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ÉCOLE PRATIQUE DES HAUTES ETUDES
Sciences de la vie et de la terre

CARACTERISATION MOLECULAIRE ET FONCTIONNELLE DU RECEPTEUR CD229
HEPATOCYTAIRE

Luciane Lamotte

Résumé
Le carcinome hépatocellulaire (CHC) est l'un des cancers les plus fréquents dans le monde.
C’est la troisième cause de décès liés au cancer. La compréhension des mécanismes
moléculaires conduisant à un CHC pourrait fournir des données importantes dans le
développement de nouvelles thérapies. Un autre volet qui caractérise le développement du CHC
est lié à l’incapacité de la réponse immunitaire à contrer les cellules cancéreuses. Certains
récepteurs de la réponse immunitaire, pourraient donc être impliqués, dans l’inefficacité de la
réponse immunitaire anti-cancéreuse, via des mécanismes de régulation négative. L’analyse de
l’expression d’un panel de récepteurs du système immunitaire a mis en évidence l’importance
d’un membre appartenant à la famille des récepteurs SLAM : le récepteur CD229.
Ce travail décrit pour la première fois, l’expression du récepteur CD229 à la surface des
hépatocytes, jusqu’à maintenant connue dans les cellules d’origine hématopoïétique. Nous
avons montré que le récepteur CD229 était fortement exprimé dans les hépatocytes sains,
tandis que cette expression est significativement diminuée dans les cellules cancéreuses (CHC).
De plus, nos travaux indiquent, une forte relation entre l’expression du récepteur CD229 et le
pouvoir prolifératif des cellules cancéreuses. La perte de l’expression de ce récepteur par le
tissu hépatique cancéreux, serait un moyen d’échapper à des signaux régulant négativement la
prolifération. En se basant sur ces observations, nous avons analysé l’expression des protéines
adaptatrices du récepteur CD229. Nous montrons nettement par CMF et IHC que la protéine
SAP est exprimée dans les hépatocytes primaires sains alors que cette expression est fortement
diminuée dans les lignées de CHC. Les résultats obtenus pour la protéine SAP corrèlent avec
ceux obtenus pour le récepteur CD229.
L’ensemble de nos travaux a permis de mettre en évidence, l'expression du récepteur CD229
dans le foie qui pourrait représenter un facteur protecteur contre la progression du CHC et de
conclure qu’une diminution de son expression dans les cellules néoplasiques favoriserait leur
croissance.
Mots-clés : Hépatocarcinome - Récepteur SLAM CD229 - SLAM Associated Protein – VHC
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INTRODUCTION

I - Généralités
Le foie est un organe très important tant par sa taille (le plus volumineux de l'organisme) que par
son rôle physiologique. Il est situé sous le diaphragme et traverse la cavité abdominale sur toute
sa largeur. Il assure trois fonctions vitales :
- une fonction d'épuration (transformation ou destruction des produits toxiques absorbés par
l'intestin),
- une fonction de synthèse (cholestérol et lipoprotéines),
- une fonction de stockage de l'énergie à partir des nutriments absorbés par le tube digestif. Il
participe également à la régulation du taux de glucose dans le sang.

Différentes pathologies peuvent se développer au niveau du foie dont les principales sont :
- la cirrhose hépatique suite à une fibrose du tissu hépatique ce qui altère la fonction hépatique,
- la cirrhose biliaire primitive qui est une maladie auto-immune chronique des voies biliaires,
- les hépatites virales, qui regroupent les infections provoquées par des virus au dépend du tissu
hépatique. Les hépatites virales B (VHB) ou C (VHC) sont responsables de 90% des
dégradations hépatiques (Rehermann B et al., 2005),
- l'hépatite chronique active (HCA) qui est reconnue comme un important facteur de risque du
carcinome hépatocellulaire (CHC) (McGlynn KA, 2005),
- l’hépatite alcoolique aiguë qui est une affection sévère du foie. Elle est  liée à la toxicité
indirecte de l’alcool, entraînant une mort cellulaire brutale,
- Les Aflatoxines qui sont des toxines incriminées depuis longtemps dans la genèse du CHC en
Asie et en Afrique, (Peers F et al., 1987)
- l’hémochromatose qui est une maladie autosomique récessive se caractérisant  par une
surcharge en fer dans l’organisme.

II - Le carcinome hépatocellulaire
Le CHC ou hépatocarcinome est une tumeur maligne du foie. Il est dû, soit à une prolifération
maligne des hépatocytes, soit à une résistance à l’apoptose (mort cellulaire programmée), soit
aux deux à la fois. Les hépatocytes se transforment en hépatomes, acquièrent progressivement
un phénotype tumoral et perdent ainsi leurs fonctions. C'est la troisième cause de décès
concernant le cancer dans les populations occidentales (Llovet JM et al., 2003). L'incidence
annuelle mondiale est d'environ 500 000 nouveaux cas/an (El-Serag HB, 2011). Le CHC se
développe le plus souvent à la suite d’une cirrhose (75 à 80 % des cas), plus rarement après
une hépatopathie chronique non cirrhotique et exceptionnellement sur un foie sain.

Au premier stade du CHC, les tests biologiques hépatiques sont généralement normaux, en
dehors, de taux légèrement élevés de bilirubine, de phosphatase alcaline (PAL) et des
transaminases. Bien que l’examen biologique ne soit pas très spécifique, l’examen essentiel
pour le diagnostic du CHC est le dosage de l’alpha-foeto-protéine (AFP) dans le sang. En effet,
dans les grosses tumeurs, on retrouve des taux très élevés d’AFP alors que la production d'AFP
est très faible dans les petites tumeurs. Le diagnostic se base alors sur des examens anatomo-
pathologiques. (Pour Revue 2010) Thésaurus National de Cancérologie Digestive Version:
23/09/2010.
L'incidence croissante du CHC a généré de nombreuses recherches afin de comprendre les
mécanismes physiologiques, cellulaires et moléculaires impliqués dans la maladie avec l'espoir
de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques. Ces dernières années, les
connaissances dans le domaine de la cancérogenèse moléculaire ont permis le développement



de nouvelles stratégies thérapeutiques ciblées pour une variété de cancers, parmi lesquelles
l’utilisation d’anticorps monoclonaux et d’inhibiteurs de tyrosine kinases semble être
prometteuse (Bao JJ et al., 1996 ; Farazi PA et al., 2006).

Parmi les principales cibles moléculaires de ces nouvelles thérapies figurent :
-  Le facteur de croissance endotheliale (Vascular endothelial growth factor -VEGF) impliqué
dans l’angiogenèse,
-  Le facteur de croissance épidermique (Epidermal Growth Factor, EGF) ou le facteur de
croissance insulinémique ayant une structure chimique semblable à celle de l'insuline (Insulin-
like Growth Factor - IGF), ainsi que les voies PI3K-AKT-mTOR (PI3K pour Phosphatidylinositol
3-kinases – AKT est un nom de classement provisoire pour une souche de souris en
développement spontané des lymphomes thymiques et le t pour transforming -   mTOR pour
mammalian Target of Rapamycin) et Ras-Raf-MEK-MAPK (Ras pour proto oncogène Ras – Raf
pour  proto oncogène Raf - MEK pour Mitogen-activated extracellular signal regulated protein
kinase – MAPK pour mitogen-activated protein kinase) impliqués dans la prolifération et la survie
cellulaire, (Tanaka S et al. 2009).

L’autre volet qui caractérise le développement du CHC, est lié à l’incapacité de la réponse
immunitaire à contrer les cellules cancéreuses. Certains récepteurs de la réponse immunitaire,
pourraient être impliqués, dans l’inefficacité de la réponse immunitaire anti- cancéreuse, par des
mécanismes de régulation négative.
Les travaux menés en parallèle, par notre équipe de recherche, sur le processus d’entrée du
VHC, ont montré l’expression d’un membre de la famille des récepteurs SLAM (Signaling
Lymphocyte Activating Molecule) dans le tissu hépatique. Au cours des expériences visant à
caractériser ce récepteur dans le tissu hépatique, nous avons montré que sa stimulation
diminuait la production de certains facteurs solubles tels que l’EGF, impliqués dans les
processus d’angiogénèse, ainsi que dans la survie de l’hépatocarcinome.

III - La famille des récepteurs SLAM
III - 1 Généralités
Les récepteurs de la famille SLAM appartiennent au sous ensemble du récepteur CD2 et font
partie de la superfamille des immunoglobulines (Sayre PH et al., 1989). Ils jouent un rôle crucial
dans la régulation des différentes étapes de l’immunité cellulaire. Ils sont aussi présents dans de
nombreux types de cellules immunitaires  (lymphocytes T,  lymphocytes B) où ils peuvent
stimuler ou inhiber la fonction des récepteurs activateurs primaires (les récepteurs des cellules
T : TCR et les récepteurs des cellules B : BCR) (Cruz-Munoz ME et al., 2009 ; Dong Z et al.,
2009). Ils régulent notamment les interactions cellulaires impliquées à la fois dans les réponses
immunes cellulaires et humorales.
Leurs fonctions ont été démontrées au cours de la réponse immunitaire, qu’elle soit innée ou
adaptative (Romero X et al., 2004 ; Veillette A et al., 2006 ; Ma CS et al., 2007 ; Veillette A et al.,
2007 ; Calpe S et al., 2008 ; Schwartzberg P.L et al.,2009)

La famille des récepteurs SLAM comprend neuf membres : SLAMF1 (CD150; SLAM), SLAMF2
(CD48), SLAMF3 (CD229; Ly9), SLAMF4 (CD244 ; 2B4), SLAMF6 (natural killer, T- and B-cell
antigen NTBA), SLAMF5 (CD84), et SLAMF7 (CD2-like receptor activating cytotoxic cells :
CRACC ou CD319 ouCS1), SLAMF8 (BLAME), SLAMF9 (SF2001), (Engel P et al., 2003 ; Detre
C et al., 2010) (Tableau 1). Ces récepteurs sont connus pour être exclusivement exprimés à la
surface des cellules immunitaires (De la Fuente MA et al., 2001).

Les gènes codant pour les membres de cette famille sont tous localisés sur le chromosome 1



chez l’Homme (Sidorenko SP et al., 2003)

Ces membres sont regroupés dans un segment génomique de 359 kb péricentromérique chez
l’homme. L’arrangement des gènes de la famille des récepteurs SLAM est identique chez la
souris et l’homme, seule diffère l’orientation du sens de leur transcription (Morra M et al., 2001 ;
Veillette A. et al. , 2010 ; Cannons J.et al., 2011) (Figure 4). L’organisation génomique des
gènes codant la famille des récepteurs SLAM suggère qu’ils proviennent d’une série de
duplications à partir d’un gène ancestral commun (Wong YW et al., 1990 ; Kingsmore SF et al.,
1995 ; Veillette A. et al.,  2010 ; Cannons J. et al., 2011).

III - 2  Structure des récepteurs SLAM
Comme le montre la figure 5, les récepteurs de la famille SLAM sont des glycoprotéines
transmembranaires qui possèdent un domaine extracellulaire, un segment transmembranaire et
une région cytoplasmique (Wang N et al., 2001 ; Tovar V et al., 2002 ; Fraser CC et al., 2002 ;
Detre C et al., 2010 ; Cannons J et al., 2011 ). Le domaine extracellulaire est composé d’un
domaine variable V-like et d’un domaine constant C2-like (Davis SJ et al., 1996), à l’exception
du récepteur CD229 qui lui comprend quatre domaines Ig-like (répétition des motifs V-like et C2-
like)(Sandrin MS et al., 1992 ; 1996)(Figure 5). Ils sont activés par interactions homotypiques via
le domaine extracellulaire V-like sur l’extrémité N-terminale, à l’exception du récepteur CD244
qui lui interagit avec le récepteur CD48 (Brown MH et al., 1998 ; Cao E et al., 2006 ; Velikovsky
CA et al., 2007 ; Yan Q et al., 2007).
 La région cytoplasmique est caractérisée par la présence de plusieurs résidus tyrosine (Y), et
d’au moins 1 motif ITSM (immunoreceptor tyrosine-based switch motifs) qui a pour séquence :
TxYxxI/V, où « T » désigne une thréonine, « I » une isoleucine, « Y » une tyrosine, « V » une
valine et x désigne n’importe quel acide aminé (Sayos J et al., 1998 ; Shlapatska LM et al.,
2001 ; Chen R et al., 2006). Après activation, les motifs tyrosines sont phosphorylés par des
protéines kinases, comme celles de la famille des proto-oncogène protéines tyrosine kinase Src
(sarcoma). Les motifs ITSM ainsi phosphorylés permettent le recrutement de protéines à
domaines SH2 (Src Homology 2), comme la tyrosine phosphatase SHP-2 (Src homology 2
domain-containing phosphatase-2) ou l’inositol phosphatase SHIP (Src homology 2 domain-
containing Inositol 5_-Phosphatase). Les protéines adaptatrices de la famille SAP (SLAM-
associated Protein) comme la protéine du proto-oncogène c-Fyn ou la sous-unité p85 de la
phosphatidy-linositol-3 kinase (PI3-K) peuvent également être recrutées sur ces motifs ITSM
(Mikhalap SV et al., 1999 ; Tangye SG et al., 1999 ; Latour S et al., 2001a ; Howie D et al.,
2002 ;  Li C et al., 2003 a et  b ).

III - 3 Description des différents membres de la famille des récepteurs SLAM
III - 3.1 Le récepteur CD150 (SLAMF1)
Le récepteur CD150 (SLAMF1) est une glycoprotéine, qui a été identifié en 1993 sous le nom
d’IPO-3 à la surface des lymphocytes B activés, et qui est impliqué dans l’activation des
lymphocytes T (Sidorenko SP et al., 1993 ;  Cocks BG  et al., 1995). Ce récepteur est également
exprimé dans les thymocytes, plaquettes, cellules dendritiques matures, lymphocytes B naïfs, et
les lymphocytes T mémoires, où son expression augmente suite à son activation in vitro. Par
ailleurs, le récepteur CD150 est également exprimé dans les cellules souches hématopoïétiques
(CSHs), (Punnonen J et al., 1997 ; Castro AG et al., 1999 ; Henning G et al., 2001 ; Kruse M et
al., 2001 ; Romero X et al., 2004 ; Nanda N. et al., 2005 ; Kiel MJ et al., 2005). Il joue de
nombreux rôles dans l’immunité innée et adaptative non seulement en tant que molécule co-
stimulatrice, mais aussi en tant que récepteur viral (Tatsuo H et al., 2000).

III - 3.2 Le récepteur CD48 (SLAMF2)



Le récepteur CD48 (SLAMF2) est une protéine glycosyl-phosphotidyl-inositol (GPI), identifié
dans les années 1980 sous le nom de BLAST-1 (Thorley-lawson DA et al., 1987 et 1989). Plus
tard, il est identifié comme ligand du récepteur CD2 (Arulanandam AR et al., 1993). En 1998, on
découvre que le récepteur CD48 se lie préférentiellement au récepteur 2B4 (CD244) (Brown
M.H et al., 1998).
Grâce à sa structure GPI, le récepteur CD48 peut être clivé après activation et se retrouver sous
forme soluble dans la circulation. Il est exprimé dans diverses cellules hématopoïétiques, son
expression est régulée par les produits viraux ou bactériens et les protéines immuno-associées.
(Boles KS et al., 2001; Elishmereni M et al., 2010).

III - 3.3 Le récepteur CD244 (2B4 ou SLAMF4)
Le récepteur CD244 (SLAMF4) est une glycoprotéine de surface caractérisé en 1993, lié au
récepteur CD2 et impliqué dans la régulation des cellules NK et la fonction de lymphocytes T
(Mathew PA. et al., 1993). Il se lie préférentiellement au récepteur CD48 (Brown M. H. et
al.,1998). Son interaction hétérotypique permet d’activer la cytotoxicité et la production d’IFN- de
ces cellules (Tangye  SG et al., 2000 ; Speiser DE et al., 2001 ; Gao N et al., 2006 ; Lee KM et
al., 2006). Il a récemment été démontré que la N-glycosylation de cette glycoprotéine est
indispensable à son interaction avec le récepteur CD48, et ainsi à ses fonctions de régulation
(Margraf-Schönfeld S et al., 2011). Le récepteur CD244 peut également être un récepteur
inhibiteur des cellules NK et CD8+ (Lee KM et al., 2004 ; Blackburn et al., 2009).

III - 3.4 Le récepteur CD84 (SLAMF5)
Le récepteur CD84 (SLAMF5) est une glycoprotéine de surface identifié et caractérisé en 1997
(De la fuente MA  et al., 1997). Ce récepteur est exprimé sur les cellules hématopoïétiques,
lymphocytes B, T, mais aussi les monocytes, macrophages, granulocytes, et cellules
dendritiques (Krause S et al., 2000 ; Romero X et al., 2004). Contrairement à la souris, les
cellules NK humaines ne l’expriment pas (Roncagalli R et al., 2005). Le récepteur CD84 est une
molécule co-stimulatrice qui induit la prolifération des lymphocytes T activés et leur production
d’IFN- (Martin M et al., 2001 ; Tangye SG et al., 2003).

III - 3.5 Le récepteur NTB-A (SLAMF6)
Le récepteur NTB-A (SLAMF6) est une glycoprotéine de surface caractérisé en 2001 (Bottino C
et al., 2001 ; Fraser C.C et al. , 2002). Il est exprimé sur les cellules NK, les lymphocytes T, les
lymphocytes B, et éosinophiles (Munitz A et al., 2005). Il a récemment été montré que le
récepteur NTB-A était fortement exprimé dans les monocytes ainsi que les cellules dendritiques
(Matesanz- Isabel  J et al., 2011). Il est présent sur les lymphocytes B, quelque soit le stade de
différenciation, du stade pro-B, aux lymphocytes mémoires.
De plus, il joue un rôle important tout comme le récepteur CD244, dans les cellules NK en
induisant la prolifération de ces cellules, ainsi que la production de cytokines (Flaig R.M et al.,
2004 ; Falco M et al., 2004). Une autre étude a montré par ailleurs que le récepteur NTB-A
pourrait devenir une cible thérapeutique potentielle dans le traitement des leucémies et
lymphomes, grâce à l’utilisation d’anticorps dirigés contre cette protéine induisant une activité
anti-tumorale des cellules de lymphome (Korver W et al., 2007).

III - 3.6 Le récepteur CD319 (CRACC ou CS1 ou SLAMF7)
Le récepteur CD319 (SLAMF7) est une glycoprotéine de surface caractérisé en 2001 sous le
nom de CS1 (Boles KS et al., 2001). Il est exprimé sur les cellules NK, les lymphocytes T
cytotoxiques CD8+, les lymphocytes B activés, et les cellules dendritiques matures (Boles KS et
al., 2001 ; Bouchon A  et al., 2001). Il induit la cytotoxicité des cellules NK. Bien que ses
fonctions dans les lymphocytes B et T soient encore méconnues, il pourrait jouer un rôle



activateur des lymphocytes B, puisque la stimulation du récepteur CD40 induit la surexpression
du récepteur CD319 (Bouchon A  et al., 2001).

III - 3.7 Le récepteur BLAME (B lymphocyte activator macrophage expressed)  (SLAMF8)
Le récepteur BLAME (SLAMF8) est une glycoprotéine de surface caractérisé en 2001
(Kingsbury GA et al., 2001). Ce récepteur est exprimé sur les lymphocytes B, les monocytes
activés et les cellules dendritiques. Les études menées dans le modèle murin ont permis
d’avancer l’hypothèse selon laquelle le récepteur BLAME pourrait jouer un rôle dans
l’engagement des lymphocytes B et/ou la modulation du signal par le BCR (Kingsbury GA et al.,
2001). Depuis 2001, très peu de recherches ont été menées sur cette protéine. C’est seulement
en 2011, que l’expression de la protéine BLAME a été détectée de manière très faible sur les
monocytes du sang périphérique, ainsi que sur les lymphocytes B matures (Matesanz –Isabel J
et al., 2011).

III - 3.8 Le récepteur SF2001 (SLAMF9)
Le récepteur SF-2001 (SLAMF9) est une glycoprotéine de surface caractérisé en 2001 sous le
nom de CD2-F10  (Fennelly JA et al., 2001 ; Fraser CC et al., 2002). Il est exprimé dans les
monocytes humains, les lymphocytes T et B ainsi que dans les cellules dendritiques (Fennely JA
et al., 2001). Comme le récepteur BLAME, le récepteur SF-2001 possède une queue
cytoplasmique de petite taille, sans motif « tyrosine ni d’autres motifs de signalisation ». Le
ligand de cette protéine ainsi que son rôle ne sont toujours pas connus (Calpe S et al., 2008).

III - 3.9 Le récepteur CD229 (SLAMF3)
Le récepteur CD229 (SLAMF3), auquel nous avons consacré l’essentiel de nos travaux et
présentés dans ce mémoire, est une glycoprotéine identifié chez l’homme en 1996 (Sandrin MS
et al., 1996). Il est exprimé sur les lymphocytes T matures, lymphocytes B, les thymocytes
simples positifs CD4+ ou CD8+, les cellules myéloïdes : macrophages et les cellules dendritiques
(De la fuente MA et al., 2001 ; Romero X et al., 2004 ; Sintes J et al., 2007 ; Sintes J et al.,
2008). Il est très faiblement exprimé sur les cellules NK humaines et absent sur les monocytes,
granulocytes, érythrocytes et plaquettes (De la fuente MA et al., 2001 ; Romero X et al., 2005).
Le récepteur CD229 est le seul membre de la famille des récepteurs SLAM capable de
s’internaliser. Il a été mis en évidence que des protéines telles qu’AP-2(adaptator protein 2),
Grb2 (Growth factor receptor-bound protein2) et 3BP2 (ou SH3BP2 pour  c-Abl Src homology 3
domain-binding protein-2), interagissent avec le récepteur CD229 dans les lymphocytes T
matures. Ces protéines une fois activées, favorisent son endocytose (Martin M et al., 2005 ; Del
Valle JM et al., 2003). Comme les autres membres de la famille des récepteurs SLAM, le
récepteur CD229 peut recruter la protéine SAP et la protéine EAT-2 (Erwing’s sarcoma-activated
transcript-2), grâce au domaine SH2 (Morra M et al., 2001). Il a été démontré que la protéine
SAP est nécessaire pour la phosphorylation du récepteur CD229 dans les thymocytes et les
cellules T périphériques (Simarro M et al., 2004).

A part ses propriétés structurales et biochimiques, peu de données sont connues concernant
son rôle. Il a cependant été montré, qu’il était impliqué dans la régulation des interactions entre
les lymphocytes B et T (Romero X et al., 2005). Par ailleurs, des études in vitro ont montré que
l’interaction du récepteur CD229 sur les lymphocytes T primaires humains induisait rapidement
la phosphorylation de ses tyrosines et diminuait en partie l’activation de ERK (Extracellular
signal-regulated kinases) et la production d’IFN induite par un anticorps anti-CD3 (Martin M et
al., 2005). Cette étude suggère que le récepteur CD229 pourrait jouer un rôle inhibiteur dans
l’activation des lymphocytes T.
Une étude récente a montré que le récepteur CD229 est fortement exprimé dans les cellules
humaines de myélome (Atanackovic D et al., 2011). La régulation négative de ce récepteur à



l’aide d’ARN interférence (ARNi) réduit le nombre des cellules  cancéreuses. Par ailleurs, il a été
montré que l’utilisation d’anticorps dirigé contre ce récepteur, active la lyse des cellules de
myélome. Le récepteur CD229 pourrait être ainsi utilisé en tant que marqueur diagnostique de
cette maladie et être utilisé comme cible thérapeutique.

IV - Les molécules adaptatrices du récepteur CD229
IV - 1 La protéine AP-2 (Clathrin-associated adaptor protein) ou adaptine AP-2
Elle représente un élément clé du mécanisme d’endocytose dépendant de la clathrine. C’est un
complexe stable constitué de deux sous unités _ et _ (100-115 kDa) (adaptines), de sous unité
µ2 (50 kDa), et d’une petite sous unité _2 (17 kDa).

Des études réalisées sur des cellules, en utilisant des dominants négatifs et des approches
d’ARNi, ont montré que la protéine AP-2 est nécessaire à l’internalisation rapide (Ohno,H 2006).
En 2003, le récepteur CD229 est décrit comme le seul membre des récepteurs SLAM pouvant
interagir avec la sous unité µ2 du complexe AP-2. La protéine AP-2 se lie directement à la
tyrosine Y470 présente sur le domaine intracellulaire du récepteur CD229. La phosphorylation de
cette tyrosine induite par la protéine kinase Fyn, bloque la liaison avec la protéine AP-2. Il a été
démontré, en utilisant des mutants de la tyrosine Y470, que cette tyrosine est essentielle à
l’endocytose du récepteur CD229 par le complexe AP-2 (Del valle JM et al., 2003). L’endocytose
du récepteur serait due à un mécanisme essentiel pour la cellule permettant ainsi de moduler
rapidement l’expression du récepteur CD229 à la surface.

IV - 2 La protéine Grb2 (Growth factor receptor-bound protein 2)
C’est une protéine adaptatrice impliquée dans la transduction du signal. Elle est composée d'un
domaine SH2 flanqué de chaque côté par un domaine SH3 (Src-kinase Homology domain 3).
L'inhibition de la fonction Grb2 altère les processus de développement de divers organismes et
la prolifération de différents types cellulaires. La protéine Grb2 est connue pour sa capacité à se
lier au récepteur à activité tyrosine kinase de type EGFR (Epidermal Growth Factor receptor)
(Lowenstein EJ et al., 1992; Egan S. E et al., 1993).
Le récepteur CD229 est le seul membre des SLAM capable de se lier directement à Grb2,
protéine adaptatrice connue pour activer la voie de signalisation Ras/MAPK. Après
phosphorylation du récepteur CD229 par la protéine kinase Fyn, la tyrosine Y606 du récepteur
interagit avec le domaine SH2 de la protéine Grb2 dans les lymphocytes T (Martin M et al.,
2005)(Figure 7).  Le site de liaison de la protéine Grb2 est nécessaire pour l’internalisation du
récepteur dans les lymphocytes T, après l’engagement du récepteur CD229 ou TCR.
L’utilisation de mutants de la tyrosine Y606 empêche toute internalisation du récepteur.

L’interaction entre le récepteur CD229 et la protéine Grb2 régule l’internalisation du récepteur
par une voie dépendante de la PI3K et contrôle ainsi le taux de CD229 à la surface. Par ailleurs,
la colligation du récepteur CD229 avec le TCR inhibe la phosphorylation de ERK, alors que la
colligation du TCR avec les autres membres de la famille SLAM l’active (Martin M et al., 2005 ;
Bouchon A et al., 2001 ; Henning G et al., 2001). Ce phénomène pourrait s’expliquer par le fait
que l’interaction du récepteur CD229 et de la protéine Grb2, empêcherait la liaison à d’autres
molécules de signalisation.

V - Les protéines  adaptatrices de la famille SAP (Slam-Associated Protein)
La famille SAP comprend trois protéines adaptatrices à savoir : SAP, EAT-2 et ERT (EAT-2
related transducer). Les protéines SAP et EAT-2 sont exprimées à la fois chez l’homme et chez
la souris tandis que la protéine ERT n’est retrouvée que chez la souris (Engel P et al., 2003 ;
Veillette A et al.,2006a ; Ma CS et al., 2007). Il a été mis en évidence que l’expression de ces
protéines dans les cellules hématopoïétiques est principalement régulée par des cytokines. En



effet, dans les cellules NK l’expression de la protéine SAP est augmentée en réponse à l’IL-2,
IL-12, INF-_, alors qu’aucune variation d’expression de la protéine EAT-2 n’est observée en
réponse à ces différentes cytokines (Endt J et al., 2007). Les protéines SAP et EAT-2 sont
constituées d’un domaine SH2 unique (Figure 8). Ce domaine SH2 peut interagir avec des
résidus tyrosines phosphorylés présents sur d’autres protéines.
Des études ont montré que, le récepteur CD229 fixe la protéine SAP dans les lymphocytes T et
la protéine adaptatrice EAT-2 dans les lymphocytes B via les résidus Y558 et Y581 présents dans
les motifs ITSM (Morra M et al., 2001). En revanche, ces deux protéines sont exprimées
simultanément et interagissent avec le récepteur CD229 dans les cellules NK. Les protéines
adaptatrices de la famille SAP peuvent interagir avec tous les membres de la famille des
récepteurs SLAM, à l’exception du récepteur CD319, qui ne peut s’associer qu’avec la protéine
EAT-2, et probablement la protéine ERT (Bouchon A et al., 2001 ; Tassi I and Colonna M, 2005 
; Cruz monnoz ME et al.,2009 ; Veillette  A et al., 2010).

La protéine ERT a été découverte plus récemment. Elle comporte 82% d’identité de séquence
avec EAT-2 et environ 40% avec SAP (Roncagalli R et al., 2005 ; Calpe S et al., 2006). Chez les
hommes, le gène codant ERT est un pseudogène, non fonctionnel (Veillette A et al., 2010).

V - 1 La protéine SAP (SH2D1A)
Le gène SAP a été identifié en 1998, en recherchant le gène responsable du syndrome de
lymphoprolifération liée à l’X (XLP). (Sayos J et al., 1998 ; Coffey AJ et al., 1998 ; Nichols KE et
al., 1998). La même année, la protéine SAP a été caractérisée comme protéine partenaire des
récepteurs SLAM (Sayos  J et al., 1998). La protéine SAP joue un rôle majeur dans l’induction
de la cytoxicité des lymphocytes T et cellules NK. Il a été montré que certains virus comme EBV
(Epstein-Barr virus) ou encore des bactéries telles que les mycobactéries (Mycobacterium
tuberculosis et Mycobacterium leprae), agents infectieux responsables respectivement de la
tuberculose et de la lèpre sont également capables de moduler l’expression de la protéine SAP
dans les cellules du système immunitaire (Quiroga MF et al., 2007 ; Chuang TY et al., 2008 ).
Après être recrutée au niveau des motifs ITSM, la protéine SAP recrute à son tour la protéine
kinase Fyn, par l’intermédiaire de l’arginine en position 78 présente sur son domaine SH2
(Latour S et al., 2001, 2003 ; Chan B et al., 2003 ; Veillette A et al., 2007). Cette arginine
interagit directement avec le domaine SH3 de la protéine kinase Fyn, permettant ainsi son
recrutement et son activation. L’interaction de la protéine SAP avec la protéine kinase Fyn est
spécifique, puisque l’arginine 78 de la protéine SAP ne se lie pas aux autres membres de la
famille Src (Veillette A et al., 2007). La  protéine SAP s’associe aux récepteurs SLAM par
l’intermédiaire des motifs ITSM dans le domaine cytoplasmique. La capacité de la protéine SAP
à transmettre un signal en aval du récepteur CD229 dans les cellules T est le résultat de son
aptitude à recruter et activer sélectivement la protéine kinase Fyn (Chan B et al., 2003 ; Latour S
et al., 2001 ; Simarro M et al., 2004). La protéine kinase Fyn phosphoryle à son tour les résidus
tyrosines dans le domaine cytoplasmique des récepteurs SLAM. Par exemple, la protéine SAP
est recrutée par le récepteur 2B4 et le récepteur NTB-A, induisant la phosphorylation de la
protéine Vav1 et de la protéine CBL conduisant ainsi à la cytotoxicité  des cellules NK et
lymphocytes CD8+.

V - 2 La protéine EAT2 (SH2D1B)
Les transcrits EAT-2 ont été caractérisés en 1996, comme transcription aberrante dans les
fibroblastes transformés par l’oncogène Erwing’s associé au sarcome EWS-FL11 (Thompson
AD et al., 1996). Le gène qui code pour EAT-2 (SH2D1B chez l’homme et Sh2d1b1 chez la
souris) est localisé sur le chromosome 1 chez l’homme comme chez la souris, à 1500 kb et
1300 kb du locus des récepteurs SLAM, respectivement. Ce gène code un polypeptide de 132
acides aminés (Latour S et al., 2004). La protéine EAT-2 joue un rôle dans les cellules NK, les



lymphocytes B, les cellules dendritiques, et les cellules hématopoïétiques comme les
macrophages (Coffey AJ et al., 1998 ; Nichols KE et al., 1998 ; Parolini S et al., 2000 ; Sayos J
et al., 1998 ; Morra M et al., 2001b ; Veillette A et al., 2006b, 2007). Il a été décrit comme
suppresseur de la cytotoxicité naturelle et de la production d’IFN-. Contrairement à la protéine
SAP, les protéines EAT-2 et ERT ne possèdent pas le résidu arginine 78, et sont donc
incapables de recruter la protéine kinase Fyn par ce mécanisme (Engel P et al., 2003 ; Veillette
A et al., 2006a ; 2007 ; Ma CS et al., 2007). Ils contiennent un ou deux résidus tyrosines dans le
domaine C-terminal, qui pourraient être phosphorylés permettant ainsi le recrutement d’autres
molécules contenant un domaine SH2. L’identité de ces effecteurs n’est pas encore connue,
néanmoins des données récentes suggèrent que la phospholipase C (PLC)-_ pourrait être
recrutée par la tyrosine Y127 de la protéine EAT-2 chez l’homme (Clarckson NG and Brown MH
2009). Ces résidus tyrosine jouent un rôle critique dans les effets activateurs et inhibiteurs de la
protéine EAT-2 dans les cellules NK (Roncagalli R et al., 2005 ; Cruz munoz ME et al., 2009 ;
Clarkson NG and Brown MH 2009).  Une autre hypothèse existe selon laquelle la protéine EAT-
2 bloquerait toute interaction entre les récepteurs SLAM et la protéine SAP et toute autre
molécule (Latour S and Veillette A  2004).



HYPOTHESE DE TRAVAIL ET OBJECTIFS

Une partie des travaux de recherches auxquels j’ai participé, est présentée dans ce mémoire de
fin d’étude de l’EPHE. Ces travaux s’inscrivent dans le cadre d’une nouvelle thématique initiée
par le Dr H Bouhlal, au sein de l’unité de recherche Inserm (UMR 925). La principale thématique
traitée dans l’équipe de recherche, consiste à étudier la réponse immunitaire antivirale et anti-
cancéreuse, induites lors de l’infection par le virus de l’hépatite C. Cette infection est parmi les
causes principales de la transformation des hépatocytes, qui dans 3% des cas, aboutissent à un
cancer primitif du foie ou CHC.
L’hypothèse de ce travail est basée sur l’incapacité de la réponse immunitaire (CTL, NK,
macrophage et production des cytokines) à contrer les cellules cancéreuses. Certains
récepteurs de la réponse immunitaire, pourraient être impliqués dans son inefficacité par des
mécanismes modulant négativement cette réponse.
Des études préliminaires ont porté sur l’analyse de l’expression d’un panel de récepteurs du
système immunitaire (récepteurs de la réponse innée, molécules de co-stimulation). Elles ont
montré l’expression d’un membre appartenant à la famille des récepteurs SLAM, il s’agit du
récepteur CD229.
L’objectif de ce travail est de caractériser ce récepteur CD229 hépatocytaire, connu jusqu’à lors
dans les cellules d’origine hématopoïétique, et d’identifier ses partenaires moléculaires ainsi que
son rôle, dans le foie.
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