mentaires entre EAT-2 ou ERT et d’autres
récepteurs activateurs car, tout comme
SAP, EAT-2 et ERT sont associées unique-
ment a 2B4 dans les cellules NK murines.
La fonction inhibitrice d’€AT-2 et ERT est
causée par la phosphorylation de deux
tyrosines carboxy-terminales qui sont
présentes dans ces molécules, mais pas
dans SAP (Figure 2). Nous postulons que
la phosphorylation de ces tyrosines per-
met le recrutement d’effecteurs intra-
cellulaires capables d’inhiber la fonction
des récepteurs NK activateurs. Uidentité
de ces effecteurs demeure pour I'instant
inconnue. La présence d’€AT-2 dans les
cellules dendritiques et les macropha-
ges suggere que cette molécule pourrait
avoir un réle analogue dans ces cellules.
Nos résultats démontrent I"importance
de la famille SAP dans la réponse immu-
nitaire normale. Bien qu’€RT n’existe
pas chez ’humain, nous avons confirmé
la fonction inhibitrice d’€AT-2 dans les
cellules NK humaines [9]. Cette con-

servation de fonction suggére que des
inhibiteurs chimiques pourraient étre
utilisés pour réprimer I’activité d’€AT-2
chez les patients atteints de cancers
ou d’infections virales systémiques,
permettant ainsi d’augmenter 'acti-
vité cytotoxique de leurs cellules NK.
€n combinaison avec des traitements
anticancéreux ou antiviraux conven-
tionnels, des inhibiteurs d’€AT-2 pour-
raient aider a endiguer les effets de ces
maladies souvent dévastatrices. De tels
inhibiteurs pourraient agir en bloquant
I’interaction du domaine SH2 d’EAT-2
avec 2B4 ou IYassociation des tyrosines
d’€AT-2 avec ses effecteurs intracel-
lulaires. Nous proposons aussi que des
altérations dans I’expression d’€AT-2
pourraient accroitre la susceptibilité
a des maladies comme le cancer, les
infections virales ou les maladies auto-
immunes. ¢

€AT-2 : a novel regulator

of natural killer cell functions

NOUVELLE

Hfe : une molécule
a Pinterface entre immunité
et métabolisme du fer ?

Pierre-Simon Rohrlich, Jean Kanellopoulos, Francois A. Lemonnier

>Les molécules d’histocompatibilité
(CMH) de classe | classiques ou molécules
de classe la du CMH (HLA-A, -B, -C chez
I’lhomme, H-2 K, D, L chez la souris), expri-
mées de fagon presque ubiquitaire dans
I’organisme, sont composées d’une chaine
lourde, d’une chaine légere invariable, la
2-microglobuline (B2m), et d’un pep-
tide qu’elles présentent aux lymphocytes
cytotoxiques. Ces derniers, au terme d’un
processus éducatif se déroulant pour une
large part au sein du thymus, différen-
cient peptides du soi et peptides étran-
gers (viraux par exemple) avec, dans le
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second cas, destruction de la cellule qui
présente des peptides étrangers. Le pep-
tide - de 8 a 10 acides aminés - qui dérive
de protéines intracellulaires digérées par
le protéasome, est enchdssé dans la niche
peptidique de la chaine lourde des molé-
cules du CMH de classe la qui se caracté-
risent par leur polymorphisme structural
extréme (cumulativement plus de 800
alléles). Cette variabilité structurale s’ac-
cumulant au sein de la niche peptidique,
chaque variant allélique des molécules de
classe la du CMH présente des jeux pepti-
diques différents.
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Les molécules du CMH non classiques
ou de classe Ib, bien que leur structure
tridimensionnelle soit trés comparable
a celle des molécules de classe la, ont
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des fonctions biologiques - lorsqu’el-  Hfe est un membre ancien de la famille du
les sont identifiées - différentes. Si
certaines d’entre elles (HLA-€, Qal
par exemple) présentent des pepti-

des, cette présentation s’adresse a

CMH Ib, comme en témoigne sa conserva-
tion interespeéces. Il y a en effet plus d’ho-
mologie entre les molécules Hfe murines
et humaines (60 %) qu’entre Hfe humaine
(hHfe) et HLA-A2 [2]. Mais, contrairement
a d’autres molécules de classe Ib anciennes,

d’autres cellules du systéeme immuni-
taire (cellules natural killer en par-
ticulier). D’autres (CD1) présentent telles que MIC et ULBP, qui interagissent
avec des récepteurs NK et interviennent

donc dans I'immunité innée, Hfe était con-

essentiellement des glycolipides. Enfin,
certaines comme Hfe, sont dépourvues
de fonction de présentation: la niche sidérée comme une molécule sans rapport
peptidique d’Hfe est étroite et dépour-

vue de ligand [1].

avec le systéme immunitaire, et son seul
partenaire physiologique identifié était

le récepteur de la transferrine (TfR). Hfe
s'associe @ la surface membranaire avec
le TfR et régule I'absorption du complexe
fer-transferrine [3]. La découverte d’une
mutation (C282Y) d’Hfe dans 80 % des
hémochromatoses génétiques a démontré
le role central d’Hfe dans la régulation
fine de I"absorption intestinale du fer ainsi
que dans celle de son stockage et de son
recyclage par les macrophages du systéme
réticulo-endothélial (rate, moelle, foie).
La mutation C282Y rompt un pont disulfure,
ce qui déstabilise la molécule et empéche

son expression membra-
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. C o
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Figure 1. Modéle hypothétique de I’interaction Hfe-lymphocytes T semi-invariants. Ce schéma
compare, a gauche, 'interaction TCR-peptide-CMH a celle, a droite, entre un TCR semi-invariant
et Hfe. La maturation d’une molécule de CMH-I classique comporte plusieurs étapes : la produc-
tion de peptides par le complexe du protéasome a partir de protéines endogenes, et I'assemblage
du trimére MHC-peptide-f32m aprés translocation du peptide dans le réticulum endoplasmique
par les pompes TAP. €n revanche, on ne sait pas quels sont les processus précis de maturation
d’Hfe, ni quelles protéines chaperons sont nécessaires. Linteraction TCR/CMH-peptide va con-
duire a P’activation et a la cytotoxicité d’un lymphocyte T CD8 cytolytique contre sa cible, par
exemple une cellule infectée par un virus (partie gauche de la figure). Linteraction d’un TCR
semi-invariant AV6.1/6.6 avec une molécule Hfe libre a la surface cellulaire pourrait conduire
a la production de cytokines par la cellule T effectrice. Ces cytokines pourraient agir de fagon
indirecte sur le métabolisme du fer, notamment par le biais de I"hepcidine. Les molécules Hfe
complexées au récepteur de la transferrine ne sont en revanche pas accessibles par le TCR car
les hélices o d’Hfe sont impliquées dans I'interaction Hfe/Tfr. Le rapport entre la fraction de
Hfe libre et la fraction liée au Tfr a la surface cellulaire pourrait donc étre déterminant dans les
possibilités d’interaction d’Hfe avec les cellules T. Ce modele hypothétique devra étre évalué au

moyen de modeéles animaux tels que des souris TCR transgéniques.
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>~ TCR
lsemi-invuriunt

naire. Uabsence d’anomalie
immunitaire majeure chez
des souris déficientes en
Hfe (Hfe”") a conduit a
formuler ’hypothese selon
laquelle Hfe n’interagit pas
avec le systeme immuni-
taire [4]. Néanmoins, cette
étude n’avait analysé, au
sein des populations lym-
phocytaires, que la varia-
bilité du répertoire des
chalnes B et non celle des
chaines o du récepteur T de
I’antigene (TCR).

Notre intérét pour Hfe a été,
initialement, exclusivement
immunologique. Nous avons
évalué la possibilité que des
lymphocytes T CD8" cytoly-
tiques, exprimant un TCR de
type o3, puissent reconnaitre une molécule
du CMH dépourvue de tout ligand au niveau
de sa poche de présentation peptidique.
A Paide de cellules exprimant hHfe sous
forme monocaténaire (en liaison cova-
lente avec la B2m humaine), a I’exclusion
de toutes autres molécules de classe | du
CMH, nous avons immunisé des souris HLA
de classe | transgéniques avec ces cellules
syngéniques. Cela nous a permis d’induire
des réponses cytotoxiques T CD8* TCR o
contre hHfe. Nous avons alors pu établir,
par clonage et transfert du TCR de ces cel-
lules T, que leur TCR était bien responsable
de la reconnaissance directe de hHfe. Cette
observation faite en situation xénogéni-
que (réponse murine contre Hfe humaine),
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a été reproduite en situation exclusivement
murine afin d’évaluer les conséquences physio-
logiques de I'interaction Hfe-cellules T.

Des réponses cytotoxiques T CD8" analogues ont
en effet été obtenues chez des souris DBA/2 Hfe
/=, avec, de nouveau et exclusivement, recon-
naissance directe de la molécule Hfe de souris
(mHfe) pouvant étre inhibée par un anticorps
monoclonal anti-mHfe. Uanalyse des segments
variables des chaines o (segments AV) et des
chaines 3 (segments BV) des TCR des clones
cytolytiques dérivés de ces souris a révélé une
utilisation préférentielle (deux tiers des cas) de
deux segments AV (AV6.1 et AV6.6) parmi la cen-
taine de segments AV disponibles, en revanche
sans biais décelable d’utilisation des segments
BV. U'analyse par RT-PCR quantitative de la
représentation périphérique des segments AV6.1
et AV6.6 au sein des lymphocytes T CD8" de souris
DBA/2 sauvages et DBA/2 Hfe™~ a révélé que les
souris DBA/2 sauvages avaient 10 fois plus de
lymphocytes T CD8* AV6.1 et AV6.6 que les DBA/2
Hfe™ : Hfe est donc responsable, pour Iessen-
tiel, de I"éducation positive de ces deux sous-
répertoires. Cependant, nous n‘avons jamais pu
induire de lymphocytes T CD8 o3 cytotoxiques
spécifiques de Hfe chez les souris DBA/2 sauva-
ges: les sous-répertoires AV6.1 et AV6.6 éduqués
par Hfe ne sont donc pas cytolytiques [5].

Cette nouvelle population de lymphocytes T CD8+
a TCR semi-invariant Hfe-spécifique s’ajoute a
celles identifiées pour CD1¢ et MR1, deux autres
molécules de classe Ib. Ces données éclairent
d’un jour nouveau des observations jusqu’ici
inexpliquées comme le rapport inverse entre la
surcharge martiale et le nombres de cellules T
(D8" hépatiques chez des patients hémochro-
matosiques (282 homozygotes [6], ainsi que
la surcharge martiale constatée chez la souris
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RAG 1 négative/[32m négative dépourvue de
lymphocytes T [7], ou chez la souris dont le
récepteur du TNF a été supprimé, cytokine
produite principalement par les lymphocytes
T [8]. Les lieux d’interaction entre cellules
exprimant Hfe et cellules T dans I'organisme
pourraient donc étre les organes du systéme
réticulo-endothélial, mais également I'intes-
tin ou la fonction de certains lymphocytes T
résidents demeure inconnue. Le contrdle du
métabolisme du fer étant vital pour les orga-
nismes supérieurs, 'interaction entre Hfe et
lymphocytes T pourrait donc représenter un
modéle ancestral d’interaction TCR/molécu-
les de classe | du CMH, interaction nécessaire
a ’homéostasie du fer, mais sans finalité
immunologique réelle. Sur la base de cette
interaction simple (molécule du CMH inva-
riante et sans fonction de présentation/TCR
invariant), se seraient constitués 'immunité
innée, puis le systeme cognitif hautement
diversifié (molécules du CMH polymorphes
présentant des jeux diversifiés de peptides/
TCR de variabilité structurale quasi illimitée)
grace auquel le systeme immunitaire diffé-
rencie le soi du non-soi [9].

Depuis la mise en évidence d’un défaut
d’activation de la synthese d’hepcidine en
réponse a une surcharge en fer lorsque Hfe
est muté, il apparait que Hfe et hepcidine
interviennent sur une méme voie régulatrice
de P'absorption et du recyclage du fer [10].
Il se pourrait que les lymphocytes T éduqués
par Hfe, par le biais de cytokines, I'interleu-
kine-6 en particulier qui accroit la produc-
tion hépatique de I'hepcidine [11], assurent
cette connexion entre Hfe et hepcidine. ¢
HFE, a MHC class Ib molecule

that regulates iron metabolism
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