'antigéne, similaire a celle des molé-
cules du CMH, ou comme molécu-
les accessoires nécessaires aux inte-
ractions entre les différentes cellules
immunitaires, dans le cadre d’une
présentation déja restreinte par le
CMH (figure 4). La capacité des HSP
de lier une grande variété de molé-
cules, dont les peptides, est en
accord avec cette possibilité.

Par ailleurs, le role des HSP dans
I'assemblage des molécules du CMH
a été démontré pour un autre mem-
bre de la famille des HSP70, la GRP
78 aussi appelée BiP (immunoglobu-
lin heavy chain binding protein) [15].
Il s’agit d’'une protéine constitutive
de 78kD présentant de fortes homo-
logies avec la PBP72/74. La GRP78
posseéde une séquence KDEL* res-
ponsable de sa rétention dans le
réticulum endoplasmique [16], ou
elle s’associe a différentes protéines,
dont les chaines lourdes des immu-
noglobulines et les chaines naissan-
tes des molécules du CMH.

L’intervention des HSP, et plus par-
ticulierement de I'ubiquitine, dans la
présentation des antigénes endoge-
nes est controversée. L'ubiquitine est
une petite protéine de 76 acides
aminés (8 kDa) dont une des fonc-
tions serait de faciliter la dégrada-
tion protéique [17]. Pour éliminer
les protéines destinées au catabo-
lisme, I'ubiquitine les lie de maniére
covalente (liaison peptidique). La
formation de combinés multi-
ubiquitinylés par attachement cova-
lent d’un chapelet de molécules
d’ubiquitine, liées entre elles au
niveau de leur lysine 48, sert de
signal d’activation pour la pro-
téolyse. Les antigenes endogenes
sont généralement protéolysés dans
le cytosol, puis transportés sous
forme de peptides dans le réticulum
endoplasmique ou ils s’associent a
une molécule de classe I Il a été

* Code des acides aminés: K = Lys; D = Asp;
E=Glu; L =Leu;F =Phe; R =Asn; Q= Gln
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Figure 3. Réles des HSP70 dans I'apprétement et la présentation de I'antigéne. Les antigé

nes sont interna-

lisés par phagocytose ou endocytose par récepteurs mettant en jeu des puits recouverts de clathrine. La clathrine
est 6tée par I’'HSP70 uncoating ATPase. L’antigéne poursuit son cheminement intracellulaire vers un compartiment
acide ou il va subir une protéolyse limitée conduisant a la production de peptides capables de s’associer avec
des molécules de classell du CMH. L'HSP70 et plus spécifiquement la PBP72/74 pourrait: (1) protéger I'antigéne
d’une protéolyse compléte,; (2) favoriser la formation du complexe peptide-molécule du CMH ; (3) participer au trans-

port et/ou a la présentation de ce complexe a la surface de la cellule présentatrice. Par ailleurs,

la Prp73 permet

le ciblage des antigénes cytosoliques vers les lysosomes et la BiP assure I'assemblage correct des molécules du

CMH et des immunoglobulines au niveau du réticulum endoplasmique.
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montré que les chaperons molécu-
laires facilitent le transport des pep-
tides du cytoplasme vers le réticu-
lum endoplasmique et favorisent
I’assemblage des molécules de
classe I [18] ; elles pourraient égale-
ment contribuer a la formation et a
I'expression de complexes pepti-
des/molécules de classe | du CMH
stables. Dans le cytoplasme, la dégra-
dation des protéines ubiquitinylées
est assurée par le protéasome, com-
plexe protéasique multicatalytique,
peu spécifique, de haut poids molé-
culaire, résultant de ’association de
plusieurs molécules d’'ubiquitine et
d’HSP de petit poids moléculaire
[19]. Les génes codant pour deux
des sous-unités du protéasome
(LMP2 et LMP7) sont situés a proxi-

mité de ceux codant pour les trans-
porteurs de peptides (Tapl et
Tap2), a savoir dans la région des
genes codant pour les molécules de
classe II. Il était envisagé que le pro-
téasome participerait a la produc-
tion des peptides immunogeénes, qui
seraient ensuite récupérés par les
transporteurs. L’introduction de
genes de rat, codant pour les trans-
porteurs dans une lignée B humaine
déficiente non seulement pour ces
deux transporteurs mais aussi pour
les deux sous-unités du protéasome,
suffit a la production de peptides du
virus de l'influenza, a I'expression
membranaire des complexes pepti-
des/molécules de classe 1 et a la
présentation de ces peptides. La par-
ticipation du protéasome ne serait

CMH

classe Il &

HSP
+
peptide

HSP = molécule
présentatrice ?

HSP = molécule
antigénique ?

Cellule tumorale
ou infectée

CMH

) classe |

HSP
altérée

HSP = molécule
accessoire ?

Figure 4. Réles présumés des HSP a la surface d'une cellule présen-

tatrice de I’'antigéne ou d’une cellule tumorale. Les HSP exprimées de
fagon importante a la surface des cellules présentatrices de I'antigéne ou
des cellules tumorales pourraient intervenir dans la réponse immune spéci-
fique : A: comme antigéne, I'immunité serait dirigée contre 'HSP intacte mais
altérée, ou contre un peptide issu de la protéolyse de I'HSP associé a une
molécule du CMH; B: comme molécule du CMH, I'HSP ne serait pas immu-
nogene mais le deviendrait aprés fixation d’'un peptide dérivant d’un autre
antigéne; C: comme molécule accessoire nécessaire a I'assemblage et/ou
mmmmmmm 3 /a stabilisation du complexe peptide-molécule du CMH.

donc pas essentielle pour la pro-
téolyse des antigénes endoge-
nes [20].

Par ailleurs, I'exposition d’'une cel-
lule présentatrice de I'antigéne a un
choc thermique a pour conséquence
d’augmenter la présentation des
antigenes endogénes par les molécu-
les de classe Il [21]. Ces résultats
s'expliquent par une augmentation
de la protéolyse et du transfert des
antigénes vers les lysosomes. Une
protéine de 73 kDa (appartenant a
la famille des HSP70 constitutives)
contribue au ciblage des protéines
cytoplasmiques vers les lysosomes et
pourrait rendre compte de la pré-
sentation des peptides endogénes
par les molécules de classe [I. Cette
protéine reconnait plus spécifique-
ment les peptides possédant la
séquence KFERQ) [22].

La réponse cellulaire
a I'encontre des HSP

L’activation des lymphocytes T est au
centre des défenses immunitaires
contre les agents pathogeénes. Etant
donné I'immunogénicité des HSP, il
n’est pas surprenant que différentes
populations de lymphocytes T recon-
naissant ces protéines aient pu étre
isolées, tant chez I'homme que chez
la souris, que ce soit lors d’infec-
tions bactériennes ou virales, ou lors
de cancer. Ce qui est plus étonnant,
c’est que différents types de
lymphocytes réagissant avec des HSP
du soi aient pu étre isolés chez des
individus sains, n’ayant pas présenté
récemment de maladie infectieuse
symptomatique [23].

Deux types de lymphocytes T recon-
naissant des HSP ont été caractéri-
sés (figure5):

- Des clones de lymphocytes T ayant
un récepteur TCR de type off et
spécifiques de I'HSP60. Lors d’infec-
tion virale ou bactérienne, I’activa-
tion des monocytes-macrophages et
la production massive, par ces cel-
lules, de métabolites toxiques de
I'oxygene, de médiateurs lipidiques
de l'inflammation et de certaines
cytokines, induisent une augmenta-
tion de l'expression des HSP (que
ce soit de I'agent pathogéne ou de
la cellule hote). Ces HSP seraient
alors apprétées et présentées a la
surface du monocyte-macrophage,
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entrainant ainsi la stimulation de
lymphocytes T cytotoxiques (CTL:
CD8) et/ou auxiliaires (CD4*/
CD8) responsables de I'élimination
de la cellule infectée et/ou de
I'agent infectieux (24, 25].

- Des cellules T périphériques ayant
pour récepteur I’hétérodimeére
Y6 [26]. Dans ces conditions, 1'asso-
ciation de I'antigéne protéolysé avec
une molécule polymorphe du CMH
n'est pas indispensable. Cependant,
une association avec la molécule
non polymorphe Qa-1 de classe Ib a
été observée chez la souris. L'expres-
sion de cette molécule est augmen-
tée par le choc thermique. Un équi-
valent humain pourrait étre la molé-
cule CD1b, dont I'analogie avec des
molécules de classe | et la modula-
tion par certaines agressions (cyto-
kines) viennent d’étre démon-
trées [27]. Le répertoire des récep-
teurs Yo étant trés limité, le fait que
les lymphocytesT qui les portent
puissent effectivement reconnaitre
les protéines de stress permet de
proposer que ces lymphocytes assu-
reraient une protection initiale con-
tre l'infection, en attendant que les
cellules T prennent le relais; il faut
d’ailleurs noter qu’aprés une
seconde immunisation avec M. tuber-
culosis, les cellules Y ne proliférent
plus [28]. Cette hypothése pourrait
rendre compte de la prédominance
des lymphocytes T yd au niveau des
épithéliums pulmonaires, intestinaux
et cutanés. En effet, ces épithéliums,
en contact constant et direct avec
les agressions potentielles du monde
extérieur, devraient étre particulie-
rement dotés en mécanismes de
défense immunitaire rapidement
efficaces.

L’HSP65 et ’HSP70 sont des antige-
nes immunodominants dans I’activa-
tion lymphocytaire par, respective-
ment, les bactéries et les parasites.
Cette immunogénicité des HSP a été
exploitée dans le but d’augmenter
I'efficacité des vaccins synthétiques
ou recombinants [29]. Pour cela, les
HSP ont été utilisées en tant
qu’adjuvant lors de I'immunisation.
Cependant, I'effet observé avec
I’'HSP65 nécessite une pré-
immunisation, ce qui n’est pas le cas
avec I'HSP70. Cette diftérence de
comportement peut provenir, d'une
part, de l'existence d’une immuni-
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Figure 5. Les HSP et I'immunité. Une augmentation de la production des
protéines de stress a été observée aprés transformation cellulaire ou au cours
de la phagocytose en réponse probablement a la production intracellulaire
de radicaux libres de I'oxygéne (RLO) par la cellule héte. Ces HSP consti-
tuent des antigénes potentiels pour I'activation des différentes populations
de lymphocytes. La stimulation des lymphocytes T spécifiques des HSP pour-
rait amplifier la réponse immunitaire et participer a: (1) la surveillance
immune et I'élimination des cellules infectées (cellules T cytotoxiques),; (2) la
protection (immunité de vaccination) mais aussi a des phénoméne d’auto-
immunité par mimétisme moléculaire entre les HSP des pathogénes et cel-
les de I’'héte (cellules T auxiliaires),; (3) la protection précoce au niveau des
épithéliums (cellules T ¥5).
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sation naturelle contre I'HSP70 mais
non contre I'HSP65, d’autre part,
d'une fréquence plus importante
des clones de lymphocytes T stimu-
1és par I'HSP70. Alors que I'utilisa-
tion des HSP65 et des HSP70 induit
la production d’anticorps spécifiques
de ces protéines, cette réponse
n’altére pas, comme il a été démon-
tré pour d’autres adjuvants, I'immu-
nogénicité des peptides vaccinaux.
Les HSP, notamment I’HSP70, la
p84/86 et surtout la gp96 (les deux
derni¢res sont des membres de la
famille des HSP90), sont également
des antigenes tumoraux [30].
L'immunisation de souris avec la
gp96 purifiée a partir de cellules
tumorales murines induit une immu-
nité spécifique de la tumeur origi-
nelle ; cette immunité dépend de
lymphocytes T (CD8*). Aucune dif-
férence structurale n’a été observée
entre les gp96 de tissus sains et de
tissus tumoraux. L’'immunogénicité
spécifique de la tumeur ne provien-
£‘€il donc pas de la gpY6 elle-
méme, mais serait directement
dépendante des peptides associés a
cette protéine. L’analyse biochimi-
que des peptides élués a partir des
préparations de gp96 provenant de
tumeurs différentes a confirmé cette
hypothese. Compte tenu de la loca-
lisation de la gp96 dans le réticulum
endoplasmique, il est proposé que
les molécules de gp96 fixent les pep-
tides immunogenes lors de leur
transfert dans le réticulum et per-
mettent leur association avec les
molécules de classe L.

D’une fagon générale, les antigeénes
tumoraux sont peu immunogenes,
leur reconnaissance et leur élimina-
tion par les lymphocytesT (CD8*)
nécessite la présence d'IL2 et d’IL4.
L’'immunogénicité des HSP (plus
spécifiquement celle des HSP65) a
été exploitte comme alternative
pour augmenter I'immunité vis-a-vis
des cellules tumorales. La transfec-
tion d'une lignée tumorale macro-
phagique murine (J774) avec un
geéne codant pour I’HSP65 induit
une réponse immune efficace con-
tre les antigénes tumoraux associés
aux cellules J774 qui normalement
n’induisent pas de réponse [31]. Ces
cellules surexpriment I'HSP65 et la
p53. p53 est une protéine impliquée

s dans la régulation du cycle cellulaire
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dont la conformation et la fonction
sont controlées par les HSP. Les
tumeurs présentent fréquemment
des altérations du gene codant pour
la p53 entrainant la production de
pb3 dysfonctionnelle. Par leur fonc-
tion de chaperons moléculaires, les
HSP65 et les HSP70 (décrites aussi
pour s’associer a la p53) pourraient
restaurer la conformation native de
p53 et son action anti-proliférative.
Le développement et le perfection-
nement des techniques de transfec-
tion in vivo et de I'expression des
genes introduits dans les cellules
cibles pourraient déboucher sur
I'utilisation des genes des HSP65 et
HSP70 dans I'approche d’une nou-
velle stratégie de thérapie immuno-
logique du cancer.

La réponse immunitaire anti-HSP
pourrait constituer une premiére
ligne de défense contre les infec-
tions et la transformation cellulaire,
permettant d’éliminer les micro-
organismes (antigénes = HSP exoge-
nes) et les cellules autologues aber-
rantes (antigénes = HSP endoge-
nes). En dehors des agressions, les
cellules normales échapperaient a la
reconnaissance par le systéme
immun du fait qu'elles synthétise-
raient un taux infra-critique d’HSP.
L'immunogénicité des HSP implique
un controle efficace du systeme
immunitaire dont les contraintes
pourraient contribuer a la genese de
maladies auto-immunes (figure 5).

Les HSP
et I'auto-immunité

L’auto-immunité résulte d'un
dysfonctionnement du systéme
immunitaire dans lequel la mécon-
naissance des composants du soi
conduit a des maladies caractérisées
par la destruction de ses propres
antigenes. Dans ces conditions,
I'organisme développe une réponse
spécifique avec la production d’anti-

corps dirigés contre I'auto-
immunogéne. Parmi les auto-
anticorps caractéristiques décrits

chez les patients atteints de polyarth-
rite rhumatoide, d’arthrite chroni-
que juvénile ou de lupus érythéma-
teux disséminé, nombreux sont ceux
dirigés contre les HSP.

Les meilleures preuves de I'implica-
tion des protéines de stress dans les

maladies auto-immunes proviennent
des modeles animaux. L’apparition,
chez le rat, d'une maladie similaire
a la polyarthrite rhumatoide a la
suite d’une injection de Mycobacte-
rium tuberculosis ou d’extraits de ce
dernier, est relayée par des clones T
arthritogéniques. La maladie est
transférable a I'animal naif par
I’administration de ces clones [32].
L’antigéne reconnu par les cellules
arthritogéniques est une protéine de
65 kDa, identifiée a I'HSP65 de
mycobactéries (appelée GroEL dans
le cas d’E. colt). L’administration
d’HSP65 sans adjuvant prévient chez
le rat I'induction de la maladie arth-
ritique lors de réadministration ulté-
rieure de la méme protéine, cette
fois-ci avec adjuvant. A nouveau,
cette protection est relayée par des
lymphocytes T spécifiques et trans-
férable par ces cellules. Le méca-
nisme impliqué dans cette protec-
tion est encore inconnu ; cependant
I'induction de lymphocytesT de
phénotype suppresseur est envisagée.
Irun Cohen a également suggéré
que la réponse immune spécifique
d’'un antigéne de 65kDa de type
HSP serait responsable du diabete
insulinodépendant des souris de sou-
che NOD (non obese diabetic) [33],
mais cette hypothése reste fort con-
troversée.

Chez I'homme, I’hypothése que
I’HSP65 joue un role dans la patho-
génie de [I'arthrite rhumatoide
repose sur la mise en évidence
d’une proportion tres supérieure de
cellules T spécifiques -de cette pro-
téine dans le liquide synovial par
rapport au sang périphérique. La
capacité de ces clones T d’induire
ou de supprimer la maladie n'a pas
été déterminée. Etant donné la
reconnaissance privilégiée des HSP
par les lymphocytes T 9, il y a lieu
de souligner que, parmi cinq clones
T isolés des synoviales de différents
patients, un seul avait le phénotype
CD4'/CD8- avec un récepteur op,
alors que les quatre autres
(CD4/CD8") exprimaient effective-
ment un récepteur 0.

Dans le cas du lupus érythémateux
disséminé, des anticorps dirigés con-
tre I’'HSP90, 'HSP70 et surtout 'ubi-
quitine ont été mis en évidence. Les
anticorps anti-ubiquitine apparais-
sent souvent avant les anticorps anti-
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ADN et fluctuent au cours de la
maladie ; ils pourraient constituer
des marqueurs précoces des pous-
sées lupiques [34]. Il reste a définir
si, dans ce type de maladie, les HSP
sont des antigénes pathogenes: la
production d’auto-anticorps anti-HSP
pourrait aussi provenir d’'une immu-
nité croisée résultant d’'un processus
de mimétisme moléculaire entre les
HSP et d’autres auto-antigenes
exprimés dans I’organe cible.
Cependant, un tel mécanisme de
mimétisme ne peut étre envisagé
pour 'ubiquitine, puisque cette pro-
téine est absente des bactéries ou
des virus. Dans ce cas, la mort cel-
lulaire et la libération d'éléments
intracellulaires ubiquitinylés pour-
raient rendre compte de l'induction
d’anticorps anti-ubiquitine.
Différentes questions concernant le
role des HSP dans la réponse
immune restent ouvertes. Dans quel-
les conditions les HSP interviennent-
elles dans la présentation de I'anti-
gene ? Les HSP sont-elles les antige-
nes spécifiques des cellules T '}E?
Comment des protéines exprimées
de facon constitutive dans tous les
types cellulaires peuvent-elles deve-
nir les cibles d'une pathogenése res-
treinte a un organe ? Il est possible
que la contribution des HSP dans
les maladies auto-immunes ne réside
pas dans leur immunogénicité mais
plutot dans leur réle au cours de
'apprétement et de la présentation
de I'antigene. Une certitude cepen-
dant: l'immunogénicité des HSP
représente un intérét thérapeutique
non négligeable, aussi bien pour la
vaccination que pour le traitement
des cancers W
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Summary

Stress proteins : self, non-self and
the immune response

The induced expression of the
heat shock gene family is a uni-
versal response to cellular stresses
such as elevated temperature or
oxidative injury. The constitutive
expression and evolutionarily
conserved nature of heat shock
proteins (HSP) suggest that they
also play essential roles during
normal cellular functions. The
expression of HSP in both pro-
karyotic and eukaryotic cells and
their conserved structure is rele-
vant to HSP-specific T cell activa-
tion and provides a link between
the immune response to infection
(immune surveillance, the
immune response to non-self)
and auto-immunity (cross-
reactivity to self-HSP). HSP are
potent immunogens for both
cytotoxic and helper T cells and
promote the acuvation of Y0 T
cells. These latter cells localize
within the epithelia, where
encounter between host and
pathogens first occurs, and may
thus play a role in early immune
defences. The intervention of
HSP as potential protectors (of
host cells [self] or alternatively,
of pathogens [non-self]) is sug-
gested by their functions in
protein-protein interactions. This
«molecular chaperoning» pre-
vents aggregation of denatured
proteins and misassembly of nas-
cent peptides and contributes to
molecular transport and translo-
cation across cellular membranes.
HSP may also «chaperone » anti-
gens and thus participate in anti-
gen processing and presentation.
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