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Mise en évidence de peptides antigéniques
de la protéine Env du virus HIV

Une des grandes particularités du
lymphocyte T est de reconnaitre des
peptides antigéniques non pas lors-
qu’ils se présentent sous forme solu-
ble comme le fait le lymphocyte B
mais lorsqu’ils sont présentés a la
surface des cellules cibles par les pro-
téines du complexe majeur d’histo-
compatibilité (CMH) [1-3]

En fonction de leur affinité particu-
liére pour les molécules du CMH on
distingue deux sous-populations de
lymphocytes T : 1'une de ces sous-
populations cellulaires, normale-
ment majoritaire, exprime I’antigéne
de différenciation CD4 et posséde des
récepteurs spécifiques capables de
reconnaitre l’antigéne peptidique
présenté par les molécules de la classe
IT du CMH. L’autre sous-population
est composée de cellules CD8* dont
le récepteur spécifique reconnait
I'antigéne lorsque celui-ci est pré-
senté par les molécules de la classe I
du CMH. Les lymphocytes CD8*
sont essentiellement des cellules
effectrices de la cytotoxicité a média-
tion cellulaire alors que les cellules
CD4t, lorsqu’elles sont activées spé-
cifiquement, sécrétent des lympho-
kines qui agissent sur d’autres types
cellulaires et, de ce fait, sont princi-
palement impliquées dans le
contrdle et 1a différenciation des cel-
lules du systéme immunitaire. A ce
schéma général il existe des excep-
tions, notamment une minorité de
lymphocytes CD4, qui peuvent
acquérir, sous l'action de l'interfé-
rony, une activité cytotoxique [4]
Par ailleurs, des résultats récents sem-
blent indiquer que les cellules sup-
pressives qui expriment I’antigéne de
différenciation CD8 reconnaissent
I’antigéne associé aux molécules de
la classe II du CMH [5].

Le virus de I'immunodéficience
humaine ou HIV (human immuno-

s deficiency virus), responsable du syn-
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drome de I'immunodéficience
acquise, a un tropisme préférentiel
pour les lymphocytes CD4*, la molé-
cule CD4 étant elle-méme le récep-
teur cellulaire spécifique du HIV,
fixant le virus par I'intermédiaire de
sa glycoprotéine d’enveloppe gp 120.
La protéine virale d’enveloppe joue
un réle important dans la cellule
cible du virus, notamment par un
mécanisme analogue a celui de la
fusion cellulaire par laquelle le virus
se transmet de cellules a cellules : la
molécule gp 120 a la surface d’une
cellule infectée se lie aux molécules
CD4 des cellules voisines. La fusion
des membranes engendre une grosse
masse appelée syncitium, limitée par
une membrane et renfermant de
nombreux noyaux. Les lymphocytes
CD4" en sont les principales vic-
times; néanmoins le virus infecte
d’autres populations de cellules
comme les macrophages et les cel-
lules gliales, qui peuvent exprimer
trés peu de molécules CD4. La for-
mation de syncitia amplifie ’effet
destructeur du virus et semble res-
ponsable de la disparition de ce
«chef d’orchestre» du systéme
immunitaire qu’est le lymphocyte
CD4*. En effet le lymphocyte CD4*
activé spécifiquement est non seule-
ment nécessaire pour amplifier une
réponse humorale, mais est aussi
essentiel pour induire la différencia-
tion et la propagation des lympho-
cytes CD8 effecteurs de la cytoxi-
cité[6], ces derniers étant
indispensables a la défense de 1’orga-
nisme contre les cellules infectées par
le HIV.

Etant donné que !'utilisation d’un
vaccin a base de virus tué semble
actuellement devoir étre écarté, il
nous a semblé important d’identifier
des peptides antigéniques de la pro-
téine Env du HIV-1 capables de sti-
muler les lymphocytes CD4* afin de

les utiliser comme composants éven-
tuels d’'un vaccin contre le SIDA.
D’autre part, sachant que les lym-
phocytes CD4* provenant d’indivi-
dus HIV-1 positifs asymptomatiques
ont souvent une réponse proliféra-
tive a des antigénes spécifiques
considérablement diminuée, nous
avons préféré utiliser les lympho-
cytes CD4* du sang périphérique
d’individus sains volontaires pour
étre immunisés avec des virus recom-
binants de la vaccine contenant le
géne de 'enveloppe du HIV-1.

Les lymphocytes du sang perlpherl-
que de 14 individus ainsi immunisés
et réimmunisés in vivo six mois apres
avec des fragments contenant au
moins 40 % de I’extrémité C termi-
nale de la protéine gp 120 ont été
stimulés in vitro par deux peptides
synthétiques différents (correspon-
dant a des segments particuliers de la
protéine gp 120) dont il a été préala-
blement décrit qu’ils entrainaient
une réponse proliférative dans un
modéle murin [7] Le peptide env-T1
correspond aux acides aminés 428-
443 (Lys-Gln-Ile-Ile-Asn-Met-Trp-
GIn-Glu-Val-Gly-Lys-Ala-Met-Tyr-
Ala) alors que le second peptide env-
T2 correspond aux résidus 112-124
(His-Glu-Asp-Ile-Ile-Ser-Leu-Trp-
Asp-Gln-Ser-Leu-Lys) de la gp 120.
Les résultats indiquent que, 40 jours
aprés la deuxiéme immunisation,
huit des 14 individus étudiés répon-
dent au peptide env-T1 et quatre au
peptide env-T2. La réponse au pep-
tive env-T2 n’était pas attendue dans
la mesure ou le fragment de la pro-
téine gp 120 utilisé lors du rappel ne
contenaient pas la séquence 112-124
(env-T2) [8].

Dans le but de mettre en évidence
une réponse proliférative spécifique
des lymphocytes CD4" aux peptides
de I’env-T1, nous avons choisi deux
individus, parmi les huit qui don-
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naient une réponse proliférative
significative face aux peptides de
I'env-T1. La population CD8" a été
éliminéelorsdu prélévementdes lym-
phocytes du sang périphérique par
lyse dépendante du complément en
utilisant un anticorps spécifique
anti-CD8. Le Tableau I indique que
la population cellulaire du sang péri-
phérique des individus 2 et 3 séparée
des lymphocytes CD8 donne une
réponse proliférative spécifique simi-
laire a celle de la population non
séparée. De plus, lorsqu’un anticorps
anti-CD4 (OKT4) est rajouté au
début de la culture cellulaire, une
nette inhibition de la réponse a I'an-
tigéne env-T1 est observée. Ces résul-
tats montrent clairement que le pep-
tide correspondant aux résidus 428-
443 de la gp 120 est un motif anti-
génique pour les lymphocytes CD4
humains.

L’approche — qui consiste a définir
des peptides viraux que les lympho-
cytes CD4* reconnaissent, dans le but
de les inclure dans un vaccin qui
aurait pour vocation de développer
une réponse des lymphocytes T
amplificateurs — est essentielle dans
la défense de I'organisme contre toute
agression d’'un rétrovirus tel que le
HIV |

Summary

Antigenic peptides from Env- pro-
tein of human immunodeficiency
virus

In the normal immune defense
against virus, CD4* helper T lym-
phocytes are necessary for the anti-
body response as well as the cyto-
toxic response performed by the
CD8* T lymphocytes. Therefore,
it is important to define antigenic
sites of the viral Env- protein of
HIV to develop helper CD4* cell
immunity to this virus. We show
that synthetic peptides of the viral
envelope proteine gp 120 are able
to induce in vitro CD4* T lympho-
cytes proliferation. For our study
we use peripheral blood mononu-
clea cells from of human volon-
teers who had been immunized
with a recombinant vaccinia virus
containing the AIDS viral enve-
lope gene and boosted with a
recombinant fragment.

m/s n° 3 vol. 5, mars 89

Tableau |

MISE EN EVIDENCE D'UNE PROLIFERATION CELLULAIRE
DES LYMPHOCYTES CD4 EN REPONSE AU PEPTIDE ENV-T1 DE LA gp 120

Individu 2*
Cellules séparées

Cellules

Individu 3*
Cellules séparées

non séparées des lymphocytes CD8

non séparées des lymphocytes CD8

Cellules
Milieu de culture*** 145**
Milieu de culture
+ 4 uM de peptide env-T1 5312
Milieu de culture
+ 4 M de peptide env-T1
+ 100 ng/ml OKT 4 1460

233 621 507
4827 12 356 13010
1132 4 916 4470

* Les individus 2 et 3 ont été sélectionnés pour leur réponse proliférative importante au
peptide env-T1. ** Incorporation de thymidine radioactive au jour 7 de la culture cellulaire.
Chaque valeur (cpm) correspond & la valeur médiane de trois cultures identiques indépen-
dantes. *** Le test de prolifération consiste & cultiver 2. 105 cellules dans un volume final
de 200 ul de milieu de culture constitué de RPMI 1640, 10 % de sérum de veau faetal et

des antibiotiques.
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