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RÉSUMÉ

Molécules non classiques du CMH-II, HLA-DM et HLA-DO dirigent le

chargement de peptides antigéniques sur les molécules classiques du CMH-II,

telle que HLA-DR. Plus précisément, HLA-DM catalyse l’échange peptidique,

alors que HLA-DO influence plutôt le répertoire peptidique en inhibant

l’activité de HLA-DM. Le chargement peptidique a lieu dans les

compartiments endosomiques multivésiculaires où ils sont tous deux localisés.

L’interaction entre HLA-DM et HLA-DR se réalise au niveau des membranes

internes vésiculaires de ceux-ci. Bien qu’on attribue le ciblage de HLA-DO au

motif d’adressage intracellulaire encodé dans le domaine cytoplasmique de

DMf3, nous avons évalué la présence de signaux de transport sur la queue

cytoplasmique de HLA-D0f3. À cette fin, nous avons conçu et transfecté (dans

les cellules HeLa), des molécules rapporteuses DR/DO et des mutants dérivés

de celles-ci. Nos résultats démontrent la présence d’un motif de ciblage

dileucine fonctionnel dans la queue cytoplasmique de D013. Ils suggèrent

également que DO peut modifier le transport de DM dans les compartiments

endosomiques. Cette dernière hypothèse fut confirmée par une autre équipe de

recherche, ce qui nous a amenés à étudier la régulation du ciblage des

molécules du CMH-II dans les vésicules internes des compartiments

multivésiculaires ou des exosomes.

La production exosomale est ubiquiste et se produit dans une variété de cellules

hématopoïétiques et non hématopoïétiques. Ces vésicules membranaires sont

relâchées dans le milieu cellulaire ambiant lors de la fusion du compartiment

multivésiculaire et de la membrane cellulaire. Ils sont extraits des milieux de

culture par une centrifugation à grande vélocité. La fonction physiologique de

ces vésicules demeure toutefois l’objet de nombreuses investigations, tout

comme les mécanismes qui gèrent leur formation et la sélection de cargo. Les

molécules HLA-DR matures atteignent la surface cellulaire, tout en
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s’accumulant également dans les membranes exosomales. Dans la deuxième

partie de cette thèse, nous tentons de déterminer les mécanismes qui règlent

l’incorporation des molécules du CMH-II dans ces membranes vésiculaires.

Nos résultats démontrent que DM est présent dans les fractions exosomales de

la lignée cellulaire lymphoblastoide 721.45, tout comme dans les cellules HeLa

transfectées avec CIITA. Afin de comprendre les mécanismes qui dirigent

l’entrée et la rétention de cargos dans les exosomes, HLA-DM a été transfecté

seul dans les cellules HeLa. Dans ces conditions, DM est exclue des

membranes exosomales à moins d’avoir préalablement inactivé son signal

tyrosine (YXXL) par mutagenèse dirigée. Ces résultats suggèrent que ce signal

est sans doute inactivé dans les lymphocytes B et les cellules HeLa CIITA.

Étonnamment, une molécule chimérique DR fusionnée au domaine

cytoplasmique de DM3, demeure efficacement incorporée dans les membranes

exosomales des cellules HeLa transfectées. Dans l’ensemble, ces résultats

démontrent que le destin des protéines transmembranaires dans les

compartiments multivésiculaires est dicté par les signaux cytoplasmiques et

d’autres facteurs cellulaires, probablement liés à la capacité de formation de

complexes multimoléculaires.
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SUMMARY

HLA-DM and HLA-DO are non-classical MHC class II molecules that

modulate the loading of antigenic peptides on molecules such as HLA-DR in B

ceils. HLA-DM catalyzes the peptide exchange and HLA-DO influences the

peptide repertoire by negatively modulating the activity of HLA-DM. Peptide

exchange occurs in class II-rich compartments of the endocytic pathway where

they both accumulate. These compartments include multivesicular bodies in

which HLA-DR and -DM interact at the level of the internai membranes.

Although the targeting of HLA-DO to endosomal compartments is attributed to

sorting information within DM cytoplasmic tau, we have investigated the

presence of consensus sorting signais within the cytoplasmic domains of HLA

DO. HLA-DR!DO chimeric and mutagenic molecuies were transfected into

HeLa ceils. Our resuits show the presence of a functionai sorting motif within

the beta chain. Interestingly, these resuits suggested that DO can modify DM

sorting within endosomal compartments. This hypothesis was later

demonstrated by others and prompted us to study the regulation of

MVB/exosomal sorting of MHC moiecuies.

Mature peptide-loaded HLA-DR moiecuies end-up at the ceil surface but aiso

accumulate in exosomai vesicies. These small structures are shed presumably

through the fusion of muitivesicuiar bodies with the plasma membrane and are

obtained by high speed centrifugation of the culture medium. Despite their co

localization with HLA-DR in MHC II-rich compartments, the presence of

HLA-DM in exosomes remains to be demonstrated. In the second part of this

work, we show by immunoblot that DM is present in exosomal fractions of the

721.45 B lymphobiastoid celi une. A similar conclusion was reached when

looking at exosomes from HeLa ceils transfected with CIITA. To gain insight

into the intracellular mechanisms regulating exosome entry and cargo retention,

HLA-DM was transfected into HeLa ceils. Interestingly, in these conditions,
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DM was excluded from exosomes. However, it was found in exosomes when

its YXXL sorting motif was inactivated by site-directed mutagenesis or

following co-expression of HLA-DR. Altogether, these resuits demonstrate

that sorting signais in the cytoplasmic domains of transmembrane proteins can

regulate exosome entry and raise the intriguing possibility that protein-protein

interactions can moduiate the activity of such signais.
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CHAPITRE 1- REVUE DE LITTÉRATURE

1.1 Introduction

1.1.1 Transplantation tumorale et découverte du complexe majeur
d’ histocompatibilité

La découverte des molécules du CMH a été réalisée lors d’études portant sur la

transplantation de tumeurs chez des souris (1). Les biologistes tentaient de

trouver un moyen de préserver les tumeurs en les transplantant vers des souris

saines. Ils constatèrent rapidement que les transplantations et la propagation

des tumeurs n’étaient efficaces qu’entre souris génétiquement identiques (2).

De plus, la greffe de tissus normaux suivait cette règle de transplantation.

Plusieurs expériences de croisements génétiques entre différentes lignées de

souris ont permis d’établir les facteurs génétiques qui contribuent au rejet de

tissus. Ils identifient alors un locus principal et plusieurs locus secondaires. Ce

groupe de locus génétiques est appelé le locus d’histocornpatibilité (3;4). Le

locus majeur qui semblait être responsable de cette compatibilité tissulaire entre

le greffon et le tissu récepteur fut nommé le complexe majeur

d’histocompatibilité (CMH)(5). Les locus secondaires, quant à eux, sont

connus sous l’appellation complexe mineur d’histocompatibilité.

Les différents gènes du CMH détiennent l’information nécessaire pour

synthétiser des glycoprotéines membranaires hautement polymorphiques, que

l’on retrouve exprimées à la surface cellulaire. Les études sérologiques ont

révélé que les souris greffées génèrent des alloanticorps contre ces

glycoprotéines provenant du tissu greffé (6;7). Ces déterminants antigéniques

de la souris ont été nommé antigène d’histocompatibilité.
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Deux classes d’antigènes d’histocompatibilité ont été définies à partir des

études effectuées chez l’homme et la souris : les antigènes du CMH-I et les

antigènes du CMH-II. Les antigènes du CMH-I se retrouvent de façon

ubiquiste dans les cellules de mammifères. Les antigènes du CMH-II sont

majoritairement restreints à trois types cellulaires : les lymphocytes B, les

cellules dendritiques et les macrophages.

Les études portant sur l’histocompatibilité ont surtout été effectuées à partir de

cellules sanguines. L’appellation HLA, «Human Leukocyte Antigen», tient au

fait que les molécules du CMH I sont exprimées de façon ubiquiste dans les

leucocytes humains. Cette terminologie a été utilisée car chez l’humain,

contrairement à la souris, les CHM-I ne se retrouvent pas à la surface des

érythrocytes. La terminologie HLA s’applique maintenant tant aux antigènes

du CMH-I qu’à ceux du CMH-II.

1.1.2 Le complexe HLA

Le complexe HLA regroupe plusieurs gènes directement impliqués dans la

réponse immunitaire. Plus de 40 gènes sont impliqués dans l’apprêtement et la

présentation antigénique. Par contre, la majorité des gènes retrouvés dans cette

région n’appartiennent guère au système immunitaire. Le complexe HLA se

localise sur le chromosome 6 chez l’homme et 17 chez la souris (8). Chez

l’homme, le complexe HLA se divise en trois principales sous régions: la classe

I, la classe II et la classe III (Figure 1.1).
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Figure 1.1 Le complexe fiLA humain.

Le complexe I1LA s’étend sur environ 3600kb et $6 gènes y sont répertoriés sur
trois locus. Les Iocus du CMII sont positionnés sur le chromosome 6 chez
l’humain. (Traduit de Klein et aÏ., 2000 (9;l0).

La région de la classe I occupe une position chromosomique télomérique et

regroupe les gènes nécessaires à la synthèse des molécules du CMH-I. Elle

détient l’information génétique pour synthétiser les chaînes alpha des molécules

du CMH-I, impliquées plutôt dans l’apprftement et la présentation des peptides

endogènes. Les gènes HLA-A, HLA-B et IILA-C sont localisés dans cette

région.
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La région de la classe II occupe une position plus centromérique et permet la

synthèse des protéines impliquées dans l’apprêtement et la présentation des

peptides exogènes. Les gènes de cette région encodent les chaînes alpha et bêta

des hétérodimères classiques, HLA-DR, HLA-DP et HLA-DQ, ainsi que les

hétérodimères non classiques, HLA-DM et HLA-DO. On retrouve également

quelques gènes essentiels pour l’apprêtement de l’antigène dans le contexte des

molécules du CMH-I (TARi, TAP2, LMP1, LMP2) (9).

Finalement, la région de la classe III regroupe quelques gènes impliqués dans la

régulation du système immunitaire. Toutefois, cette région n’apporte aucune

contribution vitale à la présentation antigénique par les molécules du CMH.

Succinctement, on y trouve certains gènes impliqués dans le système du

complément (C4B, C4A, C2, Bf), et certains autres ayant des fonctions

cellulaires diverses (9). Cette région ne sera pas traitée ici.

1.2 Les molécules du CMH-I

Les molécules du CMH-I (HLA-A,-B,-C) sont formées par l’association non

covalente d’une chaîne alpha, encodée par les gènes des locus A, B et C, et par

la chaîne 32-microglobu1ine, que l’on retrouve encodée par un gène sur le

chromosome 15 (Figure 1.2). L’hétérodimère formé consiste en une protéine

membranaire exprimée de façon ubiquiste à la surface de la majorité des

cellules nucléées (11). Le complexe stable se forme initialement dans le

réticulum endoplasmique (RE), où un peptide antigénique cytosolique se fixe à

la niche peptidique de l’hétérodimère. L’entrée des peptides cytosoliques dans

le RE est catalysée par les transporteurs TAP («Transporter associated with

Antigen Processing»). Le complexe trimoléculaire rejoint ensuite la surface

membranaire cellulaire pour activer les lymphocytes T cytotoxiques (CD8+).
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1.3 Les molécules du CMH-II

Les molécules du CMH-ll sont des glycoprotéines transmembranaires

hétérodimériques hautement polymorphiques formées par l’association non

covalente d’une chaîne Œ et d’une chaîne f3. La chaîne Œ possède une masse

moléculaire qui varie entre 32 à 34 kDa alors que celle de la chaîne f3 varie

entre 29 à 32 kDa. Ces variations de masse moléculaire sont attribuables à des

différences de glycosylation. La chaîne Œ de HLA-DR contient deux séquences

consensus Asn-X-Ser/Thr de glycosylation, alors que la chaîne f3 en possède

une seule (12).

1.3.1 Expression cellulaire

On retrouve trois isotypes de molécules du CMEI-ll chez l’humain (HLA-DP, -

DQ, -DR) et deux chez la souris (lA [gène H2-AJ et lE [gène H2-E]). Ces

complexes sont exprimés par un sous-groupe de cellules immunes: les

lymphocytes B, les macrophages, les cellules dendritiques, les lymphocytes T

Figure 1.2 Structure des molécules du CMH-I et CMH-ll.

Traduit de Klein et aÏ., 2000(9).
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activés et les cellules épithéliales thymiques (9). Toutefois, l’interféron-y peut

induire l’expression de ces molécules dans plusieurs autres types cellulaires

(13). L’interféron-y induit l’expression du facteur de transactivation des

molécules du CMH-II, CIITA («class Il-transactivator»).

1.3.2 CIITA, le transactivateur des molécules du CMH-II

Le transactivateur des molécules du CMH-II, CIITA, agit en tant que principal

facteur de transcription responsable de la régulation de l’expression inductible

et constitutive des gènes du CMH-II (14). La protéine CITTA se lie

indirectement avec les régions promotrices des gènes de classe II. Elle interagit

avec plusieurs facteurs de transcription (Nf-Y, RFX5, RFXANK, CREB-1)

dont une des fonctions consiste à lier spécifiquement certaines régions du

promoteur (15). Les promoteurs des gènes du CMH-II sont caractérisés par

quatre régions régulatrices: la boîte W, Xl, X2, et Y. L’interaction de la

machinerie transcriptionnelle avec ces régions est requise pour l’expression des

molécules du CMH-II.

1.3.3 Les molécules classiques et non classiques du CMH-II

Les molécules du CMH-II sont divisées en deux catégories: les molécules

classiques et non classiques. Chez l’homme, les molécules classiques

regroupent les protéines HLA-DP, HLA-DQ, et HLA-DR. Ces protéines ont la

capacité de présenter différents peptides antigéniques à la surface des APC.

Les gènes correspondant à ces protéines sont caractérisés par un niveau

extrêmement élevé de polymorphisme.

Les hétérodimères HLA-DM et HLA-DO (H2-M et H2-O chez la souris), quant

à elles, représentent les molécules du CMH-II dites «non classiques». Ces

complexes ne peuvent accommoder un peptide dans leurs niches peptidiques.

En effet, la niche peptidique de la molécule HLA-DM possède une structure
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fermée et ceci fait obstacle à la liaison peptidique. D’autre part, la structure

tridimensionnelle de DO demeure toujours inconnue. Toutefois, aucune donnée

ne suggère qu’il puisse lier des peptides antigéniques. Contrairement aux gènes

classiques, ceux qui codent pour les protéines non classiques sont beaucoup

moins polymorphiques (1 6-18). De plus, leur expression subcellulaire se limite

principalement au niveau des compartiments endosomiques. En effet,

l’expression de ces molécules à la surface cellulaire est éphémère et transitoire

(19).

1.3.4 Structure de la molécule du CMH-II classique

L’hétérodimère classique se subdivise en quatre domaines distincts: la niche

peptidique, un domaine de type immunoglobuline (1g), la région

transmembranaire et la queue cytoplasmique (Figure 1.2) (20). Les régions N-

terminales de la chaîne OEl et f31 interagissent pour former la niche peptidique.

Cette niche est constituée d’un plancher de huit feuillets f3 antiparallèles bordés

par deux hélices Œ. Chaque chaîne (a et f3) contribue la moitié de cette structure

(une hélice Œ et quatre feuillets f3). Cette cavité permet d’accommoder une

portion de 9 à 12 acides aminés des peptides antigéniques (21;22). Les résidus

polyrnorphiques du CMH se concentrent au niveau des acides aminés qui

forment la niche peptidique. Les régions hypervariables se retrouvent aux

niveaux du plancher et des bordures de la niche peptidiques. Les peptides

antigéniques sont maintenus dans la niche grâce à une série de ponts

hydrogènes entre le squelette du peptide et les chaînes latérales d’acides aminés

qui forment cette niche (20;23). Ceci permet à la niche d’accommoder

plusieurs peptides indépendamment de leurs séquences. L’association des deux

chaînes (Œ et f3) est maintenue par les interactions au niveau des régions N

terminales. Ce sont ces interactions entre les résidus du premier feuillet f3 de

chaque chaîne qui stabilisent l’hétérodimère (24).
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Le domaine suivant comprend la région Œ2 et f32 de chaque chaîne. Cette

région est peu polymorphique et possède une structure analogue aux

repliements des immunoglobulines. Le site d’interaction avec le co-récepteur

CD4 est situé sur une boucle du domaine f32 (25;26).

Le domaine transmembranaire possède une taille approximative de 25 acides

aminés. Ce domaine, enrichi en acides aminés hydrophobes, traverse la

bicouche lipidique et ancre la molécule aux membranes cellulaires. Il a été

démontré que le domaine transmembranaire de la chaîne f3 de I-A” semble être

impliqué au niveau de la signalisation intracellulaire dans les lymphocytes B de

souris (27).

Le domaine cytoplasmique est composé de résidus hydrophiles C-terminaux.

Cette région comporte des motifs d’adressages intracellulaires endosomiques,

généralement encodés sur la chaîne f3 (28-30). Le domaine cytoplasmique de

HLA-DR contient également des résidus critiques pour son interaction avec le

cytosquelette (31). Finalement, plusieurs études fonctionnelles démontrent la

contribution des domaines cytoplasmiques à la signalisation intracellulaire lors

de l’activation des lymphocytes B (27;32-37).

1.3.5 Fonction des molécules du CMII-!!

1.3.5.1 Présentation antigénique

Les molécules du CMH sont impliquées dans le développement des réponses

immunes contre les différentes formes de pathogènes. Elles activent

directement les lymphocytes T en interagissant spécifiquement avec leurs

TCRs. Au lieu de présenter les protéines sous leurs formes natives, les

molécules du CMH ont la caractéristique de lier et de présenter les antigènes

sous forme de fragments peptidiques. Chacune des molécules du CMH lie un

éventail limité de peptides dérivés de protéines endogènes et exogènes (3$;39).
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Classiquement, les molécules du CMH-I présentent des antigènes peptidiques

provenant de l’environnement cytosolique aux lymphocytes T cytotoxiques

(CD$+). Les molécules du CMH-II, quant à elles, sont responsables de

présenter les peptides dérivés des pathogènes extracellulaires aux lymphocytes

T accessoires (CD4+).

Toutefois, il existe un phénomène immunitaire qui permet aux cellules

présentatrices d’antigènes professionnelles, comme les macrophages et les

cellules dendritiques, d’induire une réponse CMH-I-restreinte contre des

antigènes extracellulaires. Ces événements se nomment «présentation croisée»

ou «cross-presentation» (40;41). En effet, les APC professionnelles ont

développées la capacité de transporter le matériel antigénique endocytosé vers

le cytosol et ainsi permettre leur présentation par la machinerie conventionnelle

du CMH-1 (42-44). Dans le même ordre d’idée, plusieurs protéines endogènes

sont dégradées à l’intérieur des compartiments endosorniques de présentation

antigénique. En effet, il existe un processus cellulaire qui permet de réarranger

les membranes subcellulaires afin de séquestrer des organelles ou du

cytoplasme, nommé l’autophagie (45). La vacuole membranaire formée

fusionne avec les lysosomes afin de dégrader ces éléments cellulaires.

Finalement, les peptides générés peuvent être présentés dans le contexte des

molécules du CMH-II (22;46).

1.3.5.2 Sélection thymique

Une des fonctions fondamentales des molécules du CMH se manifeste à la

sélection thymique lors de la formation du répertoire des lymphocytes T (47).

En effet, la maturation et la différenciation des thymocytes au niveau du thymus

nécessitent un enchaînement séquentiel d’interactions avec les complexes

CMH-peptides endogènes présents à la surface des cellules épithéliales

thymiques (48). À cet égard, les molécules du CMH agissent en tant que jury
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moléculaire et arbitre la destinée des thymocytes. Tout d’abord, la sélection

positive permet de discriminer les thymocytes ayant la capacité de reconnaître

les molécules du CMH. Ensuite, la sélection négative permet d’éliminer les

thymocytes ayant une trop forte affinité pour le complexe CMH-peptide

endogène et limite ainsi la possibilité de générer des clones autoréactifs

potentiellement dangereux pour l’hôte (49).



31

/9

Endosønic, trndf /Mll( Multivcsiculai,vs

Classe II i--fi- MtI( lntcrmcdiairc

MPR± W
HLÂ-DM +

Ii-COOH + Classa II +4-4-

li-NH2+÷ MPR
LAMP-i + HLA-DM÷q-÷
CD63+ h-NH+
CalhepsineD + LAMP-1 ++

YAe+÷ CD63++
CathepsineD -f-i

YAe +++

Figure 1.3 Les compartiments endosomiques et la voie de synthèse des

molécules du CMR-H.

Le système endosomique consiste en un vaste réseau de compartiments
hétérogènes. La composition protéique, la morphologie et les propriétés
biochimiques varient d’un compartiment à l’autre. L’intégrité du réseau
endosomique est essentielle pour l’apprêtement de l’antigène et le chargement
peptidique restreint par les molécules du CMH-ll. Suite à leur biosynthèse, les
complexes CMII-llhTi cheminent dans cette voie à partir du TGN (voie
principale) ou bien à partir de la membrane plasmique (voie secondaire). La
liste des marqueurs est indiquée pour chaque compartiment Abréviations: Ii =

chaîne invariante, LAIvfF-1 = lysosome-associated membrane protein, hIC =

MHC ctass II compartment, MPR = mannose 6-phosphate receptor, Tifi
transferrin receptor. YAe= anticorps qui reconnaît le comiexe CMH-H/peptide
de ta souris (motecute I-A b avec peptide de 17 acides aminés). Traduit de
Geuze, 199$ (50).
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1.4 La Chaîne Invariante (Ii)

1.4.1 Biosynthèse et ciblage endosomique du complexe CMH-IIfIi

Suite à sa synthèse dans le réticulum endoplasmique, les molécules du CMH-II

s’associent à une protéine nommée la chaîne invariante (Figure 1.3). Cette

association génère un complexe moléculaire nonamérique formé d’un trimère

de chaînes invariantes associées individuellement à des hétérodimères c43 de

classe 11(51). La chaîne invariante détient trois fonctions principales: assurer

un bon repliement de la molécule du CMH-II, empêcher la liaison de peptides

endogènes et adresser le complexe Ii-CMH aux compartiments endosomiques

grâce aux motifs de ciblage intracellulaire (51-54). Mis à part un peptide

résiduel occupant la niche peptidique de la molécule du CMH-II, le fragment

CLIP («class II-associated invariant chain peptide»), la chaîne invariante se

trouve progressivement dégradée par diverses protéases et cathepsines (55;56).

La relâche du CLIP et son échange pour un peptide antigénique de haute

affinité se fait grâce à l’activité catalytique de HLA-DM (voir section 1.5).

Finalement, le complexe CMH-IJ-peptide gagne la surface cellulaire où il

interagit de façon spécifique avec les récepteurs T spécifiques des lymphocytes

T accessoires (CD4+) (57).

1.4.2 Structure protéique de la Chaîne Invariante

La chaîne invariante (Ii) a été découverte originalement lors d’études portant

sur le polymorphisme des molécules du CMH-II (5$). Cette protéine est

particulièrement intrigante puisque son expression suit celle des molécules du

CMH-II (59). De plus, elle possède plusieurs masses moléculaires et

différentes charges. Depuis sa découverte en 1979, elle a fait objet de plus de

1000 projets de recherches scientifiques (5$).
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La chaîne invariante est une protéine transmembranaire de type II dont le nom

témoigne de son faible niveau de polymorphisme et de sa mobilité conservée

sur gel SD$-page bidimentionnel (60). La chaîne invariante est composée de

trois régions principales. Il y a le domaine cytoplasmique N-terminale d’une

taille de 30 acides aminés, le domaine transmembranaire entre les résidus 30 à

56, et finalement un domaine extracellulaire C-terminal d’une taille de 160

acides aminés (61-64). Chez l’homme, il existe une forme alternative de la

chaîne invariante qui contient un segment additionnel de 16 acides aminés du

côté N-terminal (65;66). Ce produit est le résultat de l’utilisation d’un site

d’initiation alternatif par le ribosome lors de la traduction (67). De plus, deux

formes additionnelles de Ii peuvent être synthétisées suite à un épissage

alternatif de l’ARNm. L’exon 6 additionnel encode une section supplémentaire

luminale de 64 acides aminés (64). En résumé, la chaîne invariante possède

quatre isoformes protéiques distincts: la forme p33, p35, p41 et p43 (6$)(figure

1.4). La forme prédominante, p33, est retrouvée chez l’homme et la souris.

Les formes p35 et p43 présentes chez l’homme, demeurent toutefois

inexistantes chez le rat et la souris (60;69).

1.4.2.1 Domaine cytoplasmique de Ii

La queue cytoplasmique de la chaîne invariante détient plusieurs fonctions

importantes au niveau du complexe Ii-CMH-II. Le domaine cytoplasmique

possède deux motifs d’adressage intracellulaire de type dileucine permettant de

cibler le complexe Ii-CMH-II aux compartiments endosomiques (voir section

1.13.2)(52;53;70). Ces motifs agissent au niveau du ciblage protéique à partir

du TGN vers les lysosomes et lors de l’endocytose. La mutation de ces motifs

résulte en une expression de surface de la chaîne invariante et engendre une

augmentation de la demi-vie de la molécule (71). L’extension cytoplasmique

de 16 acides aminés encode quant à elle un motif diarginine impliqué au niveau

de la rétention au réticulum endoplasmique (voir section 1.12.2)(72). De plus,
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deux sites de phosphorylation, essentiels à la sortie du complexe CMH-II-IiP35

du RE, s’y logent (73;74).
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Figure 1.4 Représentation schématique des isoformes de la chaîne

invariante humaine.

Le gène de la chaîne invariante produit deux ARN messager qui diffèrent suite
à un épissage différentiel. De plus, l’utilisation de deux codons d’initiation
pour chacun de ces ARNs produit les formes prédominantes p33 et p35, ou p4.l
et p43. La séquence primaire en acide aminé représente le domaine
cytoplasmique de la chaîne invariante. On y retrouve plusieurs déterminants
importants pour les fonctions de la chaîne invariante. Tout d’abord, les deux
motifs dileucines de ciblage intracellulaire se retrouvent dans tous les isoformes
(boîte noire). Ensuite, le motif de rétention diarginine (souligné) et le site de
phosphorylation (boîte vide: sérine en position 8) sont seulement présents dans
la chaîne p35 et p43. Finalement, les deux méthïonines initient la séquence des
différents isoformes. Inspiré de (75;76).

1.4.2.2 Domaine extracellulaire de Ii

Le domaine extracellulaire constitue un élément critique de l’interaction avec

les molécules du CMH-T1 et de la stmcture de la chaîne invariante. Les résidus

81 à 109, qui correspondent à la région CLIP, sont responsables de l’association

“p41

entre la chaîne invariante et la niche peptidique du CMB-II (77). De plus, le
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domaine de trimérisation, résidul62-183, permet de former les complexes

nonamériques constitués de trois chaînes invariantes associées à trois

hétérodimères t43 du CMB-ll (51;64) (Figure 1.5). Finalement, un domaine

supplémentaire de 64 acides aminés présent dans la forme p41 et p43 est pouvu

d’une région riche en cystéines, dont la fonction consiste à inhiber certaines

cystéines protéases lysosomiques (78-80).

Figure 1.5 Complexe nonamérique CMH-ll I Ii

Le complexe nonamérique consiste en un trimère de chaînes invariantes
associées individuellement à des hétérodimêres alpha-beta du CIvffT-II. Le
domaine de trimérisation se trouve dans la portion c-terminale de la chaîne
invariante (résidus 118-193). La région CLIP voisine est formée par les résidus
$1 à 104. Celle-ci occupe la niche peptidique de la molécule du CMH-TI.
(Traduit de Cresswell, p., 1996 (81)). Veuillez noter que le troisième
hétérodimère n’apparaît pas à doite pour faciliter l’observation de la structure.

1.4.3 Régulation génique

Le gène de la chaîne invariante n’est pas localisé dans le locus du CMH mais

bien sur le chromosome cinq (61). Néanmoins, le partage de régions

régulatrices transcriptionnelles permet une expression coordonnée entre les

gènes du CMH-II et celui de la chaîne invariante. En effet, une séquence
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activatrice en amont contient des séquences homologues aux boîtes W, Xl, X2

et Y, éléments essentiels de tous promoteurs du CMH-II($2).

1.5 HLA-DM

La découverte de HLA-DM s’est faite presque simultanément par trois groupes

indépendants à l’aide de différentes lignées B lymphoblastoïdes mutantes. Ces

cellules exposent des phénotypes semblables. En effet, elles dévoilent des

défauts de présentation antigénique malgré une expression normale de

molécules du CHM-II ($3-86). Tout d’abord, les molécules du CMH-II sont

instables et sont associées en majorité avec le fragment CLIP de la chaîne

invariante(84). Finalement, la présentation antigénique est efficace seulement

lors de la présentation d’antigènes nécessitant aucun apprêtement : les peptides

dérivés de protéines natives ne sont pas présentés efficacement (83). C’est

seulement quelques années plus tard que ces groupes attribuent ces défauts de

présentations antigéniques à l’inactivation ou à l’absence des gènes DMŒ ou

DM13 ($7;$$).

1.5.1 Structure de HLA-DM

Par opposition aux molécules classiques du CMH-II, HLA-DM possède un

polymorphisme très limité. Les variations sont dispersées à travers la séquence

codante au lieu d’être concentrées uniquement au niveau de la niche peptidique

(89;90). De plus, la structure de HLA-DM se distingue de celles des autres

hétérodimères du CMH-II (9l;92). Tout d’abord, l’homologie de séquence

entre les chaînes respectives de DM et celles des autres molécules du CMH-II

est de seulement de 30% (90;93;94). Ensuite, la structure cristalline de DM

révèle une niche peptidique fermée dont l’ouverture n’accommode aucun

peptide antigénique (91 ;92).
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1.5.2 Fonction de HLA-DM

Le chargement des peptides antigéniques sur les molécules du complexe majeur

d’histocompatibilité de classe II s’effectue grâce à l’activité d’édition de la

molécule HLA-DM (95). Cette protéine libère la niche du peptide de la chaîne

invariante (CLIP) et catalyse la formation du complexe CMH-II-peptide de

haute affinité dans les compartiments endosomiques tardifs (95-97). De plus,

elle agit en tant qu’éditeur de la présentation antigénique, puisqu’elle favorise la

liaison des peptides de haute affinité au détriment de ceux de faible affinité

(96). Dans les lymphocytes B, l’activité de HLA-DM est régulée par une

molécule du CMH classe II non classique nommée HLA-DO (98).

1.5.3 Adressage intracellulaire endosomique

Dans les cellules présentatrices d’antigènes humaines et murines, HLA-DM est

localisée principalement dans les compartiments endosomiques tardifs

spécialisés dans la présentation antigénique soit, les MIIC (voir section

1.8.2)(29;99). La localisation précise de HLA-DM à l’intérieur de ces

compartiments endosomiques multivésiculaires est inconstante. Initialement,

on retrouve DM au niveau de la membrane limitante des MVB et également

aux membranes vésiculaires internes (29;l00;l01). Par contre, des études

récentes suggèrent une localisation enrichie au niveau des membranes

limitantes des compartiments multivésiculaires (102-104). À ce jour, ces

divergences semblent être attribuables aux variations de types cellulaires.

HLA-DM possède un motif tyrosine typique d’adressage endosomique (YTPL)

sur la queue cytoplasrnique de la chaîne 3. Ce motif est conservé et on le

trouve tant chez l’homme que chez la souris (29;100;101;105). Ce motif de

type tyrosine est localisée à 10 résidus du domaine TM et une étude rapporte

l’importance de la proximité entre le motif et la membrane plasmique (106).

On retrouve ce type de motif sur un grand nombre de protéines
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transmembranaires endosomiques, par exemple le récepteur de la transferrine,

le récepteur mannose 6-phosphate et la protéine lysosomique, Lamp- 1 (107-

110). Le motif YTPL cible HLA-DM directement aux endosomes tardifs sans

transit à la surface membranaire. La mutation de la tyrosine ou de la leucine

conservée engendre une relocalisation en surface du complexe HLA-DM

(29;101). Bien que DM possède des motifs de ciblage intracellulaire, l’absence

de DM n’a aucun impact sur l’adressage de HLA-DR t 111).

Lors de la présentation antigénique, les complexes HLA-DM circulent entre les

compartiments endosomiques et ta surface cellulaire, ce qui explique sa

présence transitoire en surfaceti 12). Toutefois, le motif puissant

d’internalisation leurs assure un passage éphémère. Par ailleurs, l’expression

de HLA-DM à la surface cellulaire peut être observée à de très faible niveau

dans les cellules dendritiques immatures et les lymphocytes B. Aussi, on

estime qu’entre 10 et 15% de la quantité totale de DM se retrouve à la surface

cellulaire de certaines lignées 3(19). Il semble que DM à la surface de ces

cellules puisse interagir avec HLA-DR et faciliter le chargement de peptides

exogènes.

1.6 HLA-DO

1.6.1 DOa et DO: les partenaires inattendus

Les gènes codant pour l’hétérodimère non classique HLA-DO soit, DOA (DZA

ou DNA) et DOB sont localisés dans le locus du CMH-II. Étrangement, ces

deux gènes occupent des positions chromosomiques éloignées l’une de l’autre,

étant séparés physiquement par plusieurs gènes: DMA, DM3, TAPi, TAP2,

LMP1 et LMP2. Cette organisation inattendue surprend, compte tenu que tous

les gènes associés chaînes ci. et f3 du CMH-II sont habituellement regroupés par

paires. De plus, l’expression non coordonnée des ARNm de DOci et D0f3
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semble à l’encontre d’un partenariat entre le produit de ces deux gènes. En

effet, la stimulation d’une lignée cellulaire fibroblastique par un traitement à

l’fl\If’y induit une forte augmentation des transcrits de DOŒ, alors qu’elle ne

semble pas augmenter ceux de HLA-D0t3 (17). Ces observations expliquent le

scepticisme des spécialistes face à la capacité de ces gènes à former un

hétérodimère HLA-DO fonctionnel. De plus, certains proposent même que le

gène HLA-D013 murin (Af32) serait un pseudogène (113). finalement, il a été

démontré que les produits des gènes HLA-DNA et HLA-DOB s’associent pour

former l’hétérodimère HLA-DO(1 14).

1.6.2 Expression Tissulaire de HLA-DO

Bien que la distribution tissulaire des molécules du CMH II murin se limite

habituellement aux cellules présentatrices d’antigènes spécialisés et à certaines

cellules épithéliales thymiques, l’expression de H2-O (l’homologue de HLA

DO chez la souris) paraît encore plus restreinte. En effet, H2-O s’exprime

uniquement au niveau des cellules épithéliales thymiques de la médulla et à

l’intérieur des zones B-dépendantes de la rate et des ganglions (lymphocytes B)

(113). D’une part, la découverte d’H2-O3 à l’intérieur des cellules épithéliales

thymiques suggèrent que DO puisse potentiellement avoir un rôle au niveau de

la sélection négative. D’autre part, l’absence d’HLA-DO à l’intérieur des

macrophages et des cellules dendritiques laisse entrevoir une fonction bien

distincte des molécules du CMII II classiques et non classiques. Toutefois, il

faut souligner les résultats d’une étude qui montre la présence de DO dans les

cellules dendritiques (114). À ce jour, la présence de HLA-DO dans ces

cellules n’a toutefois pas été confirmée par d’autres études. De plus, une étude

récente effectuée dans notre laboratoire conclue que les cellules dendritiques

dérivés de monocytes humains n’expriment pas le gène DOB(l 15).
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Chez l’homme, la distribution thymique de HLA-D0 est légèrement différente

de son homologue murin, s’exprimant davantage au niveau du cortex qu’au

niveau des cellules épithéliales medullaire(l 14). De plus, HLA-D0 semble

s’enrichir en périphérie des corpuscules de Hassall, pourtant eux-mêmes étant

négatifs pour les CMH-II. Mis à part la distribution tissulaire lègèrement

distincte, la différence majeure de l’expression cellulaire de HLA-D0 entre ces

deux espèces réside dans sa présence à la surface cellulaire. En effet, les

splénocytes des souris expriment H-20 en surface, alors que chez l’humain,

HLA-DO est clairement restreint aux compartiments intracellulaire (113;114).

Ces dernières observations suggèrent que l’hétérodimère HLA-D0 possède une

fonction qui diffère de la présentation directe de peptides exogènes aux TCR

(114).

1.6.3 Localisation cellulaire

À l’encontre des autres molécules du CMH-II, l’hétérodimère HLA-DO ne

semble pas être présent à la surface cellulaire chez l’homme(l 14). Initialement,

la localisation intracellulaire de HLA-D0 fut observée uniquement au niveau

du RE et de l’appareil de Golgi, et ne s’étend pas aux compartiments

endosomiques(l 14). Par contre, plusieurs études subséquentes établirent

clairement la présence de l’hétérodimère DO dans les compartiments

endosomiques MIICs(9$;116). De plus, elles mettent en évidence la capacité

de HLA-DO de former des complexes stables avec HLA-DM(116).

1.6.4 Fonction de HLA-DO

La fonction de HLA-DO consiste à inhiber l’activité de HLA-DM dans les

compartiments endosomiques des lymphocytes B(117). Ce rôle de régulateur

négatif lui a été attribué suite aux études démontrant l’incapacité des complexes

DM-DO purifiés de catalyser l’échange de peptides sur les complexes

DR3:CLIP in vitro (117). De plus, la formation du complexe DM-DO réduit la
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quantité de la molécule DR3 SDS-stable. Ces résultats indiquent une structure

imparfaite et l’absence d’un peptide stable dans la niche peptidique.

Le rôle de FILA-DO a été revu à la lumière d’études plus récentes qui lui

attribuent plutôt un rôle de modulateur du répertoire peptidique associé aux

molécules du CMH-II (11$). En effet, la présence de DO abolit la liaison de

peptides dont la masse moléculaire est inférieure à 1$ kDa. L’analyse du

répertoire peptidique par HPLC et par spectrométrie MALDI révèle des faits

intéressants: la présence de DO inhibe la présentation de certains peptides et

favorise la présentation de certains autres. Également, FILA-DO réduit la

quantité de complexe DR3-peptide antigénique à la surface membranaire,

comme l’indique la réduction des liaisons réalisées par l’anticorps 16.23, un

anticorps spécifique aux complexes DR3-peptide. En conclusion, ces études

démontrent que HLA-DO modifie le répertoire peptidïque à la fois de façon

quantitative et qualitative.

1.6.4.1 Fonction physiologique de HLA-DO

La fonction physiologique de FILA-DO fait encore l’objet de controverse.

Malgré un phénotype faible, le premier knock-out de FILA-DO chez la souris

(KO DOu) éclaircit sa fonction au niveau de l’apprêtement et de la présentation

antigénique (119). Ces études exposent le rôle de DO sur le chargement des

peptides à la surface des molécules du CMH-II (H2-Ab) dans les lymphocytes

B. Aucune variation n’a été observée quant à la densité des molécules CMH-II

à la surface cellulaire. Par ailleurs, une présentation accrue des antigènes

intemalisés par pinocytose dans les lymphocytes B dérivés de la souris DOŒ

KO a été démontrée. Par contre, ces mêmes antigènes sont présentés de façon

équivalente ou supérieure par la souris sauvage lorsqu’ils sont internalisés par

les immunoglobulines de surface des souris transgéniques. Conséquemment,

HLA-DO permet aux lymphocytes B de discriminer entre les différentes voies
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d’entrée d’un même antigène. Ces études ont permis d’établir un modèle de la

fonction physiologique de la molécule HLA-DO dans les lymphocytes B

(figure 1.6). HLA-DO favorise la présentation d’antigènes internalisés par les

immunoglobulines à la surface membranaire.

Quelques aimées plus tard, le groupe de Karlsson révise leurs résultats et

complète l’analyse de la souris DOa KO (120). Plusieurs de leurs résultats sont

contradictoires et contredisent leurs travaux antérieurs. Tout d’abord, la

présentation des peptides dérivés de protéines antigéniques n’a pas été modifiée

par la présence ou l’absence de HLA-DO lors de l’entrée de l’antigène par

pinocytose. De plus, l’effet de DO sur la présentation d’antigènes internalisés

par les immunoglobulines spécifiques varie selon l’épitope et le récepteur

responsable de l’internalisation. En conclusion, il est proposé que le modèle

original ne s’applique pas de façon générale puisqu’il est valide uniquement

pour quelques combinaisons d’antigènes-récepteurs.
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Figure 1.6 Modèle de la fonction de fiLA-DO dans les lymphocytes B.

Dans les lymphocytes B, les antigènes sont internalisés non spécifiquement par
pinocytose (bleu) ou bien spécifiquement par les 1g de surface (bourgogne).
D’une part, les peptides antigéniques générés dans les endosomes ne sont pas
présentés à cause de l’inhibition de DM par DO dans ces conditions de pH.
D’autre part, les antigènes liés aux anticorps à la surface membranaire sont
protégés de la dégradation jusqu’aux lysosomes. A cet endroit, HLA-DO est
inactif à cause du pH et la formation des complexes CMH-lllpeptides survient
efficacement. Ceci favorise la présentation des peptides dans ces
compartiments et le transport à la surface cellulaire (Adapté de Mfonso et
Karlsson, 2000 (121)).

1.6.4.2 fiLA-DO : Senseur d’acidité du complexe DM/DO

Le complexe DM-DO réside principalement à l’intérieur des compartiments

endosomiques et lysosomiques des lymphocytes B (116). Ces compartiments

sont caractérisés par un environnement riche en enzymes protéolytiques et par

un milieu acide. Vu le spectre d’acidité des compartiments endosomiques,

chacun de ces compartiments possèdent un environnement spécifique et

génèrent potentiellement un répertoire différent de complexes CMII-II
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peptides. Si l’activité de DO est sensible au pH, alors elle sera alors bien

différente d’un compartiment endosomique à l’autre (précoce vs tardif). Par

conséquent, l’activité modulatrice de HLA-DO sur DM se traduirait par un

changement du répertoire peptidique associé aux molécules du CMH-II à la

surface de la cellule.

Afin de comparer l’activité de DO sur ces différents compartiments, des

expériences in vitro de chargement peptidique ont été effectuées. Celles-ci

permettent de conclure que l’inhibition de DM par DO est maximale à des pHs

caractéristiques des endosomes précoces (pH 6.0) (1 l$;1 19). En résumé, HLA

DO favorise la présentation des peptides antigéniques produits à l’intérieur des

compartiments endosomiques tardifs (pH 5.0) dans les lymphocytes B. Pour

tester cette hypothèse dans un système physiologique, ils tirent avantage de la

bafilomycin A, inhibiteur de l’acidification des compartiments endosomiques

spécifiques aux ATPases vacuolaires. Ces essais de présentation antigénique

permettent de mesurer la contribution respective des compartiments

endosomiques tardifs et précoces. Ces expériences mettent en évidence que

l’expression de DO ne permet pas la présentation des peptides antigéniques

dans le contexte d’une acidification endosomique incomplète. En d’autres

mots, DO inhibe la présentation des peptides générés au niveau des endosomes

précoces et favorise le chargement de ceux présents dans les compartiments

endosomiques tardifs.

1.6.5 Régulation de l’expression de HLA-DO

Plusieurs études suggèrent qu’HLA-DO serait une composante dynamique dans

la voie de présentation antigénique des lymphocytes B. La régulation de

l’expression de HLA-DO est en effet évidente lors du développement et de

l’activation des lymphocytes B. Tout d’abord, l’expression de DO s’initie

tardivement lors du développement des lymphocytes B chez l’homme. Bien
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que l’expression de DM et de DR apparaissent précocement lors de la phase

pro-3 au niveau de la moelle osseuse, celle de DO se manifeste seulement chez

les lymphocytes B matures(122;123).

L’initiation de la réponse immune humorale dans les organes lymphoïdes

secondaires est orchestrée de façon à permettre l’interaction sélective entre les

lymphocytes B et les lymphocytes T. La génération des centres germinatifs, où

a lieu la différenciation des lymphocytes B, permet au évènement de maturation

de l’affinité et de la commutation de classe de l’isotype. L’apprêtement et la

présentation antigénique par le complexe CMH-II de la cellule B revêtent une

importance centrale pour cette différentiation. Des études récentes suggèrent

que malgré un niveau relativement stable des molécules HLA-DM et HLA-DR

dans les lymphocytes B des centres germinatifs, l’expression de DO apparaît

réduite de façon significative (122;124;125). Dans ce contexte, la diminution

de l’activité de DO favoriserait l’efficacité de DM au niveau du chargement

peptidique, permettant ainsi une présentation antigénique plus efficace de la

part des molécules du CMH-II. De là, découle conséquemment une

diversification du répertoire des complexes CMH-II-peptides présentés au TCR

des lymphocytes T. Cette diversification peut potentiellement occasionner une

augmentation du répertoire d’anticorps générés lors de la réponse immune

(123).

finalement, l’activation des lymphocytes B agit également sur le niveau

d’expression d’HLA-DO. En effet, une réduction de l’expression de DO est

observée suite à l’activation par la PMA ou via les récepteurs de surface (BCR)

(122;124-126).

1.6.6 Structure de la protéine HLA-DO

Les séquences protéiques de HLA-DO exposent de remarquables similarités

avec celles de HLA-DQ et de HLA-DR (16;17;127). Cette grande homologie
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laisse sous-entendre une structure similaire. Effectivement, bien que la

structure tridimentionnelles de HLA-DO demeure inconnue, elle semble

adopter une conformation comparable aux molécules du CMH-II classique. En

effet, des études de modélisation moléculaire suggèrent que la chaîne 13 de

HLA-DO est compatible pour la formation d’un hétérodimère classique a/

(122). Cette étude structurale de HLA-DO est basée sur la génération d’une

molécule chimérique dans laquelle les 1$ premiers acides aminés de D0f3 sont

remplacés par ceux de DRJ3. Cette molécule chimérique s’associe avec la

chaîne Œ et l’hétérodimère ainsi formé possède une conformation adéquate.

C’est la reconnaissance du complexe par L243, un anticorps conformère anti

DRŒ, qui permet cette observation. Ensuite, les tests de présentation des

superantigènes SEA et TSST-l aux cellules T confirment cette structure

quaternaire adéquate. finalement, des études d’alloréponse démontrent que la

structure de D013 accommode l’interaction avec le co-récepteur CD4 (12$),

contrairement à ce que certains anticipent (25). Dans l’ensemble, ces résultats

suggèrent que HLA-DO adopte une conformation similaire aux molécules

classiques du CMH-II. De plus, notre laboratoire vient tout juste de démontrer

la formation de paires mixtes isotypiques entre les chaînes DOŒ et DQI3

(résultats non publiés, Diallo et Thibodeau). Finalement, les études de

cristallisation amorcées dans le laboratoire, avec la molécule DOŒP1 1V/D0f3,

permettront de résoudre incessamment la structure de HLA-DO (129).

1.6.7 Transport intracellulaire de HLA-DO.

Dans les lymphocytes B, HLA-DO demeure majoritairement associée à HLA

DM (117;130). Cette association permet à DO d’acquérir une conformation

adéquate pour sortir du réticulum endoplasmique et atteindre les compartiments

endosomiques (116). En effet, HLA-DO, par lui même, est incapable de quitter

le RE en absence de HLA-DM (116). Bien que ces mécanismes de rétention

demeurent inconnus, notre équipe s’est intéressée à les élucider. Nos résultats

suggèrent que la rétention résulte d’une mauvaise association entre les chaînes
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DOŒ et D0f3 dans la région N-terminale de l’hétérodimère (Annexe 2)(129).

En effet, les études de mutagenèse révèlent qu’une proline dans le domaine cd

de DOŒ est responsable de la mauvaise association entre les chaînes DOŒ et

D0f3. En effet, sa mutation restore la conformation et la sortie de

l’hétérodimère indépendamment de la molécule HLA-DM.

1.6.8 Ciblage intracellulaire de HLA-DO.

Le motif tyrosine de HLA-DMt3 détermine principalement le ciblage du

complexe HLA-DM/HLA-DO aux compartiments endosomiques. Toutefois, la

queue cytoplasmique de HLA-D0f3 comporte deux signaux potentiels

d’adressage intracellulaire : un motif dileucine et un motif tyrosine imparfait

(114;131). Typiquement, ces deux types de motifs garantissent le ciblage

endosomique à partir du TGN (voir section 1.13). La contribution de ces deux

motifs dans la localisation et la fonction du complexe DM/DO demeurent

spéculatives. La première publication figurant dans cette thèse s’attarde à

l’étude des motifs d’adressage intracellulaire endosomique encodés dans la

queue cytoplasmique de D0f3 (2$). En résumé, nos expériences démontrent la

présence d’un motif dileucine fonctionnel sur la queue cytoplasmique de DO f3.

1.7 Les tétraspanes et la présentation antigénique

Les tétraspanes sont des protéines transmembranaires caractérisées par la

propriété singulière de former des complexes multimoléculaires entre elles et

avec d’autres protéines membranaires (132). Elles s’expriment dans toutes les

cellules, à l’exception des érythrocytes (132), et possèdent quatre domaines

transmembranaires répartis entre deux domaines extracellulaires inégaux (EC1

et EC2) et deux courts domaines cytoplasmiques (133) (Figure 1.7). Les

tétraspanines possèdent en outre la capacité de former des complexes

multimériques avec certaines intégrines et le CMH-II à la surface des
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lymphocytes B (134). L’association des CMH-II à l’intérieur des complexes

tétraspanines persiste à l’intérieur des compartiments multivésiculaires de ces

dernières. Certaines études suggèrent que les tétraspanines jouent un rôle dans

les étapes dernières étapes de maturation des molécules du CMH-II (103). À
titre d’exemple, CD63 interagit avec la forme stable du CMH-II, le complexe

CMH-peptide. Il est ainsi proposé que CD63 sépare le complexe CMH-peptide

de la fonction éditrice de HLA-DM (l35;136). Les molécules non classiques

HLA-DO et HLA-DM s’associent également à ces complexes

multimoléculaires, mais la fonction de cette association demeure inconnue

(103).

Bien que la fonction précise des tétraspanines ne soit pas encore connue, il

apparaît clair qu’elles jouent un rôle crucial dans la biologie membranaire,

possiblement en structurant les complexes multimoléculaires. En effet, il a été

suggéré que les tétraspanines peuvent avoir un rôle de facilitateur moléculaire

(133). Les fonctions précises des tétraspanines lors des différentes étapes de

l’apprêtement et de la présentation antigénique sont encore méconnues.
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Figure 1.7 Structure schématique d’une tétraspane « typique »

Stmcture de la tétraspanine CD$ 1 (137). Les tétraspamnes sont caractérisées
par deux domaines extracellulaires inégaux, ECI et EC2. Le domaine EC2 est
composé de trois hélices alpha (a, b et e) et contient le motif CCG, formé de
cystéines conservées (cercle jaune). Le domaine CCG prend la forme d’un
champignon grâce à des ponts disulfures (ligne noire) et à deux hélices alpha (e
et d). Les quatre domaines transmembranaires (1M) possèdent des résidus
polaires conservés (cercle vert). Les domaines cytoplasmiques détiennent
plusieurs sites potentiels de palmytoylation (cercle orange). Traduit de Levy,
2005 (138).

NH2

COOH
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Bien que la famille des tétraspanines compte 26 membres, seulement quelques-

uns ont retenu l’attention des immunologistes, soit ceux des étapes tardives de

la présentation antigénique. La protéine lamp-3 (CD63) est un membre de la

famille des tétraspanines exprimée principalement à l’intérieur des

compartiments endosomiques multivésiculaires. Elle est l’une des rares

tétraspanes associées aux compartiments MIIC à l’intérieur des cellules

dendritiques immatures (135). De façon pratique, les biologistes cellulaires

l’utilisent à titre de marqueur pour identifier les compartiments endosomiques

tardifs (101;139). D’autre part, les tétraspanines CD81 et CD$2 semblent aussi

participer à la composition des complexes multimoléculaires dont fait partie

HLA-DM et HLA-DO. finalement, les tétraspanines CD9, CD63, CD81 et

CD$2 sont enrichies au niveau des exosomes sécrétés par les lymphocytes B

humain (140). On ignore toujours la fonction de ces tétraspanines à l’intérieur

de ces microvésicules.

1.8 Le réseau endosomique

Le système endosomique/lysosomique est un réseau dynamique d’organelles

acides impliquées dans l’internalisation, le ciblage et la dégradation des

macromolécules. Ce réseau de compartiments se compose de vésicules

membranaires en maturation constante et progressive (figure 1.3). La

distinction précise des sous-compartiments endosomiques représente toujours

un défi de taille pour les biologistes cellulaires. Leur complexité, leur élasticité

fonctionnelle, leur similarité morphologique, leur distribution intracellulaire

éparse ainsi que le manque de marqueurs moléculaires discriminatoires gênent

la caractérisation et l’identification des différents compartiments. Malgré ces

obstacles, le réseau endosomique peut être disséqué en compartiments

fonctionnellement distincts. On distingue quatre types principaux de

compartiments endosomiques: les vésicules endosomiques primaires, les

endosomes précoces (EE: «early endosome »), les endosomes tardifs (LE:
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«late endosome ») et finalement les lysosomes (141)(figure 1.3). Les

protéines transmembranaires internalisées par l’intermédiaire des vésicules

endosomiques primaires, peuvent être recyclées à la surface membranaire ou

bien ciblées vers la lumière des endosomes pour y être dégradées. Les

endosomes précoces agissent à titre de porte d’entrée principale pour le matériel

internalisé par endocytose (142). Les endosomes tardifs représentent le site

primordial d’entrée des hydrolases lysosorniques nouvellement synthétisées

(143). Les endosomes tardifs et les lysosomes, riches en enzymes

protéolytiques, sont responsables de la dégradation des protéines et des lipides

dérivés du milieu extracellulaire et intracellulaire.

Curieusement, des lysosomes dont la fonction ne se limite pas aux catabolismes

des macromolécules ont été identifiés dans certaines cellules. En plus de leurs

fonctions conventionnelles, certains lysosomes accumulent des protéines

nouvellement biosynthétisées à l’intérieur de granules ou corps vésiculaires, et

agissent aux niveaux de la sécrétion du matériel accumulé. Ces lysosomes sont

communément nommés lysosomes sécrétoires (144). Ces vésicules partagent

plusieurs propriétés avec les exosomes (voir section 1.9). Les compartiments

endosomiques détiennent également un rôle crucial dans la présentation

antigénique. Il est maintenant bien établi que les étapes du chargement

peptidique, dans le contexte des molécules du CMH-II, ont lieu à l’intérieur des

compartiments endosomiques. En effet, les molécules du CMH-II se retrouvent

localisées tout au long du réseau endosomique. L’environnement acide de ces

compartiments est essentiel pour la dégradation des protéines antigéniques et

pour un fonctionnement optimal de la machinerie de présentation antigénique

(145).
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1.8.1 Caractérisation et identification des compartiments endosomiques

Les techniques expérimentales utilisées pour faire la distinction et

l’identification des différents compartiments endosomiques, bien que

révélatrices, sont dans la plupart des cas incomplètes. La combinaison de ces

différentes approches permet cependant d’identifier de façon relativement

précise la nature des compartiments endosomiques. Classiquement, on utilise

séquentiellement trois approches expérimentales (146). Tout d’abord, l’analyse

morphologique utilise la microscopie électronique à haute résolution pour

définir les structures cellulaires. Ensuite, les techniques de fractionnements

cellulaires permettent d’entreprendre la caractérisation biochimique des

compartiments isolés. Finalement, pour confirmer les analyses initiales de

microscopie électronique, les compartiments purifiés sont de nouveau analysés

par cette méthode. Il est possible d’obtenir de l’information supplémentaire sur

la nature des compartiments endosomiques en étudiant les cinétiques

d’endocytose de certains marqueurs de phases fluides, par exemple la

transferrine ou le dextran (147). Ces marqueurs possèdent des cinétiques

d’internaÏisation spécifiques et permettent d’identifier grossièrement la nature

des compartiments endosomiques. Toutefois, la méthode la plus commune

pour identifier un compartiment cellulaire demeure l’utilisation de marqueurs

protéiques. En effet, l’enrichissement sélectif de certaines protéines à

l’intérieur des différents types de compartiments cellulaires permet de les

discriminer. Dans le même ordre d’idée, la communauté scientifique a même

établit une nomenclature des protéines membranaires qui permet de distinguer

les différentes populations lymphocytaires, le répertoire CD («cluster of

differentiation»)( 14$).

Parmi les marqueurs utilisés pour identifier les différents compartiments

endosomiques, on retrouve une famille de protéines, les rab GiPases, qui

appartiennent à la superfamille des protéines ras (149). Les protéines de la
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famille des rabs possèdent des localisations distinctes à l’intérieur des

compartiments endosomiques, correspondant à leurs rôles dans la régulation du

trafic membranaire. La première protéine de cette famille utilisée pour décrire

les compartiments endosomiques précoces est la protéine rab5. Celle-ci se

retrouve au niveau des compartiments précoces où elle régule leur fusion

homotypique et le transport au niveau de ces compartiments (150). La protéine

rab4 est également exprimée dans les compartiments précoces où elle contrôle

le ciblage de la voie de recyclage et de celle de la dégradation (151). La

protéine rab7, quant à elle, est localisée à l’intérieur des compartiments

endosomiques tardifs et lysosomiques (152). Elle régule les étapes tardives de

la voie de transport endosomique (153).

Les endosomes précoces ont initialement été distingués grâce à la transferrine

intemalisée dans les cellules CR0 (154). Cette internalisation provoque une

accumulation transitoire du récepteur de la transferrine dans tes endosomes

précoces et les vésicules primaires. Il est donc possible de l’utiliser en tant que

marqueur endosomique. Dans le même ordre d’idée, la protéine EEAY (« Early

endosome antigen 1») est une protéine membranaire hydrophile de 180 kDa

présente dans les membranes des compartiments endosomiques précoces. Des

études en microscopie démontrent une co-localisation avec te récepteur de la

transferrine ainsi qu’avec la protéine rab5, mais aucune co-localisation avec le

marqueur tardif rab-7 n’a été trouvé (155). EEA1 semble jouer un rôle dans la

régulation du transport vésiculaire des endosomes précoces.

Les marqueurs des compartiments endosomiques tardifs et lysosomiques sont

nombreux. Parmi ces marqueurs, l’un des mieux documentés est le récepteur

maîmose 6-phosphate (cation dépendant- et cation indépendant-). Les

récepteurs mannose 6-phosphate ciblent les enzymes lysosomiques solubles du

TGN vers les lysosomes où ils demeurent enrichis (143). D’autre part, le

marqueur lamp-1 est également une protéine utilisée régulièrement pour
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identifier les compartiments lysosomiques (156). Finalement, on utilise aussi

les tétraspanines (CD63, CD81 et CD$2) à titre de marqueur des compartiments

endosomiques tardifs.

1.8.2 Les MIIC: compartiments endosomiques de présentation antigénique

Initialement, les immunologistes favorisent le modèle selon lequel les cellules

présentatrices d’antigènes développent des compartiments endosomiques

spécialisés pour la présentation antigénique. En effet, dans les APC humaines

et murines, la majorité des molécules du CMH-II semble résider à l’intérieur

des compartiments endosomiques tardifs, site privilégié de l’apprêtement et du

chargement de l’antigène(141). Dans les lymphocytes B, ces compartiments

riches en molécules du CMH II se nomment compartiments de présentation

antigénique du CMH II ou MIIC (MIIC: «MHC class II compartment»). Ces

compartiments se caractérisent par une morphologie unique multivésiculaire ou

multilaminaire (157;15$). Plusieurs scientifiques partagent la conviction que

l’expression des molécules du CMH-IT induit la formation de ces

compartiments à la morphologie singulière (159). Aujourd’hui, la terminologie

MIIC regroupe l’ensemble des compartiments endosomiques tardifs, enrichis en

molécules du CMH-II. Par contre, plusieurs études établissent sans équivoque

l’existence de ces compartiments en l’absence d’expression des molécules du

CMH-II. Ces travaux, dans l’ensemble, démontrent que les MIIC sont plutôt

des compartiments endosomiques conventionnels simplement enrichis en

molécules du CMH-II (50;14l;160;l61).

La notion d’un compartiment spécifique spécialisé dans la présentation

antigénique a toujours été une idée plutôt controversée. En effet, plusieurs

études décrivent des compartiments riches en molécules du CMH-II dont les

caractéristiques biochimiques, morphologiques et phénotypiques présentent une

grande hétérogénéité. En effet, les MIIC se caractérisent tout d’abord par
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l’expression de la protéine membranaire LAMP-1, la tétraspanine CD63 et

l’enzyme lysosomique hexosaminidase. Ce compartiment se caractérise

également par l’absence des récepteurs de la tranferrine. Collectivement, ces

caractéristiques confirment la nature tardive de ce compartiment endosomique

(162). Par contre, certains chercheurs ont rapporté l’accumulation d’une forte

proportion des molécules du CMH-II à l’intérieur d’endosornes précoces des

cellules B murine A20 (99;163;164). Ces compartiments participent également

à la formation du complexe CMH-peptide. Sachant la nature dynamique de ces

compartiments cellulaires, l’identification d’un compartiment unique

complètement distinct où le chargement peptidique s’effectue devient futile. À

cet égard, le modèle présentement préconisé dans la littérature stipule que le

chargement peptidique peut être effectué de façon efficace autant dans les

endosomes précoces que tardifs (165).

1.8.2.1 Morphologie des MIIC

Les compartiments endosomiques tardifs possèdent une morphologie unique.

Ils disposent d’un système complexe de vésicules internes enfermées dans une

membrane limitante ou un réseau de membranes concentriques. Ces

compartiments obtiennent respectivement l’appellation corps multivésiculaires

(MVB : «multivesicular bodies») et compartiments multilamellaires

(laminaires)(158). La fonction et la composition de ces sous-domaines

membranaires demeurent indéfinies (166). À cet égard, les vésicules internes

sont enrichies en un lipide non conventionnel, le LBPA. Celui-ci forme des

domaines spécialisés à l’intérieur des endosomes (167). Il a été proposé que ce

lipide régule le ciblage et le transport de la protéine MPR à l’intérieur de ces

compartiments. Certaines protéines sont enrichies au niveau des membranes

internes alors que d’autres sont exclusivement retrouvées à la membrane

limitante (104). La régulation des échanges membranaires et le ciblage des
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protéines à l’intérieur de ces compartiments semblent être réalisées en partie par

la machinerie complexe des E$CRT et par le réseau des tétraspanes (132;168).

1.9 Les exosomes

Jusqu’en 1983, l’observation de vésicules membranaires dans les milieux de

culture cellulaire était considérée comme un artéfact produit par la

fragmentation de la membrane plasmique. Une étude portant sur la maturation

des érythrocytes a toutefois révélé l’existence et la fonction physiologique de

ces microvésicules membranaires (169).

Les vésicules membranaires relâchées dans le milieu extracellulaire portent le

nom d’exosome. Elles sont produites lors de la fusion du compartiment

multivésiculaire avec la membrane plasmique (Figure 1 .8 (A)). Elles sont

également connues sous les appellations microvésicules, nanovésicules ou

lysosomes sécrétoires (144). Les exosomes ont une taille approximative de 50

à lOOnm. La formation des exosomes est produite par le bourgeonnement

interne de la membrane limitante endosomique, suivi de son étranglement, et de

la relâche, à l’intérieur du compartiment, de la vésicule ainsi formée

(170)(Figure 1.9).
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Figure 1.8 Fusion d’un compartiment multivésiculaire
plasmique et relâche des exosomes.

A, Cryosection ultramince illustrant la fusion d’un compartiment MVB avec la
membrane plasmique dans un lymphocyte B. Les exosomes relâchés dans le
milieu extracellulaire sont positifs pour les molécules du CMH-II. La flèche
indique un puits recouvert de clathrine. PM, membrane plasmique.
(Barre:lOOnm). B, Analyse d’exosomes purifiés sur grille de microscopie
électronique traitées au formvar-carbone. Les exosomes ont une taille variant
entre 50-90 nm de diamètre. Ils expriment les molécules CMH-II (bille lOnm)
et CD63 (bille 5 nm). Barrel00nm. Tiré de (171).

Différentes étapes de la formation d’une vésicule interne dans un endosome
multivésiculaire de la lignée cellulaire RN par reconstruction tomographique.
La flèche indique le site de l’invagination et de la formation progressive de la
vésicule membranaire. Tiré de (170).

o ,
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Figure 1.9 Formation d’un exosome.
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La production cellulaire de ces vésicules semble être ubiquiste. En effet,

plusieurs types cellulaires hématopoïétiques et non hématopoïétiques sécrètent

les exosomes : les réticulocytes, les lymphocytes B et T, les plaquettes, les

mastocytes, les mélanocytes, les cellules épithéliales intestinales, les cellules

dendritiques et plusieurs lignées cellulaires tumorales(172).

1.9.1 Fonction des exosomes

À ce jour, les recherches effectuées démontrent l’implication de la voie

exosomale dans plusieurs processus cellulaires, notamment dans les cellules

hématopoïétiques. Les exosomes détiennent des propriétés effectrices

spécialisées variant selon le type cellulaire, et qui dépendent habituellement des

protéines cellulaires incorporées spécifiquement dans la lumière ou la

membrane de l’exosome.

1.9.1.1 Les réticulocytes

Les exosomes ont initialement été découverts dans les réticulocytes (173). Ces

dernières constituent un type cellulaire unique pour étudier les échanges

membranaires. En effet, ces cellules sont presque dénudées de système golgien

et de réticulum endoplasmique. Le trafic membranaire y est limité à

l’internalisation de certains récepteurs, comme le récepteur de la transferrine, et

à l’expulsion de vésicules membranaires, les «carrier vesicles ». Lors de sa

maturation en érythrocyte, le réticulocyte doit éliminer plusieurs protéines

transmembranaires. Il perd ainsi sa capacité à lier la transferrine et à transporter

le glucose par la perte de protéines membranaires spécifiques. Les réticulocytes

en maturation utilisent la voie exosomale pour éliminer ces récepteurs obsolètes

(173-175). En résumé, ces recherches supportent l’hypothèse que la fonction

principale des exosomes consiste à l’élimination de protéines membranaires

superflus.
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1.9.1.2 La fonction des exosomes dans les cellules immunes

Plusieurs travaux récents confirment la production des exosomes dans une

variété de cellules immunes et illustrent l’importance des ces vésicules pour les

fonctions effectrices de ces cellules. Initialement, le groupe de Hans J. Geuze a

démontré la fusion des compartiments multivésiculaires avec la membrane

plasmique dans les lymphocytes B humains transformés avec le virus EBV.

Ceci permet la relâche de microvésicules dans le milieu extracellulaire. Ces

exosomes sont caractérisés par un enrichissement en molécules du CMH-II qui

peuvent stimuler les lymphocytes T CD4+ in vitro (176) (figure 1.8 (B)). Ces

auteurs suggèrent que les exosomes peuvent avoir une fonction physiologique

importante in vivo lors de la présentation antigénique. D’autres chercheurs ont

en outre émit l’hypothèse que les exosomes utilisent une voie indirecte pour

stimuler le système immunitaire. En effet, les cellules dendritiques transfèrent

les complexes CMH-II/peptide spécifiques, via les exosomes, vers les

différentes cellules dendritiques du système immunitaire. Ce transfert permet

de potentialiser la réponse spécifique envers un antigène donné (177). De façon

similaire, certains groupes ont émit l’hypothèse que les cellules dendritiques

folliculaires accaparent les complexes CMH-II-peptide en provenance des

lymphocytes B. Le mécanisme demeure toutefois inconnu (17$).

Il est facile de faire le lien entre la sécrétion exosomale observée dans les

lymphocytes B et celle bien décrite au niveau des lymphocytes T et des cellules

NK. En effet, ces cellules ont la capacité de détruire les cellules tumorales et

infectées via des granules cytolytiques ou lysosomes sécrétoires (179;180). Ces

granules se caractérisent morphologiquement par une structure très dense et par

une région riche en membranes et vésicules internes (181). De plus, ces

vésicules membranaires contiennent des protéines cytotoxiques les perforines

et les granzymes (1$0;1$2;183). D’autre part, les plaquettes sanguines utilisent

aussi des granules, les granules alpha, pour sécréter des agents coagulants,
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comme par exemple la sérotonine et la p-sélectine(1 $4). Les plaquettes

activées relâchent également à l’intérieur de ces vésicules des glycoprotéines

adhésives, le facteur von Willebrand (VWF) et le fibrinogène (185).

Finalement, les travaux du groupe d’Amigorena mettent en évidence

l’importance des exosomes sécrétés par les cellules dendritiques (186). En

effet, les exosomes sécrétés par les cellules dendritiques sont enrichis en

molécules du CMH-I et en molécules co-stimulatrices des lymphocytes T,

CD86 (37-2) (187-189). Ceci leur permet d’activer une forte réponse

cytotoxique (CD8). De plus, ces exosomes ont également la capacité d’induire

l’activation de lymphocytes T CD4+ naïves in vivo grâce à la présence des

complexes CMH-II-peptides à leur surface (190)(Figure 1.10). Le

développement de nouvelles techniques d’immunothérapie, qui mettent à profit

ces propriétés immunostimulatrices des exosomes dérivés des cellules

dendritiques humaines, est présentement en cours. En effet, les dexosomes

(«dendritic celi derived exosomes») chargés avec certains peptides tumoraux

peuvent engendrer une forte réponse anti-tumorale in vivo (186). En

conclusion, la versatilité des mécanismes menant à la sécrétion exosomale

explique la variété de fonctions effectrices que peuvent accommoder ces

vésicules membranaires (191).

1.9.2 La biogenèse et le ciblage exosomal

Il est impossible d’entreprendre la description de la biogenèse des exosomes

sans adresser les différentes étapes de la formation des compartiments

endosomiques multivésiculaires. Le lien entre ces deux processus est

indéniable (192). De plus, il est difficile de séparer les étapes qui mènent à la

formation des MVB de celles qui mènent au ciblage protéique exosomal: ces

deux processus agissent de concert.
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Figure 1.10 Représentation schématique de la biogenèse et de la relâche
des exosomes dans une cellule présentatrice d’antigènes.

Les compartiments multivésiculaires font partie des endosomes tardifs. Les
vésicules internes sont formées par un bourgeonnement interne dans la lumière
du compartiment. Elles possèdent deux domaines membranaires distincts: la
membrane limitante (noir) et les membranes internes (rouge). Ces vésicules
internes seront soit dégradées lors de la maturation du compartiment ou soit
sécrétées dans le milieu extracellulaire sous la forme d’exosomes. Les
molécules du CMH-I et CMH-ll s’expriment à la surface membranaire et
cheminent tout au long de la voie endosomique. Elles s’accumulent également
dans les membranes des vésicules internes des compartiments MVB. Les
complexes CMN-peptides formés dans ces compartiments sont finalement
exprimés à la surface cellulaire ou aux membranes exosomales. Traduit de
(76; 193).

1.9.2.1 Les complexes ESCRT

Les connaissances actuelles sur les mécanismes concernant le ciblage

moléculaire vers les membranes exosomales sont incomplètes. Les principales

études s’adressant au ciblage protéique à l’intérieur des compartiments

multivésiculaires (les vacuoles) ont été effectuées dans la levure

Saccharomyces cerevisiae. Il a été démontré que les produits protéiques de la
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sous-famille des gènes VP$ de classe E sont impliqués dans le ciblage aux

compartiments multivésiculaires (194). Les mutations de ces gènes affectent le

ciblage protéiques et génèrent des compartiments endosomiques difformes,

nommés compartiments de classe E (195). Les gènes VPS possèdent des

orthologues dans les autres organismes, ce qui suggère une conservation des

mécanismes moléculaires de ciblage vers les compartiments MVB.

Les principaux complexes protéiques impliqués dans le ciblage vers les

compartiments multivésiculaires font partis de la famille des ESCRI,

«Endosomal Sorting Complexes Required for Transport». Il existe trois

complexes ESCRT: ESCRT-I, ESCRT-II, ESCRT-III (Figure 1.11). . Le

complexe ESCRT-I est formé de trois sous unités : vps23 (TsglOl chez

l’homme), vps2$ et vps37. Les complexes E$CRT-II et E$CRT-III sont

également composés de plusieurs sous unités (196). Ces complexes

fonctionnent de façon séquentielle pour le ciblage protéique et pour la

formation des compartiments multivésiculaires (194; 197).

Chez l’homme, la première étape du ciblage au niveau des MVB consiste à la

formation d’un complexe protéique composé de HRS (Vps37), EpslS, STAM

et de la clathrine (196)(Figure 1.11 (B)). Ces protéines sont maintenues à la

membrane endosomique grâce au lipide endosomique phosphatidylinositol 3-

phosphate (PI(3)P). Ce dernier interagit avec le domaine FYVE de la protéine

Hrs (19$;199). De plus, la protéine Hrs interagit avec les protéines

membranaires monoubiquitinées (200). Ce complexe transfert le cargo

ubiquitiné au complexe ESCRT-I. L’interaction entre Hrs et le domaine PTAP

de la protéine TsglOl favorise l’interaction entre ces deux supercomplexes et le

recrutement initial de ESCRT-I à la membrane endosomique (201). La sous-

unité TsglOl du complexe ESCRT-1 interagit également avec les protéines

membranaires ubiquitinées (202;203). finalement, le récepteur ubiquitiné est

ensuite relayé au complexe E$CRT-II, qui s’associe à la membrane de façon
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transitoire, pour l’incorporation dans la membrane vésiculaire. La formation de

la vésicule est rendue possible en partie par la déformation membranaire grâce à

la polymérisation du complexe E$CRT-III. Chez la levure, l’entrée du cargo à

l’intérieur de la vésicule interne est suivie d’une déubiquitination par la protéine

Doa4 (204;205).

La voie métabolique des compartiments multivésiculaires est essentielle pour

cibler les protéines membranaires vers la lumière vacuolaire (194). Certains

récepteurs sont ciblés à la vacuole pour réduire leur expression membranaire

(194). Le ciblage à l’intérieur des vésicules permet aussi à certaines protéines

transmembranaires d’atteindre une maturité fonctionnelle grâce à une hydrolyse

qui génère une forme soluble et fonctionnelle de la protéine (206). finalement,

le ciblage vers les vésicules internes permet aux protéines d’atteindre la voie

exosomale de sécrétion (193).
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Figure 1.11 Modè]e du ciblage dans les endosomes multivésiculaires par
tes comptexes ESCRTs.

A) Représentation schématique générale du ciblage du cargo ubiquitiné aux
endosomes multivésiculaires. Les protéines membranaires provenant du
réticulum endoplasmique (violet) ou de la membrane plasmique (blanc), sont
ubiquitinées au niveau des domaines cytoplasmiques (drapeau jaune).
L’ubiquitination des protéines donne accès aux vésicules internes des
endosomes. Ces vésicules sont finalement détruites lors de la maturation des
endosomes ou bien sécrétées sous la forme d’exosomes. B) Le recrutement
des protéines ubiquitinées dans les microdomaines membranaires endosomaux
se fait par le complexe HRS-clathrine. Les protéines sont ensuite relayées
séquentiellement entre les trois complexes ESCRT. La déubiquitination des
protéines est effectuée avant la relâche de la vésicule. Traduit de Raiborg
(f96).
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1.9.2.2 Monoubiquitinatïon

L’ubiquitine est une protéine de 76 acides aminés exprimée dans toutes les

cellules eucaryotes. Cette protéine est hautement conservée depuis la levure

jusqu’à l’homme (207-209). Le domaine C-terminal de l’ubiquitine peut être

conjugué de façon covalente aux résidus lysine de certaines protéines cibles.

Cette modification post-traductionnelle se nomme ubiquitination. On retrouve

deux types d’ubiquitination protéique: la polyubiquitination et la

monoubiquitination. La polyubiquitination joue un rôle fondamental au plan de

la maintenance de l’homéostasie cellulaire en ciblant les protéines vers la

dégradation protéosomale (210). Cette réaction crée un lien isopeptidique entre

une chaîne d’ubiquitine et une protéine accepteuse, et permet leur

reconnaissance par la sous unité S5a du protéasome 26s humain (211). Ce

phénomène cellulaire est extrêmement bien caractérisé dans la littérature

scientifique (212). La monoubiquitination quant à elle est davantage impliquée

au niveau de l’adressage intracellulaire endosomique (figure 1.11 (A)). En

effet, la monoubiquitination agit en tant que signal d’endocytose pour les

récepteurs à la surface membranaire (213).

1.9.3 La régulation de l’exocytose exosomale

Les mécanismes qui régularisent la voie de sécrétion exosomale demeurent

indéfinis. Par contre, il est possible d’établir des analogies entre la régulation

de la sécrétion exosomale et celle des lysosomes sécrétoires. En effet, dans les

lymphocytes T cytotoxiques, la liaison du récepteur T membranaire est

nécessaire pour activer l’exocytose des granules lytiques. Cette liaison du

récepteur engendre une mobilisation du calcium intracellulaire et une relâche

subséquente des granules dans le milieu extracellulaire (214). De plus, cette

mobilisation de calcium est aussi impliquée dans l’exocytose des lysosomes

pour la réparation de la membrane plasmique (215). Ces deux phénomènes
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dépendent complètement des protéines synaptotagmines. Ces protéines lient les

membranes cellulaires de façon calcium—dépendante et régulent l’exocytose des

granules sécrétoires (216). Dans le même ordre d’idée, il a été montré que le

«cross-link» de protéines membranaires par des anticorps spécifiques favorise

l’entrée de récepteurs à l’intérieur des exosomes (TfR et AChE)(217).

D’autre part, certaines études suggèrent l’importance des protéines Rab dans la

régulation de la voie exosomale (voir la section sur la caractérisation et

l’identification des compartiments endosomiques). L’utilisation de la protéine

Rab-l 1 dominant négative bloque significativement la relâche exosomale dans

les cellules K562 (21$). En terminant, soulignons que l’utilisation de cellules

de patients atteints du syndrome Chediak-Higashi (CHS) permettra d’éclaircir

les mécanismes de régulation de l’exocytose dans les cellules

hématopoïétiques. Le syndrome CHS est le résultat de défauts génétiques et se

retrouve naturellement tant chez l’homme que la souris (219). Toutes les

cellules CHS observées sont caractérisées par l’apparition de gigantesques

lysosomes (220). Ceci résulte de l’incapacité de la cellule mutante à sécréter

son contenu lysosomique (221). Curieusement, ce défaut semble uniquement

nuire à la fonction des cellules hématopoïétiques, qui ont la capacité de sécréter

leurs lysosomes sécrétoires ou exosomes. Il sera donc fort intéressant d’étudier

la sécrétion exosomale dans les lymphocytes B et les cellules dendritiques de

patients atteints du CH$.

1.9.4 Composition protéique et lipidique des exosomes

Les approches protéomiques ont permis d’établir la composition protéique de

certaines populations cellulaires, notamment dans les cellules dendritiques

murines et les lymphocytes B humains (222;223). Ces travaux confirment

plusieurs études biochimiques entreprises antérieurement par différents

groupes.
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Figure 1.12 Composition protéique des exosomes

Fonctions associées aux protéines cellulaires retrouvées à la membrane ou à
l’intérieur des exosomes des lymphocytes B ta), des cellules dendritiques (b) ou
de ces deux cellules (c). Traduit de Geuze, 2002 (224).

Conjointement, ces études démontrent que la majorité des protéines incorporées

dans l’exosome sont impliquées dans le fonctionnement ou la composition des

compartiments endosomiques (Figure 1.12). On y retrouve des protéines

impliquées dans le transport membranaire (Rab7, Rabi 1, clathrine) et dans la

signalisation intracellulaire (annexine, Raplb, syntenine). Les tétraspanines

(CD9, CD37, CD53, CD63, CD$1, CD82) semblent également être enrichies

dans la membrane exosomales de façon ubiquiste (140;222). On y retrouve
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également plusieurs protéines associées aux cytosquelettes (cofilini, profihine

1, EF- 1, actine, tubuline). finalement, plusieurs études confirment

l’enrichissement des molécules du CMH-I et du CMH-II, ainsi que des

molécules co-stimulatrices CD$6, dans les exosomes des provenant CPA

(140;190;222).

Les membranes des exosomes possèdent une composition protéique bien

distincte de la membrane limitante du compartiment multivésiculaire. En effet,

bien que les exosomes des lymphocytes B humain soit enrichis en molécules du

CMH-II, on n’y retrouve jusqu’à maintenant aucune trace de HLA-DM. De

plus, les mêmes études démontrent que les protéines Lamp-1 et Lamp-2, de

façon similaire à HLA-DM, sont surtout présentes à la membrane limitante

des MVB (140).

Curieusement, plusieurs protéines et lipides, traditionnellement associés aux

radeaux lipidiques, sont retrouvés dans les membranes exosomales (225). Les

radeaux lipidiques sont des domaines membranaires riches en cholestérol et en

glycosphingolipides, et contiennent plusieurs protéines à ancrage GPI. Ces

études démontrent la présence de ces microdomaines à l’intérieur des

membranes exosomales et suggèrent leur implication comme plate-forme

régulatrice des échanges membranaires exosomales (225).

1.9.5 “Trojan exosome hypothesis”

Une hypothèse récente suggère que les rétrovirus exploitent le système

exosomal de communication intercellulaire afin d’assurer leur assemblage ainsi

que leur propagation (226). Cette idée pris naissance à la suite d’observations

où le virion d’HIV-l incorporait des protéines lysosomiques de l’hôte lors de sa

biogenèse. De plus, cette idée est supportée par la découverte du

bourgeonnement intracellulaire au niveau des compartiments endosomiques
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tardifs dans les macrophages (227;22$). Cette théorie présuppose que le virion

du VIH a la capacité d’incorporer des protéines de l’hôte, dont la fonction

consiste à cibler les exosomes vers certaines cellules cibles. De plus,

l’incorporation de certaines protéines pourrait protéger d’une lyse par le

complément (229). L’exosome devient un vecteur de dissémination idéal pour

le virus. Cette hypothèse explique l’infection inattendue de cellules qui

n’expriment pas les récepteurs membranaires de la gpl2O. La voie exosomale

d’entrée serait une voie alternative, mais sans doute moins efficace, pour

l’entrée du virus.

1.10 Transport intracellulaire

La cellule constitue un environnement extrêmement dynamique où les échanges

entre les différents compartiments intracellulaires se font de manières

continues. L’homéostasie intracellulaire est essentielle à l’intégrité et au

fonctionnement des divers compartiments. Il n’est donc pas surprenant de

constater que l’échange et le transport des différentes macromolécules sont des

processus hautement régulés. Le transport de protéines entre les différents

compartiments cellulaires des organismes eucaryotes se nomme transport

vésiculaire.

Le ciblage des protéines dans la voie de sécrétion débute dès leur synthèse dans

le réticulum endoplasmique rugueux, où les protéines cargos sont sélectionnées

afin d’être transportées vers leurs multiples destinations intracellulaires ou

extracellulaires. Ces protéines doivent ensuite progresser à travers les saccules

du réseau golgien, où plusieurs d’entre elles acquièrent des modifications post

traductionnelles, pour finalement aboutir au TGN. Cette organelle constitue

l’une des principales stations de triage lors de l’adressage intracellulaire des

protéines transmembranaires et solubles. D’une part, la sélection implique la

reconnaissance de signaux intracytoplasmiques, encodés sur les queues
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cytoplasmiques des protéines transmembranaires par des protéines cytosoliques

spécialisées. Ces protéines cytosoliques participent à la formation d’un manteau

au site de formation de la vésicule de transport. D’autre part, les hydrolases

destinées aux compartiments lysosomiques sont reconnues par un étiquetage

moléculaire qui consiste en un résidu mannose-6 phosphate. Ce signal, reconnu

par les récepteurs des M-6P, permet l’accès direct aux lysosomes. Finalement,

les protéines solubles destinées à la voie de sécrétion atteignent des

compartiments spécialisés et, suite à un stimuli approprié, sont relâchées dans le

milieu extracellulaire.

1.10.1 Transport vésiculaire

Le transport des protéines entre les différents compartiments intracellulaires

lors de la biosynthèse se caractérise par une série d’événements nommés

transport vésiculaire. Il se compose essentiellement de trois étapes. La

première concerne l’enrichissement sélectif d’un cargo moléculaire à une

membrane donnée, puis le recrutement et l’assemblage d’un complexe de

protéines structurales et d’adaptateurs cytosoliques, qui dirigeront la sélection

du cargo et la déformation de la membrane. La seconde étape est celle du

bourgeonnement. La déformation et la constriction de la membrane donnent

naissance à une vésicule de transport. L’étape finale du transport se réalise

lorsque la vésicule s’accoste et se fusionne à une membrane accepteuse

appropriée. Cette dernière séquence d’événements est dirigée par une

superfamille de protéines nommée SNARE, récepteur de SNAP («SNAP

receptor»)(230). Les protéines SNARE, responsables de la fusion membranaire

entre la vésicule de transport et la membrane cible, forment un complexe qui

crée un lien physique entre les deux membranes. Cette fusion requiert la

présence de protéines SNARE correspondantes à la surface des deux

membranes, la V-SNARE (Synaptobrevin) sur la membrane vésiculaire et la T

SNARE (Snap-25) sur la membrane cible (231). L’assemblage des SNARE



72

crée un pont entre les deux membranes et facilite le mélange des bicouches

lipidiques (232;233).

1.11 Endocytose

L’endocytose est le mécanisme cellulaire qui permet d’intemaliser diverses

macromolécules vers l’intérieur de la cellule. Elle se manifeste par une

invagination interne de la membrane, suivie de sa constriction, et finalement de

la formation d’un compartiment nommé endosome. Ce phénomène, présent

chez toutes les cellules eucaryotes, leur permet d’interagir continuellement avec

le milieu ambiant et d’internaliser des protéines membranaires. On retrouve

quatre différents types d’endocytoses: la phagocytose, la pinocytose,

l’endocytose dépendante de la clathrine (EDC), et l’endocytose indépendante de

la clathrine (EIC).

1.11.1 Phagocytose

Comme son nom l’indique, la phagocytose signifie «manger» un corps

cellulaire. La phagocytose consiste en un type d’endocytose qui se trouve

surtout dans certains types de cellules spécialisées (234). Les macrophages et

les neutrophiles utilisent ce mode d’internalisation pour engouffrer de grosses

particules extracellulaires (>0.5 tm en diamètre), comme des corps

apoptotiques ou des bactéries. L’engouffrement du corps se fait à la fois par la

membrane cellulaire et le cytoplasme qui l’entoure. La vacuole ainsi formée se

nomme phagosome. Enfin, celle-ci fusionne avec les lysosomes afin de

permettre la dégradation enzymatique du corps étranger (234).

1.11.2 Pinocytose (endocytose de phase fluide)

La pinocytose est l’action de boire pour une cellule. Ce type d’endocytose se

trouve dans toutes les cellules eucaryotes et se manifeste continuellement. Les
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cellules utilisent la pinocytose pour chercher les nutriments dans le milieu

extracellulaire. Elle leur permet également de faire un échantillonnage du

milieu ambiant. Contrairement à la phagocytose, la vésicule formée par

l’étranglement de la membrane cellulaire est de taille très réduite (235).

1.11.3 Endocytose dépendante (EDC) et indépendante de la clathrine
(EIC)

Originalement, l’endocytose a été décrite par des études morphologiques en

microscopie électronique. Elles montrent des invaginations à la membrane

plasmique accompagné d’une polymérisation d’un matériel dense sur la face

interne de la membrane (236)(Figure 1.13(A)). La structure ordonnée qui

couvre cette invagination se nomme manteau de clathrine, CCP (<clatbrin

coated pits» )(237). Ce type d’endocytose est hautement spécifique et

représente la majorité de l’activité d’endocytose d’une cellule. Cependant,

l’utilisation de nouveaux inhibiteurs et le développement de techniques

d’inactivation de gènes ont permis de caractériser certaines voies alternatives

d’endocytose, indépendantes des manteaux de clathrines. Parmi elles, on

retrouve celles exécutées par les cavéoles et les radeaux lipidiques. Ces

dernières se caractérisent respectivement par un échafaudage de cavéolines, et

par un microdomaine riche en cholestérol et glycosphingolipides (23$).
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(A) Invagination membranaire formée par le puits couvert de clathrines en
microscopie électronique en coupe mince (barre=lOOnm). (B) Matrice
polygonale formée du côté cytosolique de la membrane plasmique par la
polymérisation de la clathrine. A droite: formation d’une vésicule
membranaire (barre=33nm). (C) Structure d’un tonneau hexagonal formé par
l’association de clathrine et d’AP-2. Les vésicules membranaires nécessitent in
vivo 60 triskèles associés en 20 hexagones et 15 pentagones. Le triskèle se
divise en trois domaines: le domaine proximal, distal et terminal. Traduit de
Marsh, 1999 (142).

Figure 1.13 Structure de la clathnne.
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Figure 1.14 Voies cellulaires desservies par les manteaux cytoplasmiques
et les complexes adaptateurs.

Les manteaux COPII assurent le transport antérograde entre le RE et les
compartiments intermédiaires. Les manteaux COPI, quant à eux, assurent le
transport rétrograde entre l’appareil de Golgi et le RE, et à l’intérieur des
saccules golgiennes. Les complexes adaptateurs AP-l et AP-2 sont associés à
la clathrine et jouent un rôle dans le transport à partir du TGN (AP-1) ou de la
membrane plasmique (AP-2). La fonction associée à AP-3 et AP-4 demeure
controversée. Ils se localisent respectivement aux membranes endosomiques et
golgiennes. Les GGA agissent en parallèles avec les différents complexes AP.
Les rétromères sont des complexes protéiques responsables du recyclage de
certaines protéines de l’endosomes vers le Golgi (239). Traduit de Robinson,
2004(240).
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1.12 Manteaux cytoplasmiques

Les manteaux cytoplasmiques sont des complexes protéiques qui se

polymérisent autour des vésicules en formation lors des différentes étapes du

transport membranaire. Ils interagissent spécifiquement avec des motifs

d’adressage cellulaire, et assurent la livraison du cargo protéique vers les

organelles cibles (Figure 1.14). On distingue cinq familles de manteaux

cytoplasmiques cellulaires: les manteaux de clathrine, les manteaux COPI, les

manteaux COPII, les rétromères (239) et les manteaux de cavéollines (241).

Nous nous attarderons seulement aux trois premières familles de manteaux

cytoplasmiques.

1.12.1 Manteaux cytoplasmiques de clathrines

La clathrine représente le constituant majeur des manteaux clathrines formés

pendant l’endocytose (237). Ces derniers sont composés de la clathrine, de

complexes protéiques adaptateurs hétérotétramériques (AP) et de divers

facteurs auxiliaires (242). La molécule de clathrine possède une structure

trimérique composée de trois chaînes lourdes associées individuellement à une

chaîne légère de clathrine. Le site de liaison des trois chaînes lourdes se trouve

dans la portion C-terminale de la protéine. Ces six sous unités adoptent la

forme d’une triskèle, un motif décoratif celtique composé de trois jambes

représentant le mouvement perpétuel autour d’un centre (Figure 1.13 (C)).

Finalement, les triskèles de clathrine s’assemblent ensuite en une superstructure

moléculaire formant une cage à face hexagonale. Ces structures de clathrine

s’associent à la membrane via les complexes hétérotétramériques soit, les

protéines adaptatrices (AP, « assembly polypeptides »)(243-246).
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1.12.1.1 Protéines adaptatrices (AP)

Les différents complexes AP permettent aux manteaux de clathrine

d’accommoder plusieurs voies de transport intracellulaire. On retrouve quatre

membres parmi la famille des protéines adaptatrices: AP-1, AP-2, AP-3 et AP-4

(247). Les complexes AP-1, AP-3 et AP-4 sont impliqués au niveau du ciblage

endosomique à partir du TON, alors que le complexe AP-2 est responsable de

l’endocytose à la membrane plasmique. Ces différentes protéines de triages

détiennent des structures fonctionnelles conservées. Toutefois, leur distribution

intracellulaire et, par conséquent, leurs sites d’action demeurent distincts.

Le complexe adaptateur 1 (AP- 1) permet à la vésicule de transport de transiter

du TGN vers les endosomes tardifs. L’AP-2 tant qu’à lui, accomode le

transport vésiculaire de la surface membranaire aux endosomes précoces (24$).

L’AP-3 semble posséder une fonction similaire à AP-1 et permet le transport

entre le TGN et les lysosomes (249;250). C’est l’utilisation de mutants naturels

chez l’homme, la souris et la drosophile qui a permis de faire la caractérisation

du complexe AP-3 (25 1-253). Ces études démontrent qu’il est responsable du

ciblage de diverses protéines vers des compartiments endosomiques apparentés

aux lysosomes. Le dernier membre de la famille, AP-4, est surtout enrichi au

TGN (254). Étrangement, les complexes AP-4 ne semblent pas interagir avec

la clathrine (255). Bien qu’ils semblent impliquer dans le ciblage intracellulaire,

leur fonction spécifique demeure inconnue (256).

Les protéines adaptatrices, AP, sont des complexes hétérotétramériques formés

par l’association de quatre adaptines: deux chaînes lourdes de 100-l4OkDa ( y

f31, a-f32, &f33, -f34), une chaîne moyenne de 47kDa (j.il-pA), et finalement

une chaîne légère de 1 9kDa (cr1 -a4) (257)(Figure 1.15). La structure cristalline

révèle une configuration qui rappelle la tête de «Mickey Mouse ©». Les deux

chaînes lourdes (y et f31) du complexe AP-l sont responsables de l’interaction
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avec le manteau de clathrine (258-260). Toutefois, seule la sous-unité f31 peut

induire la formation de la cage de clathrine, grâce à la présence d’une séquence

peptidique ayant une grande affinité pour la clathrine, <cia boîte clatbrine»

(25$). À cet égard, la sous-unité y agit en chaperon moléculaire, en facilitant

l’efficacité de la sous-unité f31 à induire la formation de la cage de clathrine

(243). La fonction et la structure des différentes adaptines sont généralement

conservées entre les quatre complexes AP. Toutefois, l’a-adaptine et les sous-

unités correspondantes (y, 6, ) partagent une faible homologie, ce qui suggère

une diversité fonctionnelle. Sans compter leur rôle de chaperon moléculaire,

ces dernières sous-unités ont comme fonction d’assurer la liaison avec la

membrane cible (256). Les chaînes légères, adaptines c1-a4, stabilisent la

formation des complexes AP1-AP4 (257). finalement, les sous unités i

adaptines sélectionnent le cargo à l’intérieur des vésicules de transport. À cet

effet, les adaptines interagissent avec des séquences consensus retrouvées à

l’intérieur des domaines cytoplasmiques des protéines transmembranaires

(261).
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1.12.1.2 les adaptateurs GGA

Les GGA (golgi-localized y-ear ARF binding proteins) constituent une famille

de molécules adaptatrices monomériques qui font partie de l’assemblage des

manteaux cytoplasmiques de clatbrine. On retrouve trois différentes GGA chez

les mammifères : UGA1, GGA2 et GGA3. Ces protéines cytosoliques

ubiquistes sont composées de 613 à 721 acides aminés. Elles se retrouvent

concentrées au niveau du complexe trans-golgien et également au niveau des

endosomes précoces. Les GGA possèdent une organisation modulaire

constituée de quatre domaines principaux. Le domaine VHS (Vps27, HRS et

STAM) est impliqué dans la reconnaissance des motifs dileucines

intracytoplasmiques (263). Le domaine GAT (GGA et TOM) interagit avec la

forme GTP du facteur d’ADP-ribosylation (ARF)(264). Le troisième domaine

sert de charnière moléculaire et lie les clathrines (265). Finalement, le domaine

GAE (7-adaptin ear) interagit avec les protéines accessoires (266).

Initialement, les GGA ont été décrites pour leurs fonctions dans le ciblage

intracellulaire du récepteur mannose-6 phosphate (267;268). Ce ciblage

intracellulaire est soutenu par le domaine VHS de la protéine GGA, qui

interagit avec les motifs dileucines encodés dans les domaines cytoplasmiques

des protéines transmembranaires (263). La séquence consensus reconnu est un

motif dileucine à résidus acide (ACLL :xacid-cluster dileucine sequence»). La

résolution de la structure cristalline du récepteur en association avec le peptide

contenant le motif ACLL du récepteur CI-MPR, démontre que trois résidus sont

essentiels à cette interaction. La séquence cytoplasmique consensus établit

comporte les résidus DXXLL, où seulement l’acide aspartique (D) et la

dileucine (LL) semblent faire partie des résidus clés pour cette interaction Ces

résidus interagissent respectivement avec une poche électropositive et deux

poches hydrophobes du domaine VHS (263;26$).
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D’autre part, GGA participe au ciblage de cargo ubiquitiné (269). L’interaction

simultanée des domaines GAT et VHS avec l’ubiquitine semble faciliter cette

liaiso, ainsi que celle avec TsglOl. finalement, ces données suggèrent

l’implication des GGA comme adaptateur endosomique des protéines

ubiquitinées.

1.12.2 Manteaux cytoplasmiques COP I et COP II

Le transport vésiculaire entre le réticulum endoplasmique et l’appareil de Golgi

est desservi par un complexe distinct des manteaux de clathrine, les manteaux

cytoplasmiques COP (<oeoat protein complex>). Le complexe COP-II est

responsable du transport antérograde lors de la biosynthèse protéique (270). Le

cargo exporté au niveau du RE se concentre au niveau de domaines spécialisés

pour finalement être incorporé à l’intérieur de vésicules et d’éléments tubulaires

riches en COP-II. En revanche, le transport rétrograde à partir des

compartiments golgiens et du réseau endosomique vers le ER est assuré par les

vésicules COP-I. Le transport rétrograde à l’intérieur des saccules golgiennes

semble aussi être facilité par la machinerie COPI. COPI interagit avec la

séquence tétrapeptidique K-K-X-X, motif dilysine, présente au niveau des

queues cytoplasmiques de certaines protéines transmembranaires (271 ;272). La

fonction de ce motif a été préalablement décrite lors du transport rétrograde de

la protéine Lyt2, des compartiments golgiens vers le ER (273).

Dans les cellules présentatrices d’antigènes, on retrouve également ce type

motif à l’intérieur de la queue cytoplasmique de la chaîne invariante p35. Cette

rétention était toutefois supprimée lors de l’interaction avec les molécules du

CMH-II. Le mécanisme responsable de cette rétention demeure encore

inconnu. Ces mécanismes responsables du masquage du motif de rétention de

la chaîne invariante ont fait l’objet d’une étude présentée en annexe de cette

thèse. En résumé, nos résultats démontrent l’importance de la chaîne bêta de la
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molécule HLA-DR pour masquer le motif de rétention de la chaîne invariante

p35 (274).

1.13 Motif de ciblage intracellulaire endosomique

Les protéines transmembranaires comportent des signaux de ciblage définissant

leur localisation intracellulaire. Généralement, ces motifs consistent en de

courtes séquences linéaires d’acides aminés dans le domaine cytoplasmique des

protéines. On retrouve deux principales familles de motifs d’adressage

intracellulaire endosomique: les motifs de type «tyrosine» et les motifs de type

«dileucine». Ces appellations ont été adoptées pour tenir compte des résidus

critiques à l’intérieur de ces motifs. Par ailleurs, il faut noter l’existence de

signaux alternatifs de triage endosomique caractérisés par la liaison de façon

covalente d’une molécule d’ubiquitine (voir section 1.9.2.2).

1.13.1 Le motif endosomique de type «tyrosine»

La découverte du premier motif de ciblage endosomique de type tyrosine a été

réalisé en 1986 par le groupe de Goldstein lors d’études portant sur le récepteur

LDL d’un patient atteint d’hyperchotestérolémie familiale. Ils identifient une

mutation ponctuelle dans la queue cytoplasmique de la protéine qui substitut le

résidu tyrosine (résidu 807) pour une cystéine (275). Cette mutation bloque

l’intemalisation du récepteur à la surface membranaire et empêche le

recrutement dans les manteaux clathrines. Ces études ont ainsi permise

d’identifier le premier motif tyrosine important au niveau de l’endocytose à la

membrane plasmique (276). Ce signal d’endocytose possède la séquence

consensus suivante, NPXY. Ce type de motif se trouve dans le domaine

cytoplasmique de plusieurs récepteurs membranaires (261). Il fonctionne

exclusivement à la membrane plasmique lors de l’endocytose vers les

endosomes précoces, et n’agit pas comme signal fonctionnel pour le triage du
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TGN vers les lysosomes. Il a été démontrer que le motif NPXY interagit avec

le complexe adaptateur AP2 (277).

Étrangement, plusieurs récepteurs membranaires sont internalisés rapidement à

la membrane plasmique dans les CCP sans toutefois posséder la séquence

consensus NPXY. Le groupe de Roth a fait l’observation que le résidu tyrosine

contenu dans la queue cytoplasmique de ces récepteurs membranaires peut faire

partie d’un nouveau type de signal de ciblage endosomique (278). Trois années

après la découverte du motif NPXY, un second motif tyrosine dans la queue

cytoplasmique du récepteur CI-MPR est identifié (109;279;280). En plus d’être

sollicité lors de l’intemalisation à la membrane plasmique vers les endosomes

précoces, ce nouveau motif est responsable du ciblage lysosomique à partir du

TGN. Ce signal se caractérise par la séquence consensus tétrapeptidique

YXXI. Le résidu tyrosine (Y) est suivi par deux résidus aléatoires (X), mais

préférablement hydrophiles. Le résidu en position 4 (CI)) accommode

habituellement un résidu hydrophobe à grosse chaîne latérale, comme par

exemple les résidus leucines, isoleucines, phénylalanines ou méthionines

(261;281). De plus, plusieurs récepteurs membranaires possèdent un résidu

glycine devant cette séquence consensus pour former la séquence GYXX. Le

résidu glycine semble être important surtout lors des évènements de ciblage

lysosomique à partir du TGN (282). Les motifs tyrosines retrouvés sur les

queues cytoplasmiques des protéines membranaires interagissent directement

avec les sous-unités t des complexes protéiques adaptateurs APi et AP2

(283 ;2$4).

1.13.2 Le motif endosomique de type «dileucine»

Le premier motif dileucine a été décrit à l’intérieur de la queue cytoplasmique

de la protéine membranaire CD3y, élément important du complexe TCR (285).

Tout comme le motif YXXI, le motif dileucine permet de cibler les protéines
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membranaires vers les compartiments endosomiques à partir de la membrane

plasmique et du TGN. Ce motif consiste en un doublet de résidus leucines

présent dans le domaine cytoplasmique de certains récepteurs membranaires.

La séquence consensus établie est D/EXXXLL, où le D et le E représentent

respectivement l’acide aspartique et l’acide glutamique (261). Les résidus X

peuvent accommoder différents acides aminés. Dans certains récepteurs

cellulaires, une sérine précède le motif dileucine (SD/EXXXLL) et participe à

la régulation de l’expression membranaire de la protéine. En effet, la

stimulation du récepteur membranaire induit une phosphorylation de la sérine et

résulte conséquemment en une internalisation du récepteur. Par exemple, la

phosphorylation de la sérine dans la protéine CD3y contrôle l’internalisation du

complexe CD3-TCR vers les compartiments lysosomiques pour sa dégradation

(286;287). On observe un phénomène semblable avec le co-récepteur CD4 lors

de la phosphorylation d’un résidu sérine dans son motif SQIKRLL (28$).

Malgré une grande homologie de fonction entre les motifs dileucine et

tyrosines, certaines caractéristiques les distinguent. En effet, les motifs

dileucines fonctionnels se retrouvent sur certaines protéines cytosoliques. Ces

protéines se lient aux domaines cytoplasmiques de protéines membranaires et

induisent leur intemalisation. Par exemple, Nef, une protéine régulatrice

multifonctionnelle du virus de l’immunodéficience humaine (VIH), s’associe

avec le co-récepteur CD4 et induit son internalisation (289). Dans le même

ordre d’idée, l’ubiquitine possède un motif dileucine fonctionnel. Ce signal

explique l’internalisation des complexes protéiques induites par l’ubiquitination

(290).
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1.14 Objectifs et hypothèses et de travail

De façon générale, les travaux présentés dans cette thèse traitent des questions

relatives au ciblage des molécules du CMH-II classique et non classique aux

compartiments endosomiques des cellules présentatrices d’antigènes.

Dans un premier temps, nous étudions la présence de motifs potentiels de

ciblage intracellulaire dans le domaine cytoplasmique de la chaîne f3 de

l’hétérodimère HLA-DO. Il a été démontré que, pour progresser du réticulum

endoplasmique vers les compartiments de présentation antigénique, HLA-DO

doit obligatoirement s’associer à HLA-DM, faute de quoi il est retenue dans le

RE (116). Plusieurs études ont montré que HLA-DM possède un motif tyrosine

fonctionnel de ciblage intracellulaire qui permet au complexe DM/DO de

progresser vers les compartiments endosomaux où il réside (29; 100; 101). Une

étude préliminaire suggérait déjà l’existence de déterminants de triage

intracellulaire dans le domaine cytoplasmique de la chaîne DOf3, ce qui laissait

entrevoir leur rôle dans l’adressage cellulaire du complexe DM-DO (131). Les

objectifs de ce premier travail consistent à 1) déterminer la nature du motif de

triage intracellulaire de l’hétérodimère HLA-DO, 2) caractériser sa fonction, 3)

et déterminer le rôle de ce signal dans le contexte de l’adressage intracellulaire

du complexe DM-DO des lymphocytes B.

Le second projet abordé dans cette thèse s’intéresse au ciblage des molécules du

CMH-II aux membranes internes des compartiments multivésiculaires des

cellules présentatrices d’antigènes ou membranes exosomales. En effet, ces

vésicules membranaires se caractérisent par une accumulation marquée des

molécules du CMH-II classique, en l’occurrence HLA-DR(176).

Curieusement, les molécules du CMH-II non classiques, tel que HLA-DO et

HLA-DM, ne s’y trouvent qu’à de faibles niveaux. Dans ce travail, nous avons

cherché à 1) établir un système cellulaire dans les cellules HeLa afin de
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poursuivre les études de ciblage aux membranes exosomales, 2) caractériser les

vésicules exosornales produites par ces cellules HeLa et par les lymphocytes B,

3) et déterminer les mécanismes responsables de la régulation de

l’incorporation des molécules du CMH-II dans les membranes exosomales.
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2.1 RÉSUMÉ

À titre de molécule du CMH-II non classique qui s’exprime dans les

compartiments endosomiques des lymphocytes B, HLA-DO régule le

chargement des peptides antigéniques sur les molécules du CMH-II classique.

L’activité de DO se réalise par ses interactions avec l’éditeur peptidique HLA

DM. Bien que DO soit dépendant de DM pour sortir du réticulum

endoplasmique, nos résultats démontrent que le domaine cytoplasmique de la

chaîne 13 encode un motif fonctionnel de triage intracellulaire. Les analyses de

microscopie confocale et de cytométrie révèlent que la molécule rapporteuse,

lorsque fusionnée au domaine cytoplasmique de D0f3, s’accumule dans les

compartiments Lamp-l+ des cellules HeLa transfectées. La mutagenèse du

motif dileucine réduit l’accumulation lysosomique et induit une redistribution

des molécules rapporteuses en surface cellulaire. finalement, nos résultats

indiquent que la mutation de la séquence dileucine dans le domaine

cytoplasmique de D013 n’altère pas le ciblage lysosomique du complexe

DM/DO. Dans l’ensemble, ces résultats démontrent que le transport

lysosomique du complexe DM/DO est dirigé principalement par le motif

tyrosine de DM. Ils suggèrent également un rôle de triage secondaire pour le

motif dileucine de la chaîne D013.
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2.2 ABSTRACT

HLA-DO is an intracellular non-classical class II MHC molecule expressed in

the endocytic pathway of B lymphocytes and which regulates the loading of

antigenic peptides onto classical class II molecules such as HLA-DR. The

activity of HLA-DO is mediated through its interaction with the peptide editor

HLA-DM. Herein, our resuits demonstrate that although HLA-DO is absolutely

dependant on its association with DM to egress the ER, the cytoplasmic portion

of its -chain encodes a functional lysosomal sorting signal. By confocal

microscopy and flow cytometry analysis, we show that reporter transmembrane

molecules fused to the cytoplasmic tail of HLA-DO accumulated in Lamp-1

vesicles of transfected HeLa celis. Mutagenesis of a leucine-leucine motif

abrogated lysosomal accumulation and resulted in celi surface redistribution of

reporter molecules. Finally, we show that mutation of the di-leucine sequence

in D013 did flot alter its lysosomal sorting when associated with DM molecules.

Taken together, these results demonstrate that lysosomal expression of the

DO/DM complex is mediated primarily by the tyrosine-based motif of HLA

DM and suggest that the D013-encoded motif is involved in the fine tuning of

the intracellular sorting.
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2.3 INTRODUCTION

Major histocompatibility complex (MHC) class II molecules are

heterodimeric ceil surface glycoproteins that present antigens to CD4 T ceils

(1). The antigenic peptide/class II complexes are expressed on specialized

antigen-presenting celis (APCs) such as macrophages and B lymphocytes.

following their synthesis, the Œ and 3 subunits of the class Il molecule

associate in the endoplasmic reticulum (ER) together with the invariant chain

(Ii) (2). The latter folds in part through the groove of the class II molecule,

stabilizing the cx43 heterodimer and preventing the undesirable binding of ER

polypeptides (3-6). Studies using mice with inactivated Ii genes suggested that

Ii is necessary for efficient exit of newly synthesized class II molecules from

the ER (7,8). However, it was later demonstrated that high levels of class II

molecules reach the surface of If dendritic celis (9). Moreover, transfected

celis express a substantial amount of class II molecule at their plasma

membrane even in the absence of Ii (10). Such a phenotype probably resuits

from the binding of endogeneous peptides or polypeptides present in the ER

(6,11) and supports the notion that occupancy of the peptide-binding groove is

sufficient to alÏow ER egress (12).

Another function of Ii is to efficiently direct MHC class II molecules to the

endocytic antigen-loading compartments (13-15). Two short leucine—based

sequences located in the cytoplasmic tail of Ii are responsible for trafficking

through the endocytic pathway (16,17). Similar motifs in many proteins are

specifically recognized at the cell surface and trans-Golgi by elements of the

sorting machinery (reviewed in Ref. (18)).

Once the class II-Ii complex reaches the endosornal compartments, the

invariant chain is progressively degraded by various proteinases depending on

the ceil type (19). A residual class II-associated Ii peptide (CLIP) must be

removed from the peptide-binding groove to allow the binding of an antigen
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and the subsequent export of the MHC molecule to the ce!! surface (20,21).

Removal of the CLIP is cata!yzed by the non-c!assical HLA-DM heterodimer

(22-24). This intrace!lu!ar chaperone p!ays three critical roles in antigen

presentation as it faci!itates the withdrawa! of the residual CLIP peptide and

stabilizes the empty class II prior to peptide loading (25-2$). This loading

occurs in !ate endosomal vesicles and in particular, in the MHC class II-rich

compartments (MIICs) (29). In addition, it was demonstrated that HLA-DM

functions as a peptide editor limiting the repertoire of peptides bound to the

class II molecule (23,30-32). In this matter, HLA-DM favors the loading of

high affinity peptides.

The activity of HLA-DM is regu!ated by another non-classica! class II

molecule called HLA-D0. Experiments using purified complexes

demonstrated D0’s abi!ity to inhibit DM-mediated CLIP release (33,34).

Furthermore, it was shown in transfected c!ass ll cel!s that overexpression of

HLA-D0 alters the peptide repertoire bound to class II molecule and caused the

accumulation of CLIP. Subsequent studies demonstrated that HLA-D0

regulates HLA-DM’s activity by !imiting the pH range, and thus probably the

endosoma! compartments, where HLA-DM is active (35,36). Based on these

resuits and on experiments using H-20Œ knock-out mice, it was proposed that

H-20 and HLA-D0 favor presentation of antigens internalized by membrane

immunoglobu!ins. This would be achieved by the selective inhibition of H-2M

and HLA-DM in endocytic compartments rich in proteins intemalized by ftuid

phase endocytosis (35). However, the group of Hammerling suggested that

HLA-D0 is flot invo!ved in the release of CLIP but rather edits the repertoire of

class Il-bound peptides by chaperoning empty DR molecules through its

interaction with HLA-DM. (37) In addition to the controversial DM-related

functions of HLA-D0, its role in classica! class Il-negative thymie epithelia!

celis remains elusive (3$).
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In HeLa celis and in murine B lymphocytes, under the experimental

conditions tested so far, HLA-DO was shown to be totally dependent of its

association with HLA-DM to egress the ER (39). The complex then moves

tbrough the Golgi and traffics to endocytic compartments. Although HLA

DM’s cytoplasmic tau contains a functional tyrosine-based motif needed for its

own targeting to lysosomal compartments (40-43), the sorting signais

responsible for the intracellular localization of the DO/DM complex have not

yet been characterized. Indeed, we have recently proposed that the HLA-D013

chain might also contain a sorting motif to the endocytic pathway (44). In these

experiments, a mixed isotypic pair between the classical DRŒ chain and a

recombinant DRIDOf3 chain specifically accumulated in lysosomal

compartments of HeLa transfected ceils. This phenotype was imparted by the

DO3 chain since the wild-type DRŒ—DRI3 heterodimer could only be detected

at the ccli surface. In the present report, we have used chimeric reporter

molecules and site-directed mutagenesis to determine 1) the domain

localization of the D013-encoded lysosomal sorting motif 2) the exact nature of

this sorting signal and 3) its role in the trafficking ofthe DO-DM complex.
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2.4 MATERIALS AND METHODS

P!asrnids

RSV.5neo DRŒTM (45), coding for a HLA-DRŒ 0101 chain lacking its

cytoplasmic domain, was a gifi from Dr. R.P. Sékaly. RSV.3 DRf3008 (46),

R$V.3 D013 (47) and R$V.3 DR18/D0f3 (44,4$) have been previously

described. RSV.5gptDNl (DOa.) (49), 45.1 D0f3 and 45.1 DRf3008 (47)

cDNAs were obtained from E.Long.

pBS DRf3008 was generated by inserting the BarnHI insert of 45.1

DRÇ3008 into pBluescript KS vector (Stratagene, CA). pBS DOu.9 was

generated by inserting the SalI-PstI fragment of RSV.5gptDNl into pBluescript

K$ vector (Stratagene, CA). This was then subcloned in RSV.5 neo by

digesting with SalI/XbaI to generate RSV.5neoDOa. b constnict pBS DO, a

BamHI-fragment from .45 D013 was inserted into pBluescript KS vector.

Before cloning HLA-DOŒ/13 gene into pBudCE4-A vector (Invitrogen, CA), we

integrated a 3-1actamase gene, which allows for selection by resistance to

ampicillin, by inserting a 1 Kb fragment from pBluescript KS digested with

BspHI/blunt-ended into NheI/ blunt-ended site of pBudCE4 (pBudCE4-A). The

HLA-DO3 cDNA was then cloned into pBudCE4-A by digesting pBS D0f3

with $atl-XbaI. The HLA-DOŒ cDNA was inserted in the same vector by

cutting pBS DOa.9 with BamHI and cloning the fragment into the BgtII site of

the vector (pBudCE4-A DO&). The DO cDNA in 45.1 was excised with

BamHI and the 1.3 kb fragment was cloned in RSV.5neo plasmid to generate

R$V.5neoDO3.

In order to generate the p305 D013LL242-243AA, several subcloning

steps were done to insert a unique HindIII restriction site in a 5 ‘position of the

gene. The first step consisted in subcloning a 5’ portion of the

R$V.5neoDOI3, which contained a HindHI site, in the RSV.3DOLL242-

243AA vector by a MluI!EcoRV digestion. from this construct, a HindIII
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fragment containing DOLL242-243AA was then subcloned into p305

expression vector from which we had previously excised a Xbal stuffer to

finally yield p305DOLL242-243AA plasmid.

DO/3 mutageliesis and construction 0f tite DR18/DO/3 rnotectdes

Introduction of mutations into the D0f3 cytoplasmic tau cDNA

sequence was performed by PCR overlap extension (50). Briefly, a 5’ PCR

product was generated from RSV.3 DR18/D013 using the RSV LTR primer (5’

to the coding region) and a mutagenic primer which included the desired

mutation as well as a unique restriction site used to identify clones harboring

the mutation (DOI3Y227ABspE1b: 5’-CGT CCG GAC AGC TCC TIT CTG

3’, DO13T23OLFstIb: 5’-C AGA CAl CTG CAG CCT CAC ATA-3’,

DOf3LL242-243AAXbaIb: 5’-TGA CTG AGG GGC CGC AAC AGC TCT

AGA GAC-3’). The 3’ PCR product was generated using the complementary

mutagenic primers (DOf3Y227ABspEIc: 5’-CAG AAA GGA GCT GIC CGG

ACG-3’, DOf3T23OLFstIc: 5’-TAT GTG AGG CTG CAG ATG TCT G-3’,

D013LL242-243AAXbaIc: 5’-GTC TCT AGA GCT GTT GCG GCC CCI

CAG TCA-3’) and DR13008 3’ (5’-ACT CGA TCT TTG AGA AAC ATT-3’)

which hybridized to the non-coding 3’ end of the cDNA. Ihe two overlapping

PCR products were mixed and a final PCR reaction was performed using the

flanking primers. This product was subsequently subcloned into SacI and

Hindili sites of RSV.3 DO 13, thereby replacing the wild-type fragment with the

PCR product containing the various mutations. The nucleotide sequence was

confirmed by DNA sequencing using 17 polymerase (Arnersham pharmacia

biotech, Canada) before the mutations were introduced into RSV.3 DR18/D013

(RSV.3 DR18/DOf31230L, RSV.3 DR18/D013Y227A, RSV.3 DR18/D013LL242-

243AA) by replacing the EcoRV-HindIII fragment with the equivalent

fragment from mutated D013 cDNA in RSV.3 described above. Underlined
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nucleotides in primer sequences correspond to mutations introduced in the PCR

products.

DR/DO/3cyto a,td DR/DM/3cyto reporter motecules

The cytoplasmic tau of HLA-DR!3 was replaced by that of either HLA

DO or HLA-DMf3. To constnict RSV.3 DRlDOI3cyto chimeric reporter

molecule, we used the PCR overlap extension method. A first fragment was

amplified from RSV.3 DR3OO8 using the RSV LTR primer and a mutagenic

primer overlapping the end of the DPj3 transmembrane and the N-terminal

region of the HLA-D013 cytoplasmic tau (oligonucleotide

DR3/DOf3Cyto222BssHIIb: 5’-ATA 1CC TTT CTG CGC CG GAA GTA

GAI GAA C-3’). A second reaction was made on RSV.3 DR1g/DO using a

complementary fusion primer (DR3/DO3Cyto222BssHIIc: 5’-G TIC ATC

TAC TTC CGÇ GCG CAG AAA GGA TAT-3’) and the DRf300$ 3’ primer.

following the overlap reaction, the PCR product was subcloned into StziI and

Hindiil sites of RSV3 DROO8. The DNA sequence was confirmed by

sequencing. In order to introduce mutations in the cytoplasmic tail of the

chimeric molecule, we used a similar strategy to the one described above, but

using RSV.3 DR18/DO T230L and RSV.3 DR18/DOLL242-243AA plasmids

as templates for the amplification ofthe D013 cytoplasmic regions. Briefly, the

DRI3 portion was amplified from pBS DROO8 with the reverse primer and

DR/DOf3Cyto2223ssHIIb primer which makes the junction between DRP and

D0f3 cytoplasmic region. The mutated D013 cytoplasmic region was amplified

from the RSV.3 DR15/D013 mutant with complementary fusion primer

DRf3/DOCyto2223ssHIIc and the DRf3008 3’ primer. Product of the

overlapping reaction was digested with Styl to generate a fragment containing

the mutated DR]DO3cyto fusion region and subcloned into StyI digested pBS

DRJ300$ to replace the wild-type sequence. The resulting construction was

sequenced, excised with BamHI and subcloned into the SRŒ vector (51) which
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allows for selection by resistance to puromycin (puroSRŒ was kindly provided

by Dr. François Denis). To generate SRŒ puro DRIDOcytoY227A, a different

strategy was used. A first PCR product was made from RSV.3 DR18/DOp

using the RSV LTR primer (5’ end of the coding region) and the mutagenic

primer (DOY227ABspE1b: 5’-CGT CCG GAC AGC TCC TTT CTG-3’).

The second PCR product was done using the complementary mutagenic primer

(DOf3Y227ABspE1c: 5’-CAG AAA GGA GCT GTC CGG ACG-3’) and

DR13008 3’. The overlapping PCR product was subcloned into $tyl of pBS

DROO8 to replace the wild-type sequence. The resulting construct was

sequenced, excised with BamHI and cloned into the SRa vector as above. In

order to generate the triple mutant DRJDOcytoLL242-243AA!T23OL, we

performed two successive overlap PCR reactions. The first overlap PCR was

done as described above to generate a DRJDOI3cytoLL242-243AA PCR

fragment. Using the latter PCR product as a template, we subsequently

introduced the third mutation at position T230L. The 5’ overlap fragment was

amplffied with the reverse primer and the DOI3T23OLPstIb primer. The 3’

fragment was obtained using DO3T23OLPstIc primer and the universal primer.

Following the overlap reaction, the PCR product was subcloned into $tyl of

pBS DRF300$ to replace the wild-type sequence. The resulting construct was

sequenced, excised with BamHI and cloned into the $Ra vector (SRa puro

DR!DO3cytoAA/T23 OL).

In order to make a fusion between the DRE3 and DMf3 cytoplasmic tails,

we first cloned the HLA-DMf3 cDNA from Raji cells by PCR. Total mRNA

was extracted using TRIZOL Reagent (Gibco BRL, ON) and 10 jig was used

for cDNA synthesis in the presence of the DM135’$aR (5’-CTG GAA GAG

CTG GTC GAC GGG ACT G-3’) and the DM3’EcoRI (5’-GAA GTT GTA

GAA TIC TGC CTC TAG-3’) oligonucleotides. The first strand cDNA was

made using M-MLV reverse transcriptase (Gibco BRL, ON) and Taq

polymerase at 42°C for 15 min. in Taq polymerase buffer (BIO/CAN, Canada).
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Double-stranded cDNA was then amplified by PCR for 20 cycles, digested with

SalI-EcoRI and cloned in pBluescript KS (pBS 1 -DM. 1). The complete DNA

coding sequence was verffied by sequencing and the predicted amino acids

sequence corresponds to the published sequence (52).

In order to mutate tyrosine 230 in the DM cytoplasmic region, a first

PCR reaction was performed on pBS I -DM.1 using the reverse primer and a

mutagenic primer (DMI3Y23OAEco47IIIb: 5’-AGG AAG AGG AGT AGC

GCT AGA GTG GCC AGC-3’). A second fragment was amplified from pBS

1-DM.1 using a complementary mutagenic primer (DMY230AEco47IIIc: 5’-

GCT GGC CAC TCT AGC GCT ACT CCI CTT CCT-3’) and the universal

primer. The two overlapping PCR products were mixed and a final PCR

reaction was completed using the flanking primers. This PCR product was

subsequently digested with SacI and HindIII, cloned into pB$ 1-DMp.1 and

sequenced (pBSDM Y23 OA).

Fusion of the DMF3 cytoplasmic tau to the DRI3 transmembrane domain

was performed by PCR. A first fragment was amplified from pBS DRI300$

using the reverse primer and a fusion primer (DR/DMcytob: 5’-GA GTG

0CC AGC TCT GAA GTA GAT GAA CAG-3’), which makes the junction

between the DRI3 and DM cytoplasrnic regions. The DM3 cytoplasmic region

was amplified from pBS 1-DM. 1 with a complementary fusion primer

(DRf3/DMf3cytoc: 5’-CTG TTC ATC TAC TTC AGA GCT GGC CAC TC-3’)

and the universal primer. The overlap product was digested with $tyl-XbaI to

generate a fragment containing the DRJDMcyto fusion region and subcloned

into pBS DR13008. The resulting cDNA was sequenced, excised with BamHI

and cloned into the BamHJ site of SRŒ puro vector (SRŒ puro DRJDMcyto).

In order to generate a DME3 cytoplasmic tau mutated at position Y230A and

fused to the DR molecule, we used a similar strategy to the one described

above but using pBS DMf3Y23OA as template (instead of wild type pBS 1-

DM3.1) for the amplification of the DM cytoplasmic region. Briefly, a first
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fragment was amplified from pBS DR13008 using the reverse primer and the

DR3/DM13cytob primer. The DM13 cytoplasmic region was amplified from

pBS DM13Y23OA with the complementary DRr3/DMl3cytoc primer and the

universal primer. Following the overlap reaction, the product was digested with

$tyl-XbaI to generate a fragment containing the DR’DMI3cyto fusion region and

subcloned into StyI-XbaI digested pBS DRf300$. The resulting cDNA was

sequenced, excised with BarnHI and cloned into SRa puro vector (SRŒ puro

DRIDMt3cyt0Y23OA).

Antibodies
L243 monoclonal antibody (lgG2a) binds a specific DRŒ

conformational determinant (53). Coupling to biotin using biotin-7-NHS or to

HTC using FLUOS was performed as suggested by the manufacturer

(Boehringer-Mannheim, Gerrnany). The anti-Lamp- 1 (CD 1 07a) monoclonal

antibody H4A3 (IgGj,K) reacts with the heavy glycosylated 110 kDa

lysosomal-associated membrane protein (Developmental Studies Hybridoma

Bank, NICHD, University oflowa, TA.). XD5.117 is an anti-DRf3 (IgGi) mAb

(54). DA6. 147 monoclonal antibody (IgG1) is directed at the cytoplasmic tail

ofthe DRŒ chain (55). The anti-D013 serum was produced in C3H mice (H2d)

by repeated intra-peritoneal injections of DAP fibroblasts transfected with DRŒ

and DR18/D013 cDNA (48). Rabbit antisera were raised against keyhole limpet

haemacyanin (KLH) conjugated to peptides corresponding to the cytoplasmic

tau of HLA-DOŒ (CMGTYVSSVPR) or HLA

DM13 (CRAGHSSYTPLPGSNYSEGWHIS).

Cetis unes und transfectioiis

HeLa DRT (DRŒ + DR13O1OY) and HeLa DRŒTM +DRf3 celis were

kindly provided by Dr. R.P $ékaly. HeLa DRa+DR18/D013 and HeLa DRŒTM

+ DR18/D0f3 have been described previously (44). HeLa DM.5 is a clone from



100

HeLa DM celis (a gifi from Dr. R.P. Sékaly) obtained after transfection of the

DMŒ and DM13 cDNAs (56). Ceils were cultured in DMEM, 10% fetal bovine

serum (Wisent, St-Bruno, Qc.) and appropriate selective agents (see below).

HeLa celis were co-transfected by the calcium phosphate precipitation method

as described (57) using 2 j..tg of truncated DRŒ cDNA (DRŒTM) (44) along

with 10 jig of the different 13 chain chimeras. Independently, duplicate

transfections were done using Fugene6 (Roche Diagnosis, Canada). Selective

agents were added to a final concentration of 500 jig /ml of G-418 (Gibco-BRL,

Burlington, ON), 400 g/m1 of puromycin (Sigma-Aldrich, ON), 50 U/ml

hygromycin (Cederlane Laboratories, Ont., Canada) or lOOj.ig /ml zeocin

(Cayla, Toulouse, france). Celis expressing the desired class II molecules were

sorted using magnetic beads (Dynal Inc., NY, USA) coated with L243 mAb,

except for HeLa DRlDM13cyto which was cloned by limiting dilutions, and for

the HeLa DRŒTM+DR13, HeLa DR/DO13cyto T230L, HeLa DR/DOf3cyto

AA/T230L, HeLa DM.5IDOa+D0f3, HeLa DM.5/DOŒ+DOf3AA ceils which

represent unsorted populations. The nature of the different reporter molecules

expressed in transfected celis was confirmed by western blot using antibodies

specific for the different cytoplasmic tails (data flot shown).

ftow Cytornetry Anatysis

Celi surface staining Celis were harvested using trypsin, washed and

incubated with fITC-conjugated L243 antibody or L243-bio in complete

medium. Afier 45 min. at 4°C, cells were washed twice in PB$ and L243-bio

stained ceils were incubated for another 45 min. at 4°C with phycoerytrin

conjugated Streptavidin (SA-PE) in PBS. Celis were washed twice in PBS and

analyzed by flow cytometry on a FACS®calibur (Becton Dickinson, USA, CA).

As negative control, celis were stained using only FITC-conjugated goat anti

mouse antibody (Cerderlane, Canada) or SA-PE (Coulter, ON, Canada).
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Intraceltular staining. Celis were harvested using trypsin, rinsed in PBS and

fixed in 4% formaldehyde for 20 min. at room temperature. Afier two

washings in PBS, ceils were treated with 50 mM NH4CY for 15 min. in 0.05%

saponin (Sigma, Canada) in PBS containing 1% bovine serum albumin

(Bioshop, Canada). Intracellular staining was performed using L243-fITC.

Afier 30 min. at room temperature, celis were washed twice, fixed in 1%

formaldehyde and analyzed by flow cytometry. As negative control,

untransfected HeLa celis were stained in the same conditions. In order to

analyze by flow cytometry the total (surface and intracellular) versus surface

expression ofthe various class II molecules, the profiles obtained for DR1 were

first precisely superimposed and the other samples of transfected celis were

acquired under the same exact settings. A shift between the two curves for a

given reporter molecule indicates a cellular redistribution. When unsorted

populations were analyzed, the peaks of negative ceils were used to align the

staining profiles and define the settings.

fluorescence rnicroscopy

Celis were plated on cover slips in 24 well plates and cultivated for 3

days before intracellular staining. The cover slips were rinsed in PBS and celis

were cold-fixed in pre-cooled (-80°C) methanol/acetone (80%/20%v/v) for 20

min. at -20°C. Subsequent manipulations were done at room temperature. Afier

four washings of 10 min. in PBS, the cover slips were immersed in blocking

solution (PBS containing 0.2% BSA and 0.2% gelatin) for 10 min.

Intracellular staining was performed by using L243-bio and Lamp-1 specffic

antibodies. Afier 1 hour, ceils were washed twice in PBS-1% BSA buffer and

incubated for 1 hour with Texas red-coupled streptavidin (Amersham Life

Science, USA) and anti-mouse IgGi coupled to fluorescein (Pharmingen, San

Diego, CA). Cells were washed twice and the cover slips were mounted using

Gelvatol (polyvinyl alcohol, a gift from Dr. M. Desjardins).
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When stained with mouse D0j3- and/or rabbit DM-specific antibodies,

ceils were washed twice in PBS-l% BSA buffer and incubated at room

temperature for another 20 min. with a biotinylated goat anti-mouse antibody

and/or fITC-conjugated goat anti-rabbit antibody (Bio/Can Scientific, Ont.,

Canada). When necessary, celis were washed twice and incubated with Texas

red-coupled streptavidin (Amersham Life Science, USA) for 20 min.

Ceils were then anaiyzed by fluorescence rnicroscopy on a Zeiss

axioscope microscope (Cari Zeiss, Germany). Photographs were taken with a

Zeiss microscope camera MC 100 on Kodak eiite chrome 400 film. Confocal

laser microscopy was performed on a Zeiss LSM 410 system equipped with a

plan- APOCHROMAT 63x ou immersion objective and a Ar/Kr laser.

Immunoprecipitations and western b!ottiïtg

Celis (1,2 x 10v) were trypsinized, washed in pBS and lysed into Triton-X-100

1% as described previously (58). Afier centrifugation, supernatants were

harvested and incubated with 20 pi (50% beads) of CL-6b sepharose

(Pliarmacia, Canada) for Ï hour at 4°C with agitation. Ceil lysates were

transferred into a new microtube containing 20 pi (50% beads) of sepharose

proteinA (Pharmacia) coupled to HLA-D013 antibody. Samples were agitated

overnight at 4°C. Beads were centrifuged, washed four times with lysate buffer

and resuspended in Laemli buffer (5 X). Samples were boiled and loaded on

10% SDS-PAGE. Gels were transferred to Hybond ECL membranes

(Amersham, Canada) and blotted with the rabbit anti-DOŒ serum overnight at

4°C with agitation. $econdary antibody (peroxydase-coupled goat anti-rabbit;

Bio/Can. Scientific, Ont. Canada) was used at 1:1000 dilution for 2 hours at

room temperature. Afier washings, the membrane was developed by

chemiluminescence (Boehringer-Mannheim, Germany) on Kodak XAR-5

films.
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2.5 RESULTS

Ttte cytoptasmic tait ofHLA-D013 encodes a lysosomat sorting signa!.

We recently described the lysosomal and celi surface localization of a

mixed isotypic pair between DRa and a chimeric recombinant DR18/DO chain

(44,48). As wild-type DRa!DR (DR1) molecules did flot accumulate in

intracellular compartments under the same experimental conditions, we

concluded that a lysosomal sorting motif was encoded in the HLA-D0f3 chain.

In an effort to localize such a signal and to evaluate the relative importance of

the cytoplasmic tau in lysosomal transport as compared to the other domains of

HLA-DO, we have designed a new reporter molecule where the cytoplasmic

tau ofthe DRf3 chain was replaced by that ofDO (DRJDOf3cyto) (Fig. 1). To

eliminate any possible contribution from the cytoplasmic tau of the DRa chain

partner, HeLa ceils were stably transfected with the DR/DO3cyto construction

together with a HLA-DRa chain cDNA encoding a stop codon immediately

afler the transmembrane domain (DRaTM). Since this chimeric heterodimer

can be detected at the plasma membrane, ceils were incubated with the DRa

chain-specific L243 antibody and sorted using magnetic beads. Surface

expression was compared to the wild-type DR or DR18/DO3-expressing HeLa

cells (Fig. 2) (44). The structural integrity of the DRJDOç3cyto reporter

molecules was confirmed by its ability to bind superantigens and various DR

specific antibodies (data flot shown).

The intracellular expression pattern of expression of the DR!DOcyto

molecule was analyzed by confocal microscopy using L243. This monoclonal

antibody recognizes a conformational epitope on the DRa chain apparent only

upon association with the 13—chain and maturation through the Golgi apparatus

(3). Figure 3A shows that the class II staining was characterized by the

presence of large, well defined perinuclear vesicles reminiscent of

endosomal/lysosomal compartments. The endocytic nature of these vesicles

was confirmed using a Lamp-1-specific monoclonal antibody (H4A3) as



104

described (Fig. 33) (44). Figure 3C shows a perfect colocalization between the

Lamp and class 11 vesicles, as was reported previously for celis expressing the

mixed isotypic pair between DRŒTM and DR18/DOp (fig. 3D-F and(44)). The

concomitant ccli surface expression and intraceilular sorting of these molecules

is reminiscent of the Ii expression pattern in B lymphocytes (see discussion).

On the other hand, DR1-transfected HeLa celis displayed the highest level of

surface expression as determined by flow cytometry (Fig. 2) but failed to show

strong intracellular accumulation (Fig. 3G). As described previotisly by other

groups, the intracellular class II staining in W HeLa celis was rather diffuse

(Fig. 3G) with occasionally, a few cells showing small faint vesicles

(14,44,59,60). No colocalization ofDRl and Lamp-1 was detected by confocal

microscopy under the exact same settings used above for the analysis of

reporter molecules (Fig. 311,1). Moreover, it is interesting to note the absence of

enlarged, swelled Lamp-1 lysosomal compartments in ceils expressing the

wild-type DR1 molecule as compared to those containing the D0f3 cytoplasmic

tau (Fig. 3H and E). This important observation was consistent through ail the

independent transfections generated and supports the conclusions that 1) the

wild-type DR1 does flot accumulate in large arnounts in lysosomes and 2) the

D013 tail is responsible for the redistribution and accumulation of the reporter

molecules to the endocytic pathway, affecting the morphology of the

compartments.

Taken together these resuits show that the cytoplasmic tail of HLA-DO

is responsible and sufficient for the efficient targeting of these reporter

molecules to Larnp lysosomal compartments. This was confirrned by the

diffuse staining and the lack of vesicular accumulation of a mixed isotypic

heterodimer between an intact DRŒ chain and a truncated chimeric DR18/DOp

chain devoid of its DO cytoplasmic tail (data flot shown).

Tyrosine 227 in HLA-DOfl is 1?ot invotved in lysosomal sorting
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The cytoplasmic tau of the DO3 chain contains two putative sorting

signais which have been shown in other molecules to mediate the intracellular

targeting to various celÏular compartments (fig. lB). The first signal is an

imperfect tyrosine-based GYVRT motif reminiscent of the GYXXL (where X

is any amino acid) motif found for example in LgpA protein (reviewed in Ref

(61)). It has been suggested that the glycine preceding the tyrosine residue

might mediate the direct sorting of proteins from the trans-Golgi (TGN) to the

endocytic pathway (62). Aithough in HLA-DOE3 a polar threonine is found

instead of the typical hydrophobic or aromatic residues at the end of the

putative sequence, some reports have suggested that the GY alone is sufficient

to mediate intraceliular sorting events (61). The second signal is a leucine

leucine motif analogous to those found in Ii and which mediate the transport of

associated class II moiecuies to the endocytic pathway (14,16,63). It is not

known which of these two signais in the mixed pairs is responsible for their

lysosomal distribution.

To further dissect the intraceliular signais of the D0E3 cytoplasmic tail,

we next introduced point mutations in the cDNA sequence coding for these

putative motifs. First, the potentiaiiy critical tyrosine residue in the GYVRT

sequence was changed to an aianine in both the DR/DOI3cyto and the

DR18/DO3 chains (Fig. 13). HeLa ceils stably transfected with these

DR/DOcytoY227A or DR18/D013Y227A cDNAs together with DRŒTM were

sorted on magnetic beads and flow cytometry analysis confirmed high leveis of

surface expression (Fig. 4A and C). The confocai microscopy analysis using

class II- and Lamp-specific antibodies showed a perfect colocaiization between

the two markers for both Y227A reporter molecuies, containing either the

cytoplasmic tail (f ig. 5A-C) or the almost entire DOÇ3 chain (fig. 5D-F). This

phenotype was similar to that of DR1DOcyto-expressing celis suggesting that

tyrosine 227 is flot involved in iysosomai targeting or the generation of

enlarged vesicles.
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The cytop!asmic tail ofHLA-DO encodes aftwctiona! LL signa!

We then examined the importance of the di-leucine motif in the

lysosomal sorting. The DR/DOcytoLL242-243AA cDNA (fig. 13) was

cotransfected with DRŒTM and distribution of this class II molecule was

monitored by flow cytometry (Fig. 43) and immunofluorescence (Fig. 5G-I).

This molecule was expressed at high levels at the celi surface but, in contrast to

the wild-type DR1DO3cyto or DR’DOt3cytoY227A phenotypes observed above

(Fig. 3A and SA), confocal microscopy revealed a diffuse intracellular labeling

and the absence ofvesicular accumulation (Fig. 5G). The pattem was similar to

the one observed using the DR1 transfected HeLa ceils (Fig. 3G). There was a

clear loss of the enlarged perinuclear ciass 1I vesicles such as those found in

DRJDOf3cyto celis. In addition, the Lamp-1 pattem is made principally of

small discrete vesicles scattered ail over the cytoplasm. This pattern is

reminiscent of the signal obtained using DR1-expressing celis (Fig. 3H and

(44,60)) and further demonstrates that the di-leucine motif is functional and

necessary for iysosomal sorting ofthe reporter moiecule.

The criticai role of the di-leucine motif was confirmed in independent

experiments using the mutated mixed pair DRaTM+DR18/DO3. The di-leucine

mutation (DR1 8/DOLL242-243 AA) (Fig. 4D) inhibited lysosomal

accumulation of this reporter molecule as judged by the diffuse intracellular

staining and the lack of colocalization with the Lamp-1 molecule (Fig. 5 J-L).

Altogether, these resuits cleariy estabiish that the cytoplasmic tau of HLA-D013

contains a functional di-leucine lysosomal sorting motif

Mutation-Iizduced (‘eH Surface Redistribution

Lack of lysosomai sorting caused by mutation of the leucine-leucine

motif must resuit in ceil surface accumulation and flow cytometry was used to

evaluate this redistribution within a ceii population. Simiiar anaiysis were



107

previously reported by others to highlight the plasma membrane redistribution

of class II molecules upon dendritic celi maturation (64). To analyze the

distribution of the reporter molecule, the staining obtained at the ce!! surface

was compared to the total amount of class II molecules as determined by

staining simultaneously the celi surface and the intracellular content following

membrane permeabilisation with saponin. To validate this assay in our system,

we first used DR molecules fused with the well-characterized DM and

DM3Y230A cytoplasmic tails (f ig. lA and B). Indeed, it has been shown

previously that the tyrosine motif encoded in the cytoplasmic tau of HLA-DMf3

mediates trafficking to lysosomal compartments and that disruption of this

tyrosine motif results in enhanced cell surface expression (40-42). In

accordance with these previously published data, figure 6 shows that the

mutation of the tyrosine 230 to an alanine in DRJDMcyto

(DRJDMJ3cytoY23OA) causes a dramatic redistribution of the molecules to the

cell surface. Such stably transfected populations contain negative ceils which

serve as an internai control. These celis probably express only one or the other

chain ofthe heterodimer and did flot stain with L243. In these conditions, given

the high background obtained with the intracellular staining method used for

flow cytometry, there is an apparent underestimation of the total number of

class II molecules.

We then analyzed the D0f3 cytoplasmic tail mutants in this assay.

When compared to the superimposed total and surface profiles of the DR1 -

expressing ceils (Figure 7A), the curves obtained for the ceils expressing the

DR/DOJ3cyto reporter molecules (Fig. 7B) showed a distinct pattern; the signal

for the surface amount of class II molecules is much weaker than the one for

total class II. This resuit is consistent with an intracellular accumulation of the

reporter molecules and the role of the cytoplasmic tau of DO3 in the sorting to

the endocytic pathway. These results have been reproduced consistently using

either unsorted and sorted populations expressing low or high levels of reporter



108

molecules, as well as with the mixed DRŒTM + DR18/DO3 pair (data flot

shown). The data corroborates the confocal microscopy analysis presented

above showing the existence of a lysosomal sorting signal in reporter molecules

containing the D013 cytoplasmic tau. We next determined the distribution of

class II molecules in celis expressing DR/DOcytoY227A. The intracellular

and surface staining profiles were similar to those of the wild-type

DR/DOI3cyto chimera inasmuch as the intracellular and celi surface curves did

flot overlap in these conditions (Fig. 7C). The experiment confirmed that the

Y227A mutation does flot alter lysosornal sorting.

Finally, we examined the effect of the LL—>AA mutations in this assay.

Figure 7D shows that the DR’DOcytoLL242-243AA molecules were clearly

redistributed to the ceil surface as the patterns for total versus surface

expression are comparable between ceils expressing DR or

DRJDOcytoLL242-243AA molecules. This result confirmed the critical role

of the di-leucine motif in sorting the reporter molecules to the endocytic

pathway.

A consensus tyrosine-based mot[ resctted tue lysosoinal expression of the

LL —AA reporter molecute

Having generated a mutated reporter molecule which is defective in

lysosomal sorting (DRJDOcytoLL242-243AA), it became feasible to further

characterize the potential role of tyrosine 227. Indeed, the possibility remained

that our cellular or experimental settings did not allow the efficient recognition

of the GYVRT sequence. Thus, to test if a known functional tyrosine-based

motif would have been recognized in our chimeras, we designed a “gain”

experiment by reconstructing a consensus YXXL signal around the pre-existing

Y227 of the DR!DO3cytoLL242-243AA molecule. This was performed by

replacing the threonine 230 by the critical hydrophobic leucine residue to create

the YVRL sequence (DR!DOcytoAA/T230L) (Fig. 13). The mutated cDNA
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was transfected in HeLa celis together with the DRŒTM cDNA and the pattem

of expression of this heterodimer was verified in the bulk population. Wild

type DR and DR]DOcyto molecules were detected mostly at the cell surface

by fluorescence microscopy. However, analysis of the HeLa

DR’DO3cytoAA/T230L cells revealed a defined intracellular staining for the

class II molecule with the presence of many enlarged vesicles (F ig. $C). Littie

if any surface expression was detected on these celis (and see below) and this

pattern is similar to the one observed for the DRJDM3cyto molecule (Fig. $D).

These results confirmed the efficient intracellular sorting of molecules

containing a functional tyrosine motif. The reduced surface expression of these

moiecules was confirmed by flow cytometry using unsorted cells ftom a series

of independent transfections (Fig. 9). The weak but detectable surface

expression of the DR’DOj3cytoAA!T230L molecules could be due to the

location of the tyrosine with respect to the transmembrane region. When

compared to the cytoplasmic tail of HLA-DM, the tyrosine residue in DR’D0E3

is doser to the transmembrane (Fig. lB) probably resulting in less stringent

sorting toward lysosomes (61,65). As whole, these resuits confirm that the

tyrosine 227 in wild-type D013 is not part of a ciassical if any tyrosine-based

sorting signal.

We then tested the phenotype of cells expressing a reporter class II

molecule bearing both the di-leucine and tyrosine motifs. The presence of two

distinct signais is reminiscent of the situation in the DM/DO complex which

displays two motifs on separate cytoplasmic tails. The YXXL motif was

introduced in the “wild-type” DR’DOf3cyto molecule which contains the

original LL sequence (Fig.1B), and stable transfectants were generated

(DRJDOf3cytoT23OL). The class II staining patterns obtained by flow

cytometry or fluorescence microscopy were comparable to the ones observed

for HeLa DR/DMf3cyto or DRlDOf3cytoAA!T230L (Fig. 8-9). Again, the

presence of a tyrosine motif precluded high leveis of surface expression of a
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DR’DO3 reporter molecule demonstrating that the two families of motifs, LL

and YXXL, are flot equivalent and suggesting that the tyrosine-based sorting

signal is dominant over the di-leucine motif

The di-teucine motjf of HLA-DO/3 is flot absotutely required for tysosomat

sorting of the DO-DM comptex.

A previous study showed that HLA-DO must first associate with HLA

DM to egress the ER and gain access to the lysosomal compartments (39).

$ince both DO and DM contain a sorting motif susceptible to target the

complex to the lysosomes, we sought to determine if the di-leucine motif of

HLA-DO was necessary in this process. We reasoned that surface expression

of the DM/DO complex and loss of intracellular vesicles would result from

mutation of the DO13LL sequence if this motif was indeed critical for the

sorting. To this end, we compared in HeLa ceils the intracellular localization of

the HLA-DO/DM complex with that obtained for the same complex but fomied

with a HLA-DO mutated at its di-leucine motif We transfected wild-type

HLA-DO or HLA-DOAA into HeLa DM cells and performed co

immunoprecipitations to confirm by western blotting the presence of associated

DOa and 13 chains in these celis (Fig. 1OA). We then analyzed the localization

ofthe DO/DM complexes by fluorescence microscopy using antibodies specific

for D013 or DM13. Immunostaining revealed well defined vesicles for both the

DM/DO and DM/DOAA complexes (Fig. 1 OA). These pattems were similar to

the one described previously in HeLa celis for the wild-type DM/DO complex

and clearly different from the ER staining obtained for HeLa ceils expressing

DO alone (Fig. lOB and (39)). Contrary to the drastic effect of the di-leucine

mutation introduced in reporter molecules, this amino acid change did flot

affect the vesicular accumulation of DO in the presence of HLA-DM.

Interestingly, both the HeLa DM.5 celis expressing HLA-DO and HLA-DOAA

were negative when assayed by flow cytometry for the class II surface

expression using the polyclonal mouse serum against D013 (data flot shown).
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Together, these resuits agree with the observation described above that the

tyrosine motif seems to dominate over the LL signal and suggest that the di

leucine is flot critical for the lysosomal delivery of the DO/DM complex.
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2.6 DISCUSSION

The first indication that DO contains targeting information came from

experiments on the expression of a mixed isotypic pair between DRŒ and

DR18/D013 (44). Immunofluorescence microscopy reveaied that this

heterodimer was localized in Lamp vesicular structures. However, we were

concerned that these moiecuies might accumulate in intraceilular compartments

non-specifically as a resuit of increased stability confened by the lumenal

portion of DO. Indeed, HLA-DO normally resides in the lysosomai

compartments and must therefore be highly stable in this harsh environment

(39). To circumvent this problem and as a first step toward the disclosure of

potential D0f3-encoded sorting signais, we addressed the importance of the

cytopiasmic domain by constructing a chimeric DR1 moiecule where the

cytopiasmic tau of the chain was repiaced by the one of HLA-DO (Fig. 1).

Our resuits cieariy demonstrate that this portion of DO is sufficient to bring

the reporter molecule to Lamp compartments (Fig. 3A). However, we cannot

ruie out that amino acids motifs in DOa and DO3 chains might cooperate to

increase sorting efficiency ofthe native HLA-DO moiecuie.

The two most common endosomal sorting signais are tyrosine- or

ieucine-based sequences (18). The former is found in the cytopiasmic tau of

such protein as HLA-DM and are usuaiiy responsible for specific, rapid

internaiization from the ccii surface. The di-ieucine motif is thought to direct

proteins to the endosomai/iysosomai compartments principaiiy from the TGN

(reviewed in Ref. (66)). Interestingiy, HLA-DO’s cytopiasmic tau contains two

such sequences: one imperfect tyrosine motif centered around position 227 and

one di-leucine motif at position 242-243 (Fig. 1). Our site-directed mutagenesis

analysis revealed that the di-ieucine motif is responsibie for the iocaiization of

reporter molecuies in lysosomai compartments. Furthermore, our resuits

demonstrate that the putative tyrosine signai is not recognized as such by the

celluiar machinery. Since functionai tyrosine motifs impede plasma membrane
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accumulation, the conclusion that the tyrosine 227 of DO plays no role in

sorting probably holds true for B lymphocytes as well. Indeed, expression of a

mixed DRŒ+D013 heterodimer in a class II negative mutant B ceil une also

resulted in significant surface expression (flot shown).

The exact route taken by molecules of the antigen presentation

machinery is stili a matter of debate (reviewed in Ref. (66)). Early experiments

in HeLa celi showed that the AP 1 adaptor was responsible for the transport of

the Ii-class II complex to the endocytic compartment suggesting that this

process is clathrin-dependant (67). AP-1 would mediate sorting at the trans

Golgi network and it would be recruited by the leucine-based motifs in Ii. It

remains to be determined if our reporter molecules are also sorted by AP-1

adaptor proteins.

Although the bulk of the Ii-class II complexes reaches the endocytic

pathway directly from the trans-Golgi, a significant proportion of the proteins

would first access the ccli surface (68-70). Then, AP-2 is probably recruited at

the plasma membrane for integration of Ii-class II complexes in clathrin-coated

vesicles which mediate transport to the endocytic pathway (66). Plasmon

resonance experiments confirmed the interactions between Ii and both APi and

AP2 chains ofthe clathrin-coated vesicles (71). We cannot rule out that reporter

molecules containing DO reach the lysosomes onÏy after transiting at the ce!!

surface. However, these molecules are interna!ized and recycle back to the ce!!

surface in HeLa cells with similar kinetics as DR1 which does flot accumulate

in intracellular compartments ((44) and data not shown). This suggests that

sorting, at least in HeLa cells, does not operate from the surface but rather

directly at the trans-Golgi. Also, it is not clear if plasma membrane expression

conferred by the cytoplasmic tail of HLA-DO is the result of trafficking

through the default pathway or exocytosis from lysosomes (72). Whatever the

mechanism, ce!! surface expression of our reporter molecule or of Ii in B

lymphocytes suggests that sorting directed by the di-leucine motif is flot very

stringent. It is unlikely that the surface accumulation of our chimeric molecules
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resuits from the over-expression of the transfected proteins. Indeed, saturation

of the sorting rnachinery in ceils expressing the DR/DM3cyto would have

resulted in the surface expression of molecules such as Lamp-1 which also

contain a tyrosine-based motif (73,74). No such expression could be detected

by flow cytometry (data not shown).

It is intriguing that mouse and rabbit 0F3 chains do flot include a LL

motif (75,76). This suggests a more specialized function for this molecule in

humans. However, it might explain why some H-20 was detected at the surface

of spienocytes by radioiodination studies (77). Upon dissociation from DM,

few H2-O molecules might escape endosomal retention (see below) and end up

at the celi surface.

Although HLA-DO contains a fiinctional sorting signal, association with

HLA-DM is an obligatory step in its maturation. Karlsson and co-workers

showed that the DOŒ and DO chains associate in the ER but that egress and

acquisition of complex sugars require an interaction with HLA-DM (39). DM

most probably assists in the folding of DO allowing its release from ubiquitous

ER chaperones. from there however, the relative importance of DO- and DM

encoded motifs in directing the complex to lysosomes was not known. Our

resuits show that substitution of the two leucines for alanines in HLA-D0J3 lias

no significant effect on vesicular accumulation and suggest that DM’s tyrosine

based signal is indeed the functional motif in this complex. Again, the fact that

the DO/DM complex does not accumulate at the plasma membrane of B

lymphocytes or transfected celis (on the contrary to the reporter molecules

relying on DO’s di-leucine motif) suggests that the tyrosine motif of DM is

recognized by the sorting machinery.

The fact that no DM-ftee HLA-DO has been found outside the ER (39) and that

the tyrosine motif of DM is sufficient to sort the complex to lysosomes,

suggests that the role ofHLA-DO’s LL motif needs to be reconsidered. Maybe

this di-leucine motif lias a complementary role by targeting some of the

DO/DM complexes to earlier, less acidic compartments than MIICs where it
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might also modulate class II loading. Presentation of antigens which are

independent of Ii expression and are dependant on the capacity of MHC

molecules to recycle, could be sensitive to the expression of DO (78). This

altemate pathway allows a wider repertoire of peptides to be loaded on class II

molecules, probably favoring presentation of epitopes which require limited

proteolysis ofthe antigenic protein (79). The passage of DO through such early

compartments would be in agreement with the recent suggestion that this

molecule prevents peptide loading of antigens taken-up by fluid phase

endocytosis but flot of those intemalized via surface immunoglobulins and

transported to highly acidic compartments (35). Future experiments should

address the effect of HLA-DO expression on these different antigen loading

pathways.

Another possible function for the di-leucine motif of DO was brought up by

studies on Ii which, in HeLa ceils, was shown to delay the progression of

proteins from early endosome to late endosomes (80). A second group

suggested that the Ii chain might even retain class II molecules and endocytosed

antigens in early endocytic compartments probably to favor peptide loading

(81). In light ofthese reports, we might envisage that HLA-DO slows down the

progression of HLA-DM through the early stages of the endocytic pathway.

This may serve to edit or inhibit peptide loading in compartments that are

otherwise not very restrictive for peptide loading

Altematively, DO could compensate for DM’s lack of signaling in

cellular conditions where DM’s tyrosine motif is hidden or fails to be

recognized by the sorting rnachinery. By analogy, Ii was shown to interact with

DM and to restore the function of a DM molecule lacking its sorting signal

(41). The interplay between multiple sorting motifs, for example, in

multimolecular structures including HLA-DM/DO and tetraspan proteins such

as CD$2, will require further investigation (82).
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2.9 ABBREVIATIONS

BSA: bovine sertim albumin

PBS: Phosphate buffer saline

APCs: antigen presenting celis

Ii: invariant chain.

ER: Endoplasmic reticulum,

MHC: maj or histocompatibility complex,

TGN: trans-Golgi network,

rnAb: monoclonal antibody
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2.10 FIGURES

Figure 1. Chimeric molecules and mutants.

(A) Schematic representation of the different molecules used in this study.

These reporter molecules consist of heterodimers between different a and F3

chains. Cytoplasmic domain truncations and recombinant molecules are

described in Materials and Methods. (B) Amino acid sequence of the chimeric

molecules and derived mutants. The star indicates the end of the protein. The

first amino acid in DOF3 corresponds to the first amino acid of the cytoplasmic

tau. Dashed unes represent identity in the amino acid sequence. Squares

represent a potential or documented sorting motif Bold amino acids identify

introduced mutations.
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Figure 2. CeIl surface expression of the class II chimeric molecules in

transfected HeLa celis.

Flow cytometry analysis was performed using fITC-labeled DRŒ chain

specific L243 antibody (fihled une). Dotted unes represent the control

fluorescence of ceils incubated with a FITC-conjugated goat anti-mouse serum.
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Figure 3. The cytoplasmic tait of HLA-D013 is responsible for the

lysosomal localization of reporter molecules.

Saponin-permeabilised ceils expressing the DRJDO3cyto (A, B, C) or the

DR18/DO (D, E, F) molecules paired with the truncated-DRŒ chain

(DRaTM) devoid of its cytoplasmic tau were stained intracellularly to analyze

lysosomal sorting. Panels A, D, G show staining with the class Il-specific L243

antibody (red), while panels B, E, H highlight the lysosomal staining using the

H4A3 antibody specific for Lamp-1 (green). Colocalization of the two

antibodies is shown in C, F, I (yellow). Control celis express wild-type

DRŒ+DRI3 (G, H, I). Immunofluorescence was monitored by confocal

microscopy.
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Figure 4. CeIl surface expression of the mutated reporter molecules in

transfected HeLa celis.

HeLa ceÏls were transfected with DRaTM and the indicated cDNAs. Positive

ceils were sorted and analyzed by flow cytometry analysis using HTC-labeled

L243 antibody (fflled une). Dotted unes represent the control fluorescence of

celis incubated with a FITC-conjugated goat anti-mouse serum.
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Figure 5. The di-]eucine motif in D013 mediates lysosomal targeting.

$aponin-permeabilised celis expressing the DR/DO3cytoY227A (A, B, C),

DR18/DOf3Y227A (D, E, F), DR!DOI3cytoLL242-243AA (G, H, I),

DR18/D013LL242-243AA (J, K, L) molecules paired with the truncated-DRŒ

chain (DRaTM) were stained to analyze the intracellular localization. Panels

A, D, G, J show staining using the L243 antibody (red). Panels B, E, H, K

represent the lysosomal staining obtained using H4A3 (green) and panel C, F, I,

L illustrate the colocalization of the two proteins (yellow). Fluorescence was

monitored by confocal microscopy.
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Figure. 6. Redistribution of the DRJDMf3cytoY23OA molecule to the celi

surface.

Flow cytometry analysis using the L243 illustrates the surface (empty region)

and total expression (fihled region) of the DRfDM3cyto molecule and mutant

DR!DMcytoY23OA in unsorted HeLa transfected celis. Celis were recovered

using trypsin, spiit and stained separately either at the celi surface, or fixed,

permeabilised and stained with the FITC-conjugated L243. Marker indicates

the boundary between negative or positive ceils for surface expression of the

chimeric molecules.
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Figure 7. Ceil surface redistribution of the DRIDO3cytoLL242-243AA.

Surface (bold une) and total (dark region) class II expression was monitored in

stably transfected cells using fITC-conjugated L243; (A) DRF3, (B)

DR/DOF3cyto, (C) DR/DOr3cytoY227A, (D) DRIDOÇ3cytoLL242-243AA

transfectants. Celis were treated as figure 6. Ah these ceils were transfected

with DRŒTM. Data acquisition was performed under the same settings for alh

comparable samples afier matching the surface and total profiles obtained for

the DRf3 cells.
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Figure 8. Characterization of the putative tyrosine motif in HLA-D0f3.

Total class II expression was analyzed simultaneously on permeabilised ceils

by fluorescence microscopy using biotinylated-L243 followed by Texas red

coupled streptavidin; (A) DRI3, (B) DR1DO3cyto, (C) DR/DOcytoAA!T23OL,

(D) DR/DMf3cyto, (E) DR/DOj3cytoT23OL. These 3 chains were transfected

together with DRŒTM.

(A) DRJ3

(B) DR/DOf3cyto

(C) DRIDOf3cytoAAJT23OL

(D) DR]DMf3cyto

(E) DRiDOfkytoT23OL
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Figure 9. Reduced surface expression of reporter moJecules containing a

consensus tyrosine motif.

Surface (bold une) and total (dark region) class II expression was monitored in

independent, stably transfected, unsorted ceil populations using fITC

conjugated L243. AIl these ceils were transfected with DRŒTM. Celis located

lefi of the marker in the DRI3 panel are negative for class II expression and

served as internai controls to adjust acquisition settings.

Fluorescence

101 102 1O



138

Figure 10. Mutation of the LL motif in DO does not prevent lysosomal

accumulation of the DO/DM complex.

(A) Immunofluorescence microscopy showing the pattem of expression of DO

and DM. Saponin-permeabilised HeLa DM.5 celis expressing either the full

length DOŒ + D013 or the full length DOa + DOF3AA molecule were stained

intracellularly to analyze 1oca1izatio. Celis were stained with the DM-specffic

antibody (green) and with the mouse serum specific for HLA-D0f3 (red). The

presence of both the DOŒ and D0f3 chains in transfected DM.5 HeLa cells was

confirmed by Western blot analysis of samples immunoprecipitated with the

mouse DO-specific serum and revealed with a DOŒ-specific rabbit serum. (B)

Intracellular staining of control HeLa celis expressing HLA-DO molecules

alone revealed a weak localized ER pattem but no scattered endosomal vesicles.

Western blot analysis as above revealed the presence of both the DOŒ and DO[3

chains in transfected HeLa DO cells.
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3.1 RÉSUMÉ

HLA-DM est une molécule non classique du CMH-II, qui contrôle le

chargement des peptides antigéniques sur les molécules classiques HLA-DR.

Le chargement peptidique a lieu dans les compartiments endosomiques riches

en molécules du CMH-II, où HLA-DM réside grâce à son motif tyrosine. Les

molécules HLA-DR matures atteignent la surface cellulaire, mais s’accumulent

également dans les membranes exosomales. Ces vésicules membranaires sont

relâchées dans le milieu ambiant lors de la fusion du compartiment

multivésiculaire avec la membrane cellulaire. Ils sont extraits des milieux de

culture par centrifugation à grande vélocité. Notre étude vise à déterminer la

nature des mécanismes de ciblage exosomal des molécules du CMH-II. Nos

résultats démontrent que DM est présent dans les fractions exosomales de la

lignée cellulaire lymphoblastoide 721.45. Des résultats similaires sont obtenus

avec les cellules HeLa transfectées avec CillA. Afin de comprendre les

mécanismes qui dirigent l’entrée et la rétention de cargos dans les exosomes,

HLA-DM a été transfecté seul dans les cellules HeLa. Dans ces conditions,

DM est exclue des membranes exosomales, à moins d’avoir préalablement

inactivé son signal tyrosine (YXXL) par mutagenèse dirigée. Ces résultats

suggèrent que ce signal est sans doute inactivé dans les lymphocytes B et les

cellules HeLa CillA. Étonnamment, une molécule chimérique DR fusionnée

au domaine cytoplasmique de DM13, demeure incorporée dans les membranes

exosomales des cellules HeLa transfectées. Dans l’ensemble, ces résultats

démontrent que le destin des protéines transmembranaires dans les

compartiments multivésiculaire est dicté par les signaux cytoplasmiques et par

d’autres facteurs cellulaires, probablement liés à la capacité de formation de

complexes multimoléculaires.
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3.2 ABSTRACT

HLA-DM is a non-classical MHC class II molecule that modulates the loading

of antigenic peptides on molecules such as HLA-DR. Peptide exchange occurs

in class II-rich compartments of the endocytic pathway where DM resides due

to its tyrosine-based sorting signal. Mature peptide-loaded HLA-DR molecules

end-up at the celi surface but also accumulate in exosornal vesicles. These small

structures are shed presurnably through the fusion of multivesicular bodies with

the plasma membrane and are obtained by high speed centrifugation of the

culture medium. Immunoblot analyses revealed that DM is present in exosomal

fractions of the 721.45 B lymphoblastoid celi line. A similar conclusion was

reached when looking at exosomes from HeLa celis transfected with CIITA. To

gain insight into the intracellular mechanisms regulating exosome entry and

retention of cargo, HLA-DM was transfected in HeLa ceils. Interestingly, under

these conditions, DM was excluded from exosomes unÏess its tyrosine-based

lysosomal sorting motif (YXXL) was inactivated by site-directed mutagenesis.

These results suggest that this signal can be overcome in B ceils and HeLa

CIITA. Unexpectedly, a chimeric DR molecule with the cytoplasmic tail of DM

was stili efficiently incorporated into exosomes of transfected HeLa cells.

Attogether, these resuits demonstrate that the fate of transmembrane proteins

delivered to MVBs is dictated by signals in their cytoplasmic tail as well as

other intrinsic factors, probably related to the formation of specific

supramolecular complexes in membrane microdomains.
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3.3 INTRODUCTION

Multivesicular bodies (MVBs) of the endocytic pathway contain internai

vesicles which are formed by an inward budding ftom the outer membrane of

the compartment (1). They contain lipids and transmembrane proteins such as

endocytosed activated receptors that will be degraded by the lysosomal acid

hydrolases upon fusion with lysosomes (reviewed in (2,3)). Alternatively, upon

fusion with the plasma membrane, MVBs are thought to release their content

outside the celi in the form of exosomes (4,5). These 50-90 nrn exocytic

membrane vesicles have been described mostly in hematopoietic ccli lineage

but there has been numerous reports suggesting that they are part of a more

general cellular phenomenon (reviewed in(6)). 0f the various roles attributed to

exosomes, some overlap celi-specific effector functions. One of the most

striking examples of their potential importance is the capacity of DCs-derived

exosomes to induce a specific T ceil response (7). Interestingly, it was

demonstrated that exosomes couid be used as a celi free tumor antigen

presenting vehicle for immunotherapy (8). One persistent feature of exosomes

secreted by human and mouse APCs is the extensive enrichment of classical

MHC class II molecules such as DR. This was observed for almost every MHC

class II expressing ccli, including ccli une transfectants and tumor ceils (9-12).

The mechanisms that reguiate cargo entry into these exocytic vesicles are

beginning to emerge. for some proteins, especialiy in yeast, mono

ubiquitination-dependent or independent mechanisms have been described (13).

The evidence that monoubiquitination regulates entry into MVB vesicles is

compelling. The group of Emr group lias shown that this post-translational

modification serves as a signai for cargo entry into MVBs and demonstrated the

importance of the ESCRT machinery in this pathway (reviewed in (3)). In

mammalian celis, monoubiquitination of activated tyrosine kinase receptors

such as EGFR would aiiow degradation foilowing endocytosis from the plasma

membrane and sorting into internai membranes ofMVBs (14).
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Other mechanisms invoived in MVB sorting are iess weii characterized. It was

recently proposed for MHC class II moiecuies that iipid rafi domains might

constitute the platform for entry into MVBs internai vesicies. Proteins with low

recyciing kinetics can be packaged into these microdomains for degradation or

for exosomal secretion (15). The exact relationship between the exosomai and

degradative outcome of MVB sorting is flot ciear (16). Stili, as internai vesicles

of some MVBs wiii become exosomes, the ciathrin coats and the HRS protein

from the ESCRI complex are most iikeiy invoived in their biogenesis (1).

HLA-DM is a well-characterized non-ciassicai MHC ciass II molecuie which as

been shown to reguiate the peptide loading onto ciassical MHC II moiecules. Its

principal functions include removai of the invariant chain peptide (CLIP),

peptide editing and stabilization of empty MHC II molecuies (reviewed in

(17)). Contrarily to other ciassicai MHC II molecuies, DM encodes a functional

tyrosine-based iysosomal sorting motif and is found mostiy inside late

endosomai compartments, referred to as MIICs (MHC class II compartments)

(18-20). Once thought of as speciaiized compartments ofAPCs, MIICs are now

considered as regular endosomal compartments enriched with the MHC II

presentation machinery (21,22). On the whoie, these iate endosomai

compartments share a distinct muitivesicuiar or multiiaminar morphoiogy, the

former consisting of an outer membrane enclosing free vesicies while the iater

is formed by concentricai membrane sheets (1,23).

The exact sub-vesicular iocation of DM is not ciear. IEM studies using various

cell types suggest that DM wouid be mostiy iocaiized to the limiting membrane

of MVBs (24-26). Ciearly however, DM or reporter moiecules fused to the

cytopiasmic tau of DM have been observed on internai membranes of MVBs

or muitilaminar compartments (18,19,27,28). Here, to gain insight into the

molecuiar features responsibie for sorting cargo proteins into exosomai
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vesicies, we eliminated the tyrosine-based motif on the DM chain by site

directed mutagenesis. Our resuits suggest that such cytoplasmic signais can

affect the whereabouts of transmembrane proteins inside MVBs.

3.4 EXPERIMENTAL PROCEDURES

Pkismids

The RSV.5 DMY-A plasmid was generated by overlap PCR to modify the

cytoplasmic 230-YTPL sorting motif. In order to mutate tyrosine 230 in the

DMf3 cytopiasmic region, a first PCR reaction was performed on pB$ 1-DMI3.1

using the reverse primer and a mutagenic primer (DMI3Y23OAEco47IIIb: 5’-

AGG AAG AGG AGT AGC GCT AGA GTG GCC AGC-3’). A second

fragment was ampiified from pB$ 1-DMf3.1 using a compiementary mutagenic

primer (DMY230AEco47IIIc: 5’-GCT GGC CAC TCT AGÇ GCT ACT CCT

CTT CCT-3’) and the universal primer. The two overlapping PCR products

were mixed and a final PCR reaction was compieted using the flanking primers.

This PCR product was subsequentiy digested with $acl and HindIII, cloned into

pBS 1-DMF3. 1 and sequenced (pBSDMf3Y23OA). Finally, a SaiI-XbaI fragment

was cioned into RSV.5 neo plasmid (29).

Antibodies

L243 mAb (IgG2a) binds a specific DRŒ conformational determinant (30). The

anti-Lamp-3 (CD63) monoclonal antibody H5C6 (IgGi,K) is from the

Developmental Studies Hybridoma Bank, NICHD, University of Iowa, TA. The

50H19 antibody mAb reacts with the human CD9 (31). XD5.1 17 is an anti

DR3 (IgGj) mAb (32). MaP.DMI against HLA-DM was from Pharmingen

(Pharmingen, USA) (33). The rabbit serum against the cytopiasmic tau ofDMf3

has been previously described (34). Goat anti-mouse and goat anti-rabbit IgG

coupled to 1 2nm and 1 8nm gold were obtained from Jackson ImmunoResearch
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Laboratories (Pennsylvania, USA). Goat anti-mouse and goat anti-rabbit IgG

coupled to AlexaTMFluor were from Molecular Probe (Peimsylavania, USA).

Cetis unes and transfections

The Epstein-Barr virus-transformed HLA-hemizygous B ce!! une 721.45 has

been described (35). HeLa DRŒTM +DRI3 (here ca!!ed DR) and HeLa DM.5

ceils were obtained from Dr. R.P Sékaly (33). HeLa DM.5 is a c!one from

HeLa DM celis (a gifi from Dr. R.?. Sékaly) obtained after transfection ofthe

DM8 and DM8 cDNAs (33). HeLa CIITA celis were previous!y described

(12,36). CelIs were cultured in DMEM, 10% feta! bovine serum (Wisent, $t

Bruno, Qc.) and appropriate se!ective agents (see be!ow). HeLa celis were

transfected with DMŒ and Dmf3Y-A using fugene6 (Roche Diagnosis,

Canada). Se!ective agents were added to a fina! concentration of 500 tg 1m! of

G-418 (Gibco-BRL, Bur!ington, ON). Ce!!s were sorted using magnetic beads

(Dyna! Inc., NY, USA).

ftow Cytometry Anatysis

Ceil surface staining. Ce!!s were harvested using trypsin and incubated with

primary mouse antibody. After 45 min. at 4°C, cells were washed twice in PBS

and were incubated for another 45 min. at 4°C with a!exa-488 conjugated goat

anti-mouse secondary antibody in PBS. Ceils were ana!yzed on a

fAC$®ca!ibur (Becton Dickinson, USA, CA). As negative contro!, ce!ls were

stained using secondary Ab alone.

Intracellular staining: Cel!s were fixed in 4% forma!dehyde, perrneabilized and

stained as previously described (34).

fluorescence microscopy

Ce!!s were piated on cover s!ips in 24 we!! p!ates and cultivated for 3 days

before intrace!lular staining as described (34,37). Conventional epifluorescence

micrographs were obtained on a Zeiss Ccli Observer system equipped with an
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Axiovert 200M microscope using the 1 OOX ou lens. Images were digitally

deconvoluted with the AxioVision 3.1 software using the nearest neighbor

deconvolution method that uses the Agard’s formula.

Exosome extraction andpurflcation

Ceils were grown in ten 175-cm2 flasks in medium supplemented with serum

that was spun at 100000g for 60 min to remove bovine exosomes. When celis

reached confluence (3 X 108 cells), fresli exosome-free ceil culture media was

added to flasks and ceils were incubated 24hrs. Cell culture media was

harvested and centrifttged for 10 min at 1200 g to remove the celis and cellular

debris. The supernatant was filtered on a .22um Qiagen stericup. After a second

centrifugation at 1200 g, the medium was centrifuged for 30 min at 10000g and

60min at 100000g (2X). Approximately, 60 ug of exosomal proteins were used

for HeLa celi gradients. B-cell experiments were done with 90 ug of exosomal

proteins. The amount of exosomal protein was measured with a Shimatadzu

UV-Vis scalming spectrophotometer. The final pellet was resuspended in 5 ml

2.6 M $ucrose, 20 mM Tris/HCL, pH7.2 and floated into an overlaid linear

density gradient (2.0-0.25 M Sucrose, 2OmM Tris/HCL, pH 7.2) in a SW41Ti

tube for 18h at 270000g. Gradient fractions of 1 ml were collected and TCA

precipitated (20%TCA v/v, 30 min on ice). Fractions were spun, washed with

cold acetone and spun again. Supernatant was removed and pellets were dried.

Western btotting

The exosomes fractions were solubilized in reducing SDS sample buffer.

Samples were boiled and loaded on 12% SDS-PAGE. Gels were transferred to

Hybond ECL membranes (Amersham, Canada) and blotted with specific mAbs.

Secondary antibody (peroxydase-coupled goat anti-rabbit and anti-mouse;

Bio/Can. Scientific, Ont. Canada) was used at 1:1000 dilution for 2 hours at

room temperature. Afier washings, the membrane was developed by
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chemiluminescence (Boehringer-Mannheim, Germany) on Kodak XAR-5

films.

Preparation and Examination ofNegative Stain by electron microscopy

Afier flotation gradients, exosome fractions were centrifuged on nickel grid

using an airfuge. Exosome fractions (approx. Ï 0 particles per ml) were loaded

into a micro-ultracentrifuge tube (Airfuge, Beckman) (38,39). formvar coated

electron microscopy grid were placed into the bottom of the tube. Exosomes were

centrifugated at 120 000g (2opsig) for 5 minutes in an Airftige ultracentrifiige

(Beckman, Palo Alto, CA, USA). Staining of exosomes was performed directly

on grids. Grids were fixed in PBS-PFA4% and pre incubated with PBS

ovalbumin 1% to block non-specific binding. Grids were then incubated in

PBS-primary antibodies for 1h at RT and then followed by 3 consecutive 5 min

PBS wash. Exosomes are then incubated with 1 2nm- and 1 8nm-bead coupled

secondary antibodies for 1h in PBS (Jackson Laboratories). Afier three washes,

samples were stained with a drop of 3% phosphotungstic acid (pH 6.0) and dried

out. The grids were examined on a transmission electron microscope (Hitachi

7100, Japan)

3.5 RESULTS & DISCUSSION

HLA-DM is present in exosomai fractions of B-lymphoblastoid ccli une,

721.45.

Ceil derived exosomes have been biochemically defined by their protein

composition, by their density on sucrose gradients (f.15-1.1$g/rnt) and by their

physical size in EM (12,25,40,41). Classical MHC class II molecules are

ubiquitously enriched in exosome vesicles produced by most class II positive

ceils (9-12). HLA-DM molecule has been described as being excluded from

these vesicles in human 3-celis (25). However, while attempting to measure

HLA-DO’s impact on the exclusion of DM from internai membranes of MVBs
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in B celis (27), we found that a significant amount of DM was incorporated into

exosomes. These were extracted from ccli culture media of 721.45 B ceils and

purified by linear sucrose density gradients, as described (12). Fractions

collected from the gradient were blotted for the presence of MHC class II, CD9

and HLA-DM. The CD9 glycoprotein is a 24 kDa tetraspan family member

associated with surface and exosomal membranes (41,42). This tetraspanin is

highly enriched in murine DC-derived exosomes (40). Therefore, CD9 is

henceforth used as an exosomai marker in ail our experiments. Western blot

experiments showed the presence of DR molecules mostly inside fractions with

sucrose densities ranging from 1.11 to 1.27 g/ml (Fig.1A). This is similar to

D1-derived exosomes which migrate on a continuous sucrose gradient at

densities of 1.14-1.20 g/ml (40). Exosomes isolated from tissue culture

supernatants from various celi types typically have a sucrose buoyancy of

1.1 3g/ml (43). However, exosomal membranes densities can vary depending on

protein content, and float up to sucrose densities that can fluctuate between

1.08-1.20g/ml (15,25,40,40,44). Here, oniy membranes with a sucrose density

of 1.08-1.18 g/ml are considered exosomal membranes and are identified by

asterisks (*). The CD9 distribution overlaps the HLA-DR signal and confirms

the exosomal nature of these membranes. As for DR and CD9, DM was found

to be present in fractions 3 and 4 (F3-F4) corresponding to exosomes (Fig. I A).

Ail three molecules were also detected in some heavier density fractions (F5-

F8) which most probably represent membranes derived from apoptotic celis.

These have been described to float at densities ranging from 1.24-1.28 g!ml

(41).

To confirm that HLA-DM is indeed present in these B ceil derived exosomes,

we turned to immunoelectron microscopy. Membranes equilibrating at 1.11

g/ml (F3) were spun, washed and immunolabeled for HLA-DR, CD9 and HLA

DM (Fig. lB). $taining for DR was very strong with formation of l2nm bead

rings around exosomes sharing an average size of 90 nm. Labeling for CD9 was



152

also very strong with many binding events on single exosomes. Importantly,

staining for DM was also distinctly positive but clearly at lower levels. The

presence of DM on exosomes was not totally unexpected in light of the work of

Van Lith et al. who reported that DO can drag some DM from the internal to

the limiting membranes of MVBs (27). MVBs from Mel JuSo ceils and their

DO-transfected counterpart were, respectively, 70% and 50% positive for DM

inside the internal vesicles.

HeLa CIITA exosomes accumulate HLA-DM.

The presence of DM in exosomes was confirmed using HeLa celis transfected

with CIITA, a transactivating factor regulating the constitutive and inducible

expression of class II related genes (45). We tested exosomes released from

HeLa CIITA for the presence of class II molecules. IEM shows that HeLa

CIITA cells produce exosomes that are enriched for MHC class II molecules

(Figure 2A). Sucrose gradient experiments show that DR molecules can be

found in light density exosomal fractions, 1.09-1.15 g/rnl (Figure 2B). The CD9

expression coincides with the MHC II expression pattern within these fractions.

Finally, we have found that DM was also present in exosomal fractions 3 and 4,

confirming the above-described results using B cells.

HLA-DM’s tyrosine motif prevents entry into exosomes.

It is well established that H2-M and HLA-DMI3 chains encode a functional

tyrosine-based sorting motif (YXXL) responsible for their lysosomal

localization (18-20). Such motif is also found in the cytoplasmic tail of many

proteins such as Lamp-1, transferrin receptor and the maimose 6-phospate

receptor (46). A DM molecule devoid of its cytoplasmic YTPL motif

accumulates at the plasma membrane. To determine the relative importance of

trafficking signals in exosomes entry, we used a DM molecule devoid of its

cytoplasmic YTPL motif Thus, we compared exosomes from stably transfected

HeLa cells expressing DMa-DMf3 molecules (DM) or the DMaDMY-A
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mutant (DMY-A). Flow cytometry analysis of permeabilized celis confirmed

the high and comparable levels of expression for both molecules (Fig. 3A). As

expected, DM is expressed at very low level at the celi surface of HeLa DM

ceils. Fluorescence microscopy confirmed the enrichment of wild-type DM in

late endosomal compartments, as assed by colocalization with CD63 (Fig. 3B).

On the other hand, as previously described, the DMY-A mutant is redistributed

at the plasma membrane and does not seem to accumulate in defined

intracellular structures (18-20).

Exosomes were isolated from the culture media of stably transfected Hela DM

and HeLa DMY-A ceils and analyzed by western blotting. Surprisingly, we

found no accumulation of DM in exososomal fractions. Indeed, exosome

fractions 2 to 4 (1.10-1.16 g/ml) are almost completely devoid of HLA-DM

(Figure 3C). As for exosomes prepared from HeLa CIITA and B cells, the CD9

marker is enriched in densities ranging from 1.10-1.16 g/ml (F2-4). However,

the DMY-A molecule was found dramatically enriched in the lighter exosomal

fractions (1.10-1.17 g/ml), which are also positive for CD9. These results

strongly suggest that HLA-DM’s tyrosine motif has a critical role in sub

compartment trafficking and incorporation into exosomal vesicles.

In order to confirm these resuits, we analyzed by immunoEM the presence of

DM on exosomes. The exosomal fraction were spun on grids and stained for

DM, CD9 and CD63. fig. 3D shows that DM molecules were only detected in

exosomal fraction taken from DMY-A ceils (F3: 1.13 g/ml). The equivalent

fraction from HeLa DM celis was completely negative with no detectable

binding. The presence of the tetraspanin CD63 on exosomes confirms the

endocytic nature of these membranes (25,47). Based on these observations, we

conclude that DMY-A is included in exosomes as a result of the inactivation of

the tyrosine motif encoded in its f3 chain cytoplasmic tail. Interestingly, CD63

also encodes a tyrosine-based motif, suggesting that other levels of control
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related to the nature of the molecule itself operate to reguiate sorting into

MVBs.

The means by which DM is exciuded from exosomes in these transfected HeLa

celis remains to be determined. Membrane exchange between the internai and

limiting membranes of MVBs is a continuous process (26,4$). DM moiecuies

entering MVBs internai structures could be retrieved to the limiting membrane

by adaptor proteins such as Aux, which was suggested to regulate back fusion

of internai membranes (49). Alternatively, Aux may bind the YXXL motif of

DM and redirect its trafficking to internai vesicies intended for degradation.

These resuits are particuiarly exciting and compatible with current hypothesis

in the MVB sorting pathway. Indeed, the adaptor protein Aux (AIP 1) as been

shown to modulate the structurai and ftinctionai properties of LBPA-containing

late endosomal compartments (50). These eiegant in vitro experiments show the

spontaneous formation of muitivesicular bodies and its inhibition by Aux

protein. It was aiso demonstrated that Aux specificaliy recognize the YPXL/I

motif of PacC protein (51). Simiiar, resuits were obtained with the discovery of

the interaction between the YPXL-Type L domain of the equine infectious

anemia virus and the Aux protein (52). Additionaiiy, Aux interacts with the

ESCRTIII component, TsglOl and with CHMP4 protein. Taken together, these

resuits strongiy suggest that the Aux adaptor protein couid share a dual function

of regulating the structurai morphoiogy of MVBs and the sorting of tyrosine

encoded transmembrane protein inside these compartments. We can hypothesis

that uniess its motif is somehow masked, HLA-DM will bind Aux through its

tyrosine motif and wiii be iocalized at the limiting membrane or sorted for

degradation.

Then how can wiid-type DM accumulate in exosomai preparations of B ceiis

and HeLa CillA? Most iikeiy some mechanism dominates over the effect of

the sorting motif. Other proteins induced by CIITA could affect the iocalization
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of DM or interact in a way that overcornes recognition of its YXXL motif,

ailowing the complex to attain the internai membranes of MVBs and not be

retrieved or be targeted to lysosomes. CIITA regulates the expression of over

50 genes, some of which may influence the behavior of DM (53). Ciass II is a

likely candidate. Long iasting DM/DR complexes that did not dissociate could

be dragged to exosomes for extracellular release. This would predict a celi-type

and/or haplotype-dependent localization of DM in exosomes and may explain

the work of Escola and collaborators who suggested that DM is excluded from

the internai vesicles of multivesicular compartments and exosomes of B ceiis

(25). Interestingly, truncated forms of DM arising from differential spiicing

have been suggested to encode molecules devoid of their YXXL motif (54).

According to our resuits, such molecules would likely be inciuded into

exosomes.

An ectopic YXXL sorting motif on DRf3 does not prevent exosome entry

As there was a discrepancy in the behavior of DM between CIITA or CIITK

HeLa cells and from the differentiai inclusion of CD63 and DM into exosomes

of HeLa ceils, we confirmed that factors other than tyrosine motifs participate

in reguiating exosomai entry. To shed light on such mechanisms, we fused the

cytoplasmic tau of DM with its YXXL motif onto the transmembrane region of

DR (DRIDMcyto). HLA-DR is normally highly expressed on exosomes and

DR/DMcyto should therefore flot be affected by the sorting motif. Exosomal

incorporation was tested in DRlDMcyto ceils in comparison to stably

transfected DR cells. As expected, the DR cells produced exosomes rich in

MHC II molecules. Also, we still found high levels of the DR]DM3cyto

chimera in fractions corresponding to sucrose densities ranging from 1.09 to

1.24 g/ml, with the majority of class II found in exosomal fractions with

sucrose buoyancy ranging from 1.10-1.17 g/ml. A replicate membrane was also

blotted with the DM3-specific rabbit serum against the cytoplasmic tau. A DR
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reporter molecule fused to the D013 cytoplasmic tau encoding a di-leucine

sorting signal was also found in exosomes (data not shown) (34).

These resuits suggest that the variable effect of the YXXL motif depend on

other specific interactions taking place at the level of the lumenal and/or

transmembrane regions of the MHC class II molecule. The initial

characterization of HLA-DM’s tyrosine-based signal showed that reporter

molecules fused to the DM13 cytoplasmic tail were sorted to the internaI vesicles

as well as to the limiting membrane of MVBs (18,19). The possibility remains

that DRJDMcyto and DR are sorted to exosomes through mono-ubiquitination

of the single and common DRa lysine residue in these cytoplasmic tails.

However, our preliminary resuits suggest that K residues are dispensable for

exosomal sorting (data not shown). It has been shown that DR molecule is

incorporated inside Triton-insoluble lipid rafis along the intracellular transport

route and at the plasma membrane (55,56). These membrane microdomains

have been found in exosomes and account for the sorting of rafi resident

proteins within exosomal membrane (15). The fact that DR enters lipid rafis

suggests that this pathway may overcome any negative effect that could exert

the YXXL motif on accumulation of DRIDMcyto into exosomes. The structural

basis for the selective inclusion of proteins into lipid rafts has yet to be

discovered. Still, as recently suggested, the fact that DMY-A is present at the

cell surface and not actively reinternalized may 1) slow down mobility, 2) favor

inclusion into membrane microdomains or protein web and 3) increase

efficiency of sorting into exosomes (16). Interestingly, HLA-DM is flot

particularly enriched in these membrane entities but rather accumulate in

supramolecular tetraspanin membrane complexes (57). On the other hand, DM

accumulates in late compartments and molecules included in MVBs would be

destined for degradation. In B cells, specific interactions would overcome its

sorting signal and allow DM to gain access to exosomes-forming MVBs.
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3.7 ABBREVIATIONS

ER: endoplasmic reticulum.

MHC: mai or histocompatibility complex

MVB: multivesicular bodies

MIIC: MHC class II compartments.

CLIP: class II invariant chain peptide.

DM: HLA-DM.

DR: HLA-DR.
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3.9 FIGURES
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Figure 1. HLA-DM is present in exosomes secreted from the B

lymphoblastoid celi une 72 1.45.

(A) Exosomes from 721.45 were purified on a continuous sucrose gradient

(.25M-2M sucrose). fractions were collected and blotted for expression of DRI3

(XD5), CD9 (50H.19) and DMf3 (rabbit anti-DM). Exosome-associated MHC

class II molecules float at a density of about 1.0$ to 1 .18 g/rnl. Asterisks (*)

indicate exosomal fractions. (B) IEM was performed on whole-mounted

exosomes from fraction 3. Exosomes were stained with rabbit anti-DR serum or

50H.19 (CD9) and Map.DM1 (HLA-DM) mouse mAbs. Secondary Abs were

l2nm bead-coupled goat anti-mouse and 1$nm bead-coupled goat anti-rabbit

antibodies. Bar, lOOnm.
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Figure 2. HeLa CIITA exosomes accumulate HLA-DM.

(A) Whole-mount IEM using rabbit the anti-DR serum was performed on

exosomes from untransfected HeLa or HeLa CIITA celis as in Fig.1. Bar,

lOOnm. (B) Exosomes purified from HeLa CIITA culture medium were

analyzed for DR, DM and CD9 as in fig. 1.
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Figure 3. HLA-DM’s tyrosine motif prevents entry into exosomes.

(A) HeLa ceils expressing DM or DMY-A ceils were stained using Map.DM1

for DM expression at the plasma membrane (Surface) or following

permeabilization (Total). (B) Permeabilized HeLa cells were stained

intracellularly to analyze intracellular localization. Celis were stained with the

DMf3 specific rabbit serum (red) and with the mouse CD63 monoclonal

antibody (green)(H5C6). (C) Exosomes extracted from the culture medium of

HeLa DM or DMY-A ceil unes were analyzed as in Fig. 1. (D) IEM was

performed on whole-mounted fraction 3 purified exosomes using H5C6

(CD63), 50H.19 (CD9) and Map.DM1 (HLA-DM) mouse mAbs. Bar, lOOnm.
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Figure 4. DR/DM cyto chimera is sorted to exosomal membranes.

Exosomes from HeLa DR and DR/DMcyto celis were analyzed as in Fig. 1. The

DM anti-serum against the cytoplasmic tau of DM was used to detect the

DR/DMcyto chimeric molecule.
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CHAPITRE 4- DISCUSSION

L’efficacité du système de présentation antigénique nécessite l’intégrité du

réseau endosomique et de la machinerie de transport intracellulaire. Celle-ci

permet aux molécules du CMH-II de parvenir aux compartiments

endosomiques où se manifeste l’apprêtement antigénique. À cet effet, HLA

DM et HLA-DO sont deux molécules non classiques du CMH-II qui jouent un

rôle central dans la présentation antigénique et qui encodent un motif de ciblage

fonctionnel. L’importance de ces signaux de triage intracellulaire lors du trafic

de ces protéines a été soulignée tout au long des chapitres précédents. Notre

discussion portera, dans un premier temps, sur la découverte d’un motif de

ciblage intracellulaire de type dileucine sur la queue cytoplasmique de D0f3

(2$). Puis, nous examinerons un signal tyrosine de la queue cytoplasmique de

DMf3 qui régule l’intégration de HLA-DM dans les membranes exosomales.

Finalement, nous discuterons brièvement de deux études complémentaires

(Annexe : Article supplémentaire #1 et #2) qui cherchent à mieux caractériser la

molécule HLA-DO (129) et la chaîne invariante (291). Cette dernière joue

également un rôle important dans l’adressage des molécules du CMH-II.

4.1 Caractérisation du motif dileucine de la chaîne DOIl

Le complexe DM-DO régule la présentation antigénique dans les lymphocytes

B. Au départ, le ciblage intracellulaire de ce complexe à travers le système

endosomique était attribué principalement au motif tyrosine encodé sur la

queue cytoplasmique de DMf3. Notre étude a cependant démontré que la queue

cytoplasmique de D0f3 encode également un motif fonctionnel de ciblage

intracellulaire (2$), ce qui suggère que l’expression de DO peut avoir un impact

sur le ciblage du complexe DM/DO.

La progression dans la recherche de la caractérisation structurale de la molécule

HLA-DO se heurte à un obstacle expérimental majeur. En effet, cet
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hétérodimère est retenu dans le réticulum endoplasmique et n’accède pas à la

voie endosomique lorsqu’il est exprimé seul. Cette rétention est corrigée

uniquement par la coexpression de la molécule HLA-DM. De plus, la majorité

de HLA-DO reste associée à HLA-DM tout au long de la voie endosomique. Il

est, par conséquent, difficile d’étudier cette molécule dans un système cellulaire

qui ne tient pas compte de l’effet de HLA-DM. Pour palier à ces problèmes

expérimentaux, notre groupe a mis au point une molécule chimérique dans

laquelle le domaine C-terminal de HLA-DRf3 est remplacé par le domaine

correspondant de la molécule HLA-D0f3 (131). Ce système de paires mixtes

isotypiques suggère que D013 adopte une structure similaire à celle de DRE3, ce

qui permet l’expression membranaire de l’hétérodimère. De plus, l’expression

de cette molécule induit la formation de lysosomes qui se distinguent nettement

par leur gonflement, ce qui suggère fortement la présence de motifs de ciblage

sur la queue cytoplasmique de DO (figure $C-D de (131)).

4.1.1 La queue cytoplasmique de DO encode un motif dileucine
fonctionnel.

Lorsqu’on analyse la séquence protéique de la queue cytoplasmique de D0f3,

on y distingue deux signaux potentiels d’adressage intracellulaire: un motif

«dileucine» et un motif «tyrosine». Le motif dileucine est composé d’un

doublet de leucine en position 242 et 243 au niveau du domaine C-terminal. Ce

signal est conforme au motif LL classique de ciblage intracellulaire. De plus, il

est homologue à ceux retrouvés dans la queue cytoplasmique de la chaîne

invariante (70;292). Le second signal d’adressage potentiel intracellulaire

prend la forme d’un motif tyrosine imparfait (GYVRT). On y retrouve deux

éléments-clés du motif tyrosine classique : la tyrosine (Y) centrale, précédée

d’une glycine (G). Par contre, un résidu thréonine (T) polaire occupe la

position habituellement réservée aux résidus hydrophobes ou aromatiques dans

les signaux tyrosines classiques. Il a été suggéré que le motif GY à lui seul

constitue un motif fonctionnel complet (282). Afin de caractériser le domaine
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cytoplasmique de D0t3, nous avons tiré profit du système de paire mixte

isotypique, ainsi que des molécules chimériques construites en fusionnant le

domaine cytoplasmique de D0t3 à la molécule DRf3. Nos expériences

effectuées dans les cellules HeLa démontrent que la queue cytoplasmique de

DO encode un motif dileucine de triage intracellulaire et que la tyrosine 227

ne constitue pas un signal fonctionnel dans ce contexte.

L’expression de la molécule DR!DOJ3cyto et DR18/D013 en association avec

DRu dans les cellules HeLa se caractérise par une accumulation de molécules

chimériques à l’intérieur de compartiments de nature lysosomique.

Curieusement, la présence de ces molécules augmente la taille des endosomes

tardifs comparativement aux cellules exprimant les molécules DR sauvages.

De plus, on observe une distribution favorisant l’accumulation intracellulaire de

la molécule. En revanche, la mutation du motif dileucine engendre une

redistribution des molécules vers la membrane plasmique. Pour sa part, la

mutation de la tyrosine 227 est sans effet notable. En effet, les molécules

rapporteuses semblent toujours être redistribuées en faveur des compartiments

endosomiques, comme c’est le cas pour les molécules portant la queue

cytoplasmique de D013. Ces résultats suggèrent que la tyrosine 227 ne fait pas

partie d’un motif fonctionnel YXX classique. De plus, la reconstruction d’un

motif tyrosine «parfait» sur notre molécule rapporteuse confirme notre

hypothèse. En effet, les molécules rapporteuses DRJDOf3cytoAAJT23OL

s’accumulent au niveau des compartiments lysosomiques. On observe

également une réduction de l’expression de surface de la molécule. Les

résultats obtenus avec cette chimère confirment donc l’absence d’un motif

tyrosine fonctionnel dans la queue de D0f3 humain.

Finalement, nous avons tenté de mesurer l’impact du motif dileucine de DOE3

sur le triage du complexe DM-DO. Nos expériences démontrent que la

molécule DO ne semble pas modifier dramatiquement le ciblage du complexe
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DM/DO et illustrent la dominance du motif tyrosine de DM dans le ciblage du

complexe aux lysosomes. Toutefois, il n’est pas exclu que la molécule HLA

DO joue un rôle plus subtil dans le ciblage du complexe. En effet, les travaux

de van Lith illustrent la fonction de DO au niveau de ce ciblage spécialisé dans

les compartiments MVB(104). Nous discuterons davantage de ces résultats

dans les sections suivantes. En conclusion, il serait intéressant de poursuivre

ces études en caractérisant davantage les compartiments endosomiques

multivésiculaires enrichis avec les molécules rapporteuses. Les approches

biochimiques de purification de compartiments par gradients de sucrose et la

caractérisation de ces vésicules par microscopie électronique permettraient de

mieux définir la nature des compartiments en question.

4.1.2 Site de reconnaissance du motif dileucine de ULA-DOp

Bien que nos études illustrent la présence d’un motif dileucine sur la queue de

HLA-D0f3, elles ne nous permettent pas d’identifier les voies intracellulaires

empruntées par les molécules rapporteuses avant de gagner accès aux

lysosomes. Les molécules rapporteuses aboutissent aux lysosomes soit à partir

de la surface membranaire ou soit directement de l’appareil de Golgi. Nos

études de cinétique d’internalisation à la surface membranaire révèlent que la

molécule rapporteuse DR/DOf3cyto se comporte de façon identique à la

molécule sauvage DR1 (figure supplémentaire de(22)). Le fait que la molécule

DR1 s’accumule beaucoup moins au niveau des lysosomes, nous suggère

fortement que le ciblage de la molécule rapporteuse s’effectue principalement à

partir du réseau TGN.

Pour confirmer cette hypothèse, il serait important d’identifier les adaptateurs

cytoplasmiques qui interagissent avec le motif dileucine de D013. Ceci

permettrait de mieux comprendre l’importance de ce motif dans les complexes

multimoléculaires et d’identifier les sites cellulaires où surviennent la
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reconnaissance du motif. Les complexes adaptateurs (AP) des manteaux de

clathrine détiennent une grande affinité pour ce type de motif. Par exemple, les

motifs dileucine (ML et LI) de la chaîne invariante interagissent spécifiquement

avec les chaînes mu des complexes AP-1 et AP-2 (293) (294). Dans le même

ordre d’idée, l’unité VHS de l’adaptateur monomériques GGA1 interagit

également avec les motifs dileucines à résidus acides (ACLL). La

reconnaissance de ce motif permet de réguler le transport du TGN vers les

endosomes (267). L’interaction entre ces adaptateurs cellulaires et le motif LL

de D0f3 peut être mesuré par différentes approches dont, le test des levures à

deux hybrides (283) et la technique de résonance plasmonique de surface

(BlAcore)(293), avec laquelle on mesurerait l’interaction des protéines

adaptatrices purifiées avec les peptides de la queue de D013. Finalement, il

serait intéressant d’utiliser l’ARN interférence pour mesurer le rôle de la

clathrine et des complexes adaptateurs (AP- 1, AP-2, AP-3 et AP-4) sur le

ciblage de HLA-DO in vivo. Cette approche a récemment permis d’établir le

rôle de la clathrine et de l’adaptateur AP-2 sur le trafic des molécules du CMH

II (294). Nul doute que conjointement, ces expériences permettraient

d’identifier les manteaux cytoplasmiques impliqués dans le ciblage de

l’hétérodimère HLA-DO.

4.1.3 Expression membranaire de la molécule rapporteuse DRfDOcyto

La présence de la molécule rapporteuse DR!DOf3cyto à la surface cellulaire

suggère que le ciblage intracellulaire dirigé par le motif dileucine n’est pas très

strict. En revanche la molécule soeur DR’DMcyto, encodant un motif tyrosine

parfait, ne s’accumule que très peu à la surface membranaire et se retrouve

presque exclusivement aux niveaux des compartiments lysosomiques. Il est

probable que les motifs de ciblage de ces deux molécules ne sont pas reconnus

de la même façon par la machinerie de triage intracellulaire. L’interaction entre

les motifs de ciblage intracellulaire et les adaptateurs cytoplasmiques varie
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d’une protéine à l’autre. Certaines molécules adaptatrices démontrent une

affinité supérieure pour un motif donné. En effet, les motifs dileucines ne sont

pas tous dotés de la même efficacité : le motif LI constitue un signal plus

efficace que le FL lors de l’internalisation de chaîne invariante (293).

La surexpression de protéines engendre parfois une saturation de la machinerie

de triage intracellulaire et une expression membranaire atypique de certains

marqueurs. À son tour, la saturation de la machinerie de ciblage provoque une

accumulation artificielle de protéines intracellulaires dotées des mêmes motifs

de triage, à la surface membranaire (295;296). Dans notre étude, l’expression

de surface de la molécule DR/DOcyto pourrait être attribuable à un tel

phénomène (2$). Toutefois, l’expression de la molécule rapporteuse

DR!DMcyto n’occasionne pas la redistribution de la protéine intracellulaire

Lamp-1 vers la surface cellulaire, malgré la présence d’un motif tyrosine de

ciblage équivalent. Notre système cellulaire ne manifesterait donc aucune

évidence de surexpression protéique ou de saturation des voies de transport

protéique.

4.1.4 Le motif dileucine est non conservé

Il importe de signaler les divergences retrouvées entre la chaîne D013 de

l’homme et des autres espèces. Celle exprimée chez la souris et chez le lapin

n’encode pas de motif dileucine (93). Cette absence de motif pourrait expliquer

l’expression de surface de DO dans les splénocytes des souris (113). Il est

intéressant de noter que l’absence de DO chez la souris ne provoque pas une

baisse de CLIP, ce qui lui confère possiblement un rôle différent de celui

retrouvé chez l’homme. La présence d’un motif dileucine à l’intérieur du

domaine cytoplasmique de D0f3 humain suggère une fonction spécialisée pour

l’hétérodimère HLA-DO humain.
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4.1.5 Quelle est la fonction du motif dileucine de HLA-DOp?

La molécule HLA-DO régule la fonction de HLA-DM à l’intérieur de la voie

endosomique des lymphocytes B. L’association avec HLA-DM survient au

réticulum endoplasmique et semble persister à travers la voie endosomique.

Bien que le motif tyrosine de DM agisse de façon dominante, il est possible que

le motif dileucine de HLA-D0J3 module le triage cellulaire en adressant le

complexe à des compartiments endosomiques plus précoces afin de moduler le

chargement peptidique survenant dans ces compartiments. Cette idée est

compatible avec l’hypothèse voulant que HLA-DO inhibe le chargement de

peptides internalisés par pinocytose (dans les compartiments précoces) et

favorise ceux intemalisés par les 1g de surface (dans les compartiments tardifs)

des lymphocytes B (121).

Quelques indices sur la fonction potentielle du motif dileucine de DO3

proviennent d’études effectuées sur la chaîne invariante. Cette molécule détient

deux motifs dileucines, encodés dans le domaine cytoplasmique, responsables

du ciblage intracellulaire du complexe CMH-II-Ii aux endosomes. Ces motifs

sont également impliqués dans le retardement du transport de protéines dans la

voie d’endocytose (297;29$). La chaîne invariante cause aussi une rétention du

complexe CMH-Ii dans les compartiments précoces et, dans certain cas, génère

des compartiments endosomiques gonflés nommés macrosomes (299;300) Le

mécanisme qui explique ce phénomène de rétention endosomique demeure

inconnu. Par contre, la similarité entre ces vésicules et celles observées dans

les cellules exprimant DO, est frappante. On peut dès lors spéculer que HLA

DO retarde la progression de DM dans la voie précoce endosomique, ce qui

permettrait de faire l’édition ou de restreindre le chargement peptidique dans

ces compartiments endosomiques où le chargement est normalement peu rigide.
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Enfin, il est possible d’imaginer que HLA-DO compense pour le manque de

signalisation de DM lors d’événements cellulaires dans lesquels le motif

tyrosine de DM se trouve inactif ou masqué. Curieusement, il existe un

isoforme de HLA-DM où la queue cytoplasmique est complètement tronquée

(301). Cet isoforme existe dans plusieurs tissus distincts et résulte d’un

épissage alternatif de 1’ARNm. Il est clair que cette absence de motif change

complètement la progression et le ciblage de HLA-DM dans la voie

endosomique. Dans ce contexte singulier, le motif dileucine de D0f3 pourrait

devenir important pour cibler le complexe DM-DO à travers la voie

endosomique. Bien que la manifestation de cet isoforme dans les lymphocytes

B reste méconnue, il serait intéressant d’étudier l’impact de HLA-DO sur son

ciblage intracellulaire. Finalement, sachant que HLA-DM joue un rôle crucial

dans le chargement peptidique des molécules du CMH-II, l’effet de ce

complexe DM «tronqué»-DO sur la présentation de peptides exogènes s’avère

être une voie à explorer.

4.1.6 Ciblage de la molécule HLA-DOŒP11V/DO

Récemment, lors d’études de mutagenèse dirigée, notre laboratoire a fait la

découverte d’une mutation qui restaure l’expression de HLA-DO lorsque celui-

ci est exprimé seul (Annexe: Article supplémentaire I (129)). La mutation

d’une proline (P 11V) dans le domaine N-terminal de DOŒ permet à

l’hétérodimère de se libérer de la rétention du RE. De plus, malgré l’expression

à la surface membranaire du complexe DOaPl lV/D0f3, celui-ci s’accumule

également au niveau des compartiments endosomiques tardifs enrichis en CD63

(Figure 5B ; (129)). Ceci supporte bien nos résultats démontrant la présence

d’un signal d’adressage endosomique. Finalement, l’expression transitoire du

double mutant HLA-DOŒP1 1V/D0f3LL242-243AA, (hétérodimère ne portant

plus de signaux de ciblage) dans les cellules 293T montre une légère

augmentation de son expression à la surface membranaire (Résultats non
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publiés). Ceci confirme, une fois de plus, la présence d’un motif fonctionnel

dileucine de D0f3.

4.1.7 Ciblage du complexe DM-DO à la membrane limitante des MVBs

Suite à notre publication sur la caractérisation du motif dileucine de D0f3, le

groupe du Dr Neefjes a réalisé une étude exhaustive sur le ciblage du complexe

DM/DO dans les compartiments endosomiques multivésiculaire des cellules

MelJuSo(104). La prochaine section présente les similitudes et les différences

entre ces deux études.

4.1.7.1 Voie de transport du complexe DM/DO

Plusieurs études se sont attardées à déterminer précisément la voie

intracellulaire empruntée par les molécules du CMH-II classique avant

d’apparaître à la surface membranaire. La même question s’est posée pour le

transport du complexe DM-DO, et nous avons spéculé que la région

cytoplasmique de D013 cible directement les molécules chimériques du TGN

vers les MIICs, sans transit à la surface membranaire (28). Les travaux de Van

Lith confirment cette hypothèse (104). En effet, ils démontrent qu’après leur

synthèse le complexe DM/DO accède directement aux MIICs, et ce, sans transit

à la surface cellulaire. De plus, ils mettent en évidence la présence transitoire

du complexe DM-DO à la surface membranaire, qui s’explique par une

intemalisation rapide et un recyclage aux compartiments MIICs.

4.1.7.2 Les motifs de ciblage de DO

Les travaux du Dr Neefjes utilisent une approche expérimentale similaire à la

nôtre pour caractériser les motifs de ciblage encodés dans la queue de D0f3. Ils

utilisent une molécule chimérique CD8-D0f3 et procèdent à la transfection des

ADNc dans la lignée MelJuso afin d’analyser la localisation intracellulaire de la
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protéine par microscopie confocale. Dans un premier temps, cette étude

confirme l’importance du domaine cytoplasmique de D0f3 dans la localisation

endosomique de la chimère CD8-DO. De plus, leurs études de mutagenèse

supportent nos conclusions et mettent en évidence le rôle du motif dileucine

dans le ciblage intracellulaire endosomique de la molécule HLA-DO.

Toutefois, selon leurs données, le résidu tyrosine 227 de DO constitue

également un motif fonctionnel de ciblage intracellulaire. Notre analyse

démontre pourtant clairement que ce motif n’est pas reconnu par la machinerie

de ciblage, puisque la reconstitution d’un motif tyrosine parfait rétablie le

ciblage endosomique de notre molécule chimérique et prévient l’accumulation

de surface.

Les différences obtenues résultent sans doute de la variation dans le type de

cellules utilisées. Ces auteurs utilisent la lignée mélanome Mel JuSo alors que

nous avons utilisé la lignée épithéliale HeLa. Les cellules Mel JuSo, à

l’encontre des cellules HeLa, expriment de façon endogène certaines molécules

du CMH-II (DR3 et DQ2). L’utilisation de ce système cellulaire s’avère

questionnable, surtout à la lumière des résultats qui mettent en évidence

l’inhibition du chargement peptidique par la molécule CD8-DO. Dans ce

système cellulaire, les molécules endogènes du CMH-II semblent interagir avec

le domaine cytoplasmique de D0f3 dans la chimère CD8-DO. Ceci peut

potentiellement influencer la localisation intracellulaire de cette chimère.

L’étude du trafic de ces chimères dans un système cellulaire où les molécules

du CMH-II ne s’expriment pas de façon endogène, s’avèrerait donc fort

intéressante.

4.1.7.3 Transport endosomique spécialisé

Les compartiments multivésiculaires (MVB5) sont des endosomes tardifs

caractérisés par la présence de vésicules membranaires internes. La régulation
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de la formation et du ciblage à l’intérieur de ces compartiments n’est pas encore

complètement élucidée, et demeure l’objet de nombreuses investigations. Les

molécules du CMH-II s’accumulent à la fois aux membranes limitantes et

internes de ces compartiments. La découverte étonnante du groupe de Neefjes

démontre l’implication de HLA-D0f3 dans le ciblage endosomique spécialisé, à

l’intérieur même des compartiments multivésiculaires. Leurs travaux suggèrent

que la chaîne beta de DO cible le complexe DM-DO à partir des membranes

vésiculaires internes vers la membrane limitante des MVBs. Ce ciblage

spécialisé contrôle également l’exclusion des molécules classiques. Cette étude

met en lumière l’importance du domaine cytoplasmique de D0f3 pour la

régulation du ciblage de DR et DM, à l’intérieur même du compartiment

multivésiculaire. En conclusion, le motif de D0E3 influence la distribution des

molécules du CMH-II et l’efficacité de l’échange peptidique.

4.1.7.4 Rôle de HLA-DO dans le ciblage exosomale

Nous avons entrepris l’étude des mécanismes qui dirigent le ciblage exosomale

des molécules du CMH-II classiques et non classiques, à la lumière des

résultats des études de Neefjes. En effet, ces derniers laissent entrevoir que

l’expression de la molécule HLA-DO modifie l’intégration des molécules du

CMH-II à l’intérieur des exosomes sécrétés par les lymphocytes B. La seconde

étude de cette thèse concerne donc les mécanismes de régulation du ciblage

exosomale des molécules HLA-DM et HLA-DR.

4.2 Gestion du ciblage de HLA-DM aux exosomes par HLA-DR

Les compartiments spécialisés dans la présentation antigénique (MTIC) sont des

compartiments endosomiques tardifs communs caractérisés par un

enrichissement en molécules du CMH-II. Ils partagent une morphologie

multivésiculaire ou multilaminaire. Les vésicules membranaires internes des
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compartiments multivésiculaires correspondent topologiquement aux exosomes

sécrétés dans le milieu extracellulaire. Bien que les motifs assurant le ciblage à

ces compartiments aient été identifiés, les mécanismes régularisant leur entrée

dans les membranes internes, et ceux qui régissent l’enrichissement des

molécules du CMH-II à l’intérieur de ces membranes sont toujours inconnus.

Tel que mentionné précédemment, HLA-DM encode un motif tyrosine de

ciblage intracellulaire endosomique. Ce motif est responsable de la localisation

de DM dans ces compartiments endosomiques tardifs multivésiculaires.

Cependant, sa distribution à l’intérieur de ces compartiments reste controversée.

Plusieurs études suggèrent que DM est enrichi principalement au niveau des

membranes limitantes de ces compartiments (102-104). Par contre, la molécule

HLA-DM et certaines chimères DMf3 s’observent clairement aux membranes

internes des compartiments MIICs (29; 100; 101). La seconde étude présentée

dans le cadre de cette thèse analysait les déterminants moléculaires régulant le

trafic des protéines transmembranaires du CMH-II au niveau des sous domaines

membranaires des compartiments multivésiculaires et des membranes

exosomales. Dans ce contexte, la molécule HLA-DM est utilisée à titre de

modèle pour comprendre et définir les éléments qui contrôlent le ciblage

protéique aux exosomes.

4.2.1 Présence de HLA-DM aux fractions exosomales

Bien que certaines études suggèrent l’absence de DM dans les exosomes

(103;140), nos travaux démontrent clairement une accumulation de

l’hétérodimère HLA-DM dans les vésicules sécrétées par lymphocytes B, et

dans les cellules HeLa exprimant CIITA. Ces résultats vont dans le même sens

que ceux récemment obtenus par Zwart, publiés dans la revue Immunity (302).

Ces derniers caractérisent les sites privilégiés pour la formation des complexes

entre DR et DM dans les compartiments multivésiculaires. Étonnamment, leur
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étude révèle que l’interaction entre DM et DR se produit exclusivement sur les

membranes internes. Par conséquent, l’édition peptidique s’effectue

uniquement dans ce domaine membranaire; suite à la formation du complexe

stable, HLA-DR se dissocie de DM et regagne la membrane limitante après la

fusion membranaire. De plus, leurs études de FRET permettent de conclure

que les interactions entre DM et DR sont inexistantes au niveau des membranes

limitantes. Dans l’ensemble, ces travaux supportent donc nos observations et

expliquent la présence de HLA-DM dans les membranes exosomales des

cellules B.

4.2.2 Absence de HLA-DM dans les exosomes des cellules HeLa DM.5

La distribution, le transport et les interactions de la molécule HLA-DM à

l’intérieur des sous-domaines des compartiments multivésiculaires sont formés

d’une série d’événements complexes dont les implications fonctionnelles ne

sont pas encore élucidées. Afin de mieux caractériser le transport de DM, nous

avons évalué le ciblage de HLA-DM dans les cellules HeLa transfectées. Bien

que la molécule HLA-DM soit présente dans les exosomes extraits des

lymphocytes B 721.45 et des cellules HeLa CIllA, nous avons été surpris de

constater qu’elle était exciuse des exosomes purifiés des sumageants des

cellules HeLa exprimant DM de façon ectopique. Ce résultat inattendu

démontre à nouveau la complexité de cette voie intracellulaire. Le transport de

DM à l’intérieur du compartiment MVB est sans-doute régit par des facteurs

cellulaires induits par l’expression de CIITA. Le premier facteur potentiel est,

bien entendu, HLA-DR.

4.2.3 Ciclage de HLA-DM aux exosomes par HLA-DR

Les interactions entre les molécules HLA-DR et HLA-DM sont bien identifées

(303-305). Toutefois, leur impact sur leurs trafics membranaires demeure

confus. Nous avons émis l’hypothèse que l’interaction entre HLA-DM et
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HLA-DR au niveau des membranes internes a vraisemblablement un impact sur

la distribution de DM à travers les sous-domaines du MVB. Cette hypothèse

fut confirmée dans les cellules HeLa exprimant DR et DM (manuscrit en

préparation, Gauvreau, M.E. et al). En effet, l’expression de DR dans les

cellules HeLa DM donne accès aux membranes exosomales. Ces résultats sont

complémentaires à ceux du groupe de Neefjes montrant la présence des

complexes DM-DR seulement dans les vésicules internes des compartiments

multivésiculaires. Nos résultats mettent en évidence, pour la première fois, que

l’interaction entre deux molécules peut gérer l’entrée dans les membranes

exosomales.

4.2.4 Rétention de HLA-DM à la membrane limitante du MVB et
proscription de son entrée dans les membranes exosomales

Étonnamment, nos résultats suggèrent également que le motif «tyrosine» de

HLA-DM possède un rôle au niveau de son ciblage à la membrane limitante des

MVBs. L’enrichissement important de DM à l’intérieur des membranes

exosomales purifiées, à partir du surnageant de culture de cellules HeLa

exprimant la molécule DMY-A, démontre hors de tout doute l’impact de la

mutation du motif tyrosine de la chaîne 13 de HLA-DM. Bien que ce système

cellulaire ne reflète pas le contexte physiologique complexe d’une cellule

présentatrice d’antigènes, il permet l’identification d’un motif responsable de la

régulation des échanges membranaires dans les compartiments MVB.

Il est tentant de faire un rapprochement entre nos résultats et ceux obtenus par

le groupe du Dr Neefjes. En effet, les travaux de Van Lith définissent la

fonction du motif dileucine de HLA-D013 dans le transport des complexes DM

DO (104). Le signal dileucine encodé sur HLA-D013 est responsable du ciblage

du complexe, de la membrane interne vers la membrane limitante des MVBs.

La fonction des motifs classiques de triage intracellulaire dans la sélection et le

transport de cargos protéiques vers les compartiments endosomiques, y est bien
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définie. Toutefois, la régulation des échanges membranaires par ces signaux à

l’intérieur d’un même compartiment endosomique représente un concept

relativement nouveau. finalement, l’absence de DM aux fractions exosomales

pounait aussi refléter une rétention aux membranes limitantes et, par

conséquent, une absence d’incorporation aux membranes exosomales.

4.2.5 Masquage du motif YXXL de HLA-DM

À ce jour, nous ne pouvons que spéculer sur la nature des mécanismes qui

expliquent l’effet de HLA-DR sur l’incorporation exosomale de HLA-DM.

Nos résultats suggèrent que la proximité des domaines cytoplasmiques de DR et

DM génère un encombrement stérique qui empêche les molécules adaptatrices

d’interagir avec le motif YXXL de DM. Le complexe devient alors libre

d’accéder aux membranes internes. À l’intérieur de ces vésicules, HLA-DM

interagit avec HLA-DR lors du chargement peptidique, duquel s’ensuit la

dissociation et le recyclage de DM à la membrane limitante. Cette circulation

de HLA-DM, entre les deux sous domaines membranaires, explique sa présence

dans les exosomes suite à la fusion du MVB avec la membrane plasmique

(171).

4.2.6 Intégration au radeau lipidique

Une autre hypothèse peut être envisagée pour expliquer le trafic membranaire

du complexe DR-DM vers les exosomes. En effet, son interaction avec HLA

DR permettrait à HLA-DM d’intégrer les radeaux lipidiques. L’incorporation

de HLA-DR dans ces domaines lipidiques se fait à la membrane plasmique et

au niveau de la voie endosomique (306;307). L’enrichissement des radeaux

lipidiques dans les membranes exosomales, qui a déjà été décrit (225), explique

la présence de protéines typiquement associées à ces radeaux dans les

membranes des exosomes. Par conséquent, l’intégration de DR dans ces

«rafis» pouffait entraîner DM aux membranes exosomales. Les mécanismes
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responsables de l’intégration sélective aux radeaux lipidiques demeurent

toutefois inconnus.

4.2.6 Voie de ciblage indépendante de I’ubiquitine

L’ubiquitination contrôle plusieurs fonctions cellulaires indispensables, dont la

monoubiquitination. Celle-ci identifie les protéines transmembranaires et les

oriente vers les membranes internes des compartiments multivésiculaires. Bien

que cette modification transitoire gère l’entrée de certaines protéines à

l’intérieur de ces endosomes spécialisés, les voies alternatives d’entrée sont

également sous intense investigation. Nos résultats démontrent clairement la

présence de HLA-DR et HLA-DM dans la membrane des exosomes en devenir,

chez les cellules HeLa CITTA et de la lignée B 72 1.45. Présentement, aucune

évidence ne supporte l’ubiquitination directe des molécules du CMH-II. La

molécule DRa possède 2 lysines cytoplasmiques conservées qui pourraient

servir de substrat à une ubiquitine ligase. La molécule DR3 quant à elle encode

seulement un de ces résidus.

L’ubiquitination est une modification post-traductioimelle difficile à mesurer

avec les méthodes classiques de biochimie puisque cette liaison est sensible aux

enzymes relâchés pendant la lyse cellulaire. Afin d’investiguer le rôle direct de

l’ubiquitination dans le ciblage exosomale des molécules du CMH-II, nous

avons utilisé notre système de production exosomale chez les cellules HeLa.

Tout d’abord, nous avons développé des molécules chimériques par la fusion de

DR à l’ubiquitine K48R (DRŒ/DR3-Ubiquitine K48R). Cette mutation de

l’ubiquitine empêche la formation d’une chaîne d’ubiquitine. Ensuite, nous

avons entrepris la mutation de toutes les lysines cytoplasmiques de

l’hétérodimère DR1. L’incorporation exosomale de ces molécules a ensuite été

évaluée dans les cellules HeLa. Cette stratégie nous a permis d’évaluer
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indirectement le rôle de l’ubiquitine sur le ciblage exosomale des molécules du

CMH-II.

Nous avons été surpris de constater que la mutation des lysines n’affecte pas

l’incorporation des molécules du CMH-TI dans les membranes exosomales.

Ces résultats suggèrent fortement que l’ubiquitination directe des CMH-II ne

représente pas un mécanisme probable pour l’entrée de ces molécules dans les

membranes exosomales. De plus, les résultats obtenus avec les chimères DR

ubiquitine K48R suggèrent une interprétation similaire, puisque aucune

augmentation de l’incorporation exosomale de ces chimères DR n’est observée.

Conjointement, ces résultats indiquent donc que le trafic des molécules du

CMH-II vers les exosomes n’est pas géré par l’ubiquitination.

D’autre part, nous croyons que l’ubiquitination directe de HLA-DM est

improbable. La queue cytoplasmique de la chaîne DMa contient seulement un

site potentiel d’ubiquitination, tandis que la chaîne 13 n’en contient aucun. De

plus, depuis sa découverte, il n’existe aucune mention de son ubiquitination

dans la littérature scientifique. Bien que l’ubiquitination de DM soit peu

probable, il serait intéressant d’effectuer la mutation de la lysine potentielle,

afin d’en exclure le rôle potentieldans son ciblage exosomal. Toutefois, il a été

récemment démontré que l’ubiquitination peut avoir lieu sur les molécules du

CMH-I qui n’encodent aucun résidu lysine dans le domaine cytoplasmique

(30$). Cette ubiquitination requiert uniquement un résidu cystéine sur la queue

cytoplasmique. Par conséquent, il serait important de compléter cette étude

avec l’évaluation du rôle des résidus cystéines cytoplasmiques dans le ciblage

exosomal des molécules du CMH-II.

4.2.7 Exosomes et dissémination de l’information antigénique
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Les glycoprotéines du CMH-T et du CMH-II sont fortement enrichies à la

surface des membranes exosomales sécrétées par les CPA. Le rôle de ces

vésicules dans la régulation et la présentation directe de l’antigène aux cellules

effectrices du système immunitaire fait l’objet de nombreuses études

(187;189;223;229;309). La forte expression de la molécule co-stimulatrice

CD86 (B7-2) et d’une variété de protéines tétraspanes à la membrane

exosomale supporte bien ce concept. Toutefois, plusieurs études démontrent

que les exosomes agissent plutôt à titre de transporteur « FedEx » biologique, et

qu’ils ont évolué pour transporter les métabolites d’une cellule à l’autre. Dans

le contexte spécifique de la présentation antigénique, les exosomes sont

responsable de la dissémination et de la communication de l’information

antigénique entre les cellules du système immunitaire. Dans ce modèle, une

cellule présentatrice d’antigène partage son information antigénique, les

complexes CMH-peptides immunogéniques, avec les autres CPA du système

immunitaire par l’entremise de la sécrétion des exosomes. L’avantage de ce

système tient au fait que l’activation d’une seule cellule dendritique peut

transférer des antigènes spécifiques à plusieurs nouvelles cellules dendritiques,

multipliant ainsi le nombre de cellules activées. Une étude récente a d’ailleurs

validé ce modèle en démontrant l’échange de complexes CMH-II/peptide entre

les cellules dendritiques (177).

Le plus bel exemple de cette capacité d’échange d’information provient des

cellules dendritiques folliculaires. Ces cellules accessoires ont une fonction

essentielle lors des événements de maturation des lymphocytes B dans les

centres germinatifs (310). Ces cellules ne synthétisent pas de façon endogène

les molécules du CMH-II, acquérant plutôt les complexes CMH-II/peptides

passivement via les exosomes produits par les lymphocytes B (311). La

fonction potentielle des exosomes sur la régularisation de la présentation

antigénique par les molécules du CMH-II demeure largement spéculative. Les

processus qui dictent l’incorporation et la régulation des molécules du CMH-II
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dans ces membranes demeurent, à toutes fins pratiques, incompris. Il reste

également à définir la fonction physiologique de l’exosome enrichi de

molécules du CMH-II. L’exosome agit-il directement en tant que vésicule de

présentation antigénique ou bien sert-il simplement de navette biologique au

niveau du transfert de protéines cytosoliques et membranaires?

L’enrichissement des molécules du CMH-II SDS-stable dans les membranes

exosomales a été confirmé par plusieurs groupes de chercheurs (140;176). La

capacité des exosomes dérivé des lymphocytes à stimuler les lymphocytes T

CD4+ in vitro est également bien décrite (176;190). Par contre, le rôle du

chaperon moléculaire HLA-DM au niveau des membranes exosomales est

inconnu. Il est fort probable que la présence de HLA-DM dans ces vésicules

permet aux cellules cibles de modifier leur activité de présentation antigénique.

Par exemple, il n’est pas impossible d’imaginer un modèle où les lymphocytes

B transfèrent le complexe CMH-peptide, les protéines co-stirnulatrices, et

HLA-DM vers les cellules dendritiques folliculaires. Par conséquent, ces

cellules gagneraient la capacité de faire de l’édition peptidique. Ces hypothèses

demeurent toutefois purement spéculatives et la « raison d’être» physiologique

de DM au niveau des membranes exosomales est complètement inconnue.

4.2.8 Fonction de HLA-DO dans les membranes exosomales

La réponse immunitaire dirigée contre les antigènes se base habituellement sur

une variété restreinte d’épitopes immunodominants dérivés de la protéine

antigénique. Les autres épitopes sont négligés à cause d’une faible affinité ou

d’une dégradation inadéquate. Depuis la découverte de HLA-DO, notre

laboratoire a évoqué la possibilité d’utiliser cette molécule pour moduler

l’activité de HLA-DM dans les cellules dendritiques, dans le but d’activer de

nouvelles spécificités antigéniques (115). Les lymphocytes B, exprimant DO,

ont en effet la capacité de présenter des épitopes suboptimaux. De plus,
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l’expression de HLA-DO favorise clairement certains épitopes aux dépends

d’autres. Les travaux récents menés par notre laboratoire ont démontré que

l’expression ectopique de HLA-DO dans les cellules dendritiques réduit la

présentation de certains antigènes (115). En somme, ces résultats évoquent la

réelle possibilité de moduler la présentation antigénique des cellules

dendritiques par l’expression de HLA-DO.

À la lumière des résultats décrits dans cette thèse, il est possible d’envisager de

nouvelles hypothèses quant à la régularisation de la présentation antigénique

restreinte par le CMH-II. D’une part, nous avons démontré que HLA-DM se

retrouve dans les exosomes produits par les lymphocytes B. À notre

connaissance, il s’agit de la première étude démontrant cet événement. D’autre

part, l’association de HLA-DM à son régulateur HLA-DO est bien décrite à

l’intérieur des compartiments endosomiques des lymphocytes B (9$;116). Les

motifs de triage encodés sur les domaines cytoplasmiques de ces protéines sont

responsables du ciblage du complexe vers les compartiments endosomiques, et

de sa localisation dans les sous-domaines membranaires de ces compartiments.

La présence de DM dans les membranes exosomales des lymphocytes B nous

amène à poser l’hypothèse qu’une certaine quantité de DO s’y retroouve

également. Cette hypothèse est appuyée par les travaux récents de Zwart et de

ses collaborateurs, qui décrivent une présence significative de la molécule

HLA-DO dans les membranes internes des compartiments multivésiculaires des

cellules HEK293 (302). De plus, nos résultats préliminaires ont démontré la

présence de HLA-DO dans les membranes exosomales des lymphocytes B

(résultats non publiés).

Jusqu’à maintenant, l’expression de HLA-DO est majoritairement restreinte à

l’intérieur des lymphocytes B. Bien que la compréhension de sa fonction

physiologique reste incomplète, HLA-DO demeure le principal modulateur du

chaperon HLA-DM. Si l’on présuppose que HLA-DO se trouve exprimé sur
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les membranes exosomales, la présentation antigénique des APC ciblées s’en

trouve fort probablement modifiée. Compte tenu de son activité inhibitrice, il

peut réduire la présentation antigénique ou permettre la présentation d’épitopes

suboptimaux. Les lymphocytes B seraient par conséquent en mesure d’altérer

la présentation antigénique des principales cellules spécialisées dans la

présentation antigénique, en occurrence les cellules dendritiques.

Il est clair que ces hypothèses sont purement spéculatives car, pour étudier ce

modèle nous devons tout d’abord confirmer la présence significative de HLA

DO dans les membranes exosomales des lymphocytes B. De plus, il s’avère

également important de mesurer les quantités de DO nécessaires pour obtenir

un effet réel. L’interaction et le transfert de molécules à partir des exosomes

des lymphocytes B vers les cellules dendritiques doivent ensuite être confirmer

in vitro et in vivo. Finalement, l’impact de l’expression de HLA-DO de source

exosomale sur la présentation antigénique des cellules dendritiques pourra enfin

être considéré. Éventuellement, HLA-DO pourrait être utilisé pour maximiser

le potentiel thérapeutique des cellules dendritiques pour le développement de

vaccins anti-tumoraux.
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CHAPITRE 5- CONCLUSION

Le système immunitaire développe plusieurs stratégies pour faire face aux

divers micro-organismes étrangers. La présentation antigénique, dans le

contexte des molécules du CMH-II, permet au système immunitaire de monter

une réponse spécifique pour contrecarrer les corps étrangers. La nature même

de cette réponse nécessite l’intégrité de la voie endosomique puisque les

déterminants antigéniques y sont générés. De plus, ses différentes composantes

doivent accéder correctement à la voie endosomique pour jouer leur rôle. La

régularisation des échanges et du ciblage membranaire sont par conséquent des

processus hautement ordonnés.

Le premier travail présenté dans cette thèse aborde la découverte d’un motif

dileucine fonctionnel, encodé sur la queue cytoplasmique bêta de

l’hétérodimère HLA-DO. Nous proposions alors l’hypothèse que DO module

le ciblage de DM. Le concept général s’avére correct, puisqu’il a été ensuite

démontré que DO cible le chaperon moléculaire DM à la membrane limitante

des compartiments multivésiculaires(104). Par la suite, ces études nous ont

amenés à travailler sur les exosomes cellulaires. La seconde partie de cette

thèse tente de définir les règles qui régissent le ciblage des molécules du CMH

ii à ces vésicules membranaires. La présence de molécules du CMH-II dans les

exosomes purifiés des cellules HeLa CIITA, 293T CIITA, et d’une lignée B

lymphoblastoide est confirmée par nos travaux, qui suggèrent la nature

ubiquiste de ce phénomène cellulaire. Nous nous sommes également interessé

au litigieux sujet de la présence ou l’absence de DM dans les différents sous

domaines des compartiments MVBs. Nos travaux démontrent la présence de

HLA-DM au niveau des exosomes. Il s’agit de la première étude à obtenir ces

résultats. De plus, nos études identifient HLA-DR comme le principal

chaperon du ciblage exosomal de DM. Cette découverte est d’autant plus

importante qu’il a tout récemmment été démontré que l’interaction entre DR et
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DM, lors de l’édition peptidique, se fait uniquement dans les vésicules internes

des compartiments multivésiculaires. Il serait intéressant de poursuivre cette

étude pour déterminer la machinerie cellulaire responsable de ce ciblage aux

exosomes. Cette question a d’ailleurs fait l’objet de récents travaux qui

concluent que l’ubiquitination des queues cytoplasmique de HLA-DR n’est pas

requise pour son ciblage aux exosome (Gauvreau, M.E, manuscrit en

préparation).

Les exosomes sont des vésicules membranaires dont les propriétés varient en

fonction du type cellulaire. Depuis quelques années, plusieurs travaux ont

élucidé les fonctions réelles de ces vésicules dans les cellules hématopoïétiques

et non- hématopoïétiques. Il sera important de porter davantage attention à la

présence de ces nanovésicules dans les milieux de culture cellulaire lors des

diverses expérimentations. En virologie, ces vésicules représentent à elles

seules, la principale source de contamination membranaire lors des

purifications virales par ultracentrifugation. En terminant, il importe de

souligner que cette notion de propriétés fonctionnelles chez ces vésicules

soulève d’importantes interrogations. L’omission, dans plusieurs processus

physiologiques, de la contribution potentielle des exosomes en constitue une.
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Contribution et participation de l’auteur aux publications.

Cette thèse est le fruit de plusieurs années de recherche. Dans les paragraphes

qui suivent, ma contribution à chacune des publications présentées dans le

cadre de cette thèse sera décrite. Il s’agit de deux publications principales,

suivies de deux publications secondaires présentées en annexe.

Dans le travail intitulé «functional Characterization of a Lysosomal Sorting

Motif in the Cytoplasmic Tail ofHLA-D0f3 », je figure à titre de premier auteur

avec Francis Deshaies (2$). Ayant dirigé ce projet pendant deux années, ma

contribution dans cette publication est majeure. Mes réalisations dans ce projet

consistent en la génération d’une bonne partie des constructions plasmidiques,

des transfectants stables, de la mise au point des différents protocoles

expérimentaux (transfection, microscopie, analyse en cytométrie) et de

l’écriture du manuscrit final. J’ai effectué le travail ou bien contribué à la

réalisation d’une majorité des figures de la publication (à l’exception de la

figure 10), sans compter les figures supplémentaires que j’ai pratiquement

toutes réalisée (10 figures supplémentaires).

Le second projet auquel je suis associé, «The YXXL cytoplamic motif of

HLA-DM regulates sorting into exosomes », découle du projet HLA-DO. J’ai

initié ce travail suite aux résultats obtenus au cours de mon premier projet (2$)

et à ceux obtenus par le groupe de Jacques Neefjes (104). J’ai réalisé toutes les

expériences préliminaires pour développer ce projet. La mise au point de ce

projet a été particulièrement laborieuse. En effet, il est important de noter que

chaque caractérisation exosomale (production, purification et caractérisation

des exosomes) prend approximativement un mois à réaliser. De plus, j’ai mis

au point tous les protocoles expérimentaux pour poursuivre nos études

(microscopie électronique, isolation des exosomes, purification des exosomes,

identification de marqueurs adéquats). Dans la publication, j ‘ai contribué à la
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réalisation de toutes les figures finales. J’ai également réalisé l’écriture du

manuscrit. Il faut cependant tenir compte de la contribution importante de

Marie-Élaine Gauvreau au niveau de la production et de la réalisation des

figures finales. La finalisation de ce projet aurait été impossible sans sa

contribution. Ce projet a également donné naissance à un autre projet d’études

exosomales, qui ne figure toutefois pas dans le cadre de cette thèse (Gauvreau,

M-E., Brunet, A, Thibodeau, J. manuscrit en préparation.).

Le manuscrit intitulé, «The MHC class II beta chain overcomes the invariant

chain p35-encoded endoplasmic reticulum retention signal », a été initié en

collaboration avec Hayssam Khalil (291). Ayant travaillé à ce projet

approximativement deux ans à plein temps, j’ai réalisé plusieurs constructions

plasmidiques (Iip35LIML, IiP33, DRI3RNRS, DRJDQf3cyto et DR/DPf3cyto),

généré pratiquement tous les nouveaux transfectants dans le système cellulaire

HeLa et fait la mise au point du système expérimental. Ma contribution

survient au niveau de toutes les figures et je l’évalue à approximativement 45%

du travail total. Ce travail a mené à une seconde publication intitulée «A three

amino acid-long HLA-DRr3 cytoplasmic tail overcomes ER retention of

invariant chain p35 » qui a été récemment été accepté dans la revue «Journal of

Cell Science». Je figure à titre de deuxième auteur (publication non présenté

dans cette thèse) (312).

Finalement, la publication intitulée «A point mutation in the groove of HLA

DO allows egress from the endoplasmic reticulum independent ofHLA-DM » a

été réalisée principalement par francis Deshaies (129). Ma contribution à ce

projet consiste principalement en la conception et la génération de trois mutants

(DOŒPI1V. DOuAY2N, DOŒF13L). J’ai, de plus, contribué à la

caractérisation du mutant DOaP 11V. L’étude et la caractérisation du mutant

DOŒPÎ 1V sont parmi les principaux accomplissements de cette étude. J’ai

également participé à la transfection de quelques autres mutants.
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7.1 Sortie solitaire du RE de la molécule HLA-DO

La progression des protéines du CMH-II dans la voie de synthèse est régit par

un contrôle rigoureux de qualité. Ce dernier se manifeste habituellement sous

la forme d’une rétention des complexes au niveau du RE. Les mécanismes qui

expliquent la rétention prématurée de HLA-DO humain au niveau du réticulum

endoplasmique demeurent non définis. À notre connaissance, les chaînes DOŒ

et D0f3 n’encodent pas de motifs de rétention connus. Cette rétention résulte

plutôt d’une mauvaise association entre ces deux chaînes. En effet, nos travaux

démontrent clairement la présence d’une quantité normale des complexes

DOa/D0f3 dans les cellules HeLa transfectées (129). Cependant, la qualité de

l’interaction entre ces deux chaînes semble être la source de la rétention au

niveau du RE.

Les règles régissant l’association des chaînes alpha et bêta du CMH-II ont été

définies dans plusieurs travaux (313-317). Ces études démontrent la rétention

des molécules du CMH-II suite à une mauvaise association des chaînes Œ3 lors

de l’expression d’allèles non colTespondants. De plus, ces études font ressortir

l’importance des domaines N-terminaux pour l’interaction stable entre ces deux

chaînes (313). Dans cet optique, nous avons constaté que l’alignement des

séquences DOa et DQŒ révèle des différences en acides aminés au niveau du

domaine N-terminal. Ces différences sont potentiellement responsables de la

rétention de l’hétérodirnère HLA-DO au niveau du RE. Nos travaux révèlent

que la mutation d’une proline 11 de DOa en une valine, restaure la sortie de

l’hétérodimère même en l’absence de HLA-DM (129). Dans l’ensemble, nos

résultats suggèrent que la liaison de HLA-DM à DOŒ, en stabilisant les

contacts au niveau des domaines N-terminaux de l’hétérodimère DOu3, permet

au complexe de sortir du RE.
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Nos travaux permettent également de mieux comprendre les interfaces

d’interaction entre HLA-DM et HLA-DO. Nos résultats démontrent clairement

que la chaîne ci. contient des éléments critiques impliqués dans l’interaction avec

DM. Le site principal se trouve près du résidu DOu 41 sur une boucle latérale

du domaine cil alors qu’un site secondaire d’interaction se situe probablement

au niveau du domaine u2.

Dans le même ordre d’idée, il serait intéressant de caractériser les sites

d’interaction de DO sur la molécule DM. Cette étude permettrait de vérifier si

ces sites sont identiques à ceux de l’interaction DM-DR ou s’ils prennent place

dans des régions complètement différentes.

Ces travaux ont permis d’entreprendre les démarches pour résoudre la structure

tridimensionnelle de l’hétérodimère FILA-DO. La production de grandes

quantités de cette protéine dans les cellules d’insectes, la cristallisation de la

protéine et la cristallographie à rayon X qui mèneront éventuellement à la

résolution de la structure tridimensionnelle de l’hétérodimère non classique

HLA-DO.
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7.2 Dissimulation du motif de rétention de la chaîne invariante

1ip35 par la queue cytoplasmique de HLA-DR

La chaîne invariante est le principal chaperon moléculaire des molécules

classiques du CMH-II. La chaîne invariante forme un complexe nonamérique

avec les molécules du CMH-II et protège la niche peptidique des CMH-II lors

de leur biosynthêse. Elle participe également à l’adressage endosomique du

complexe CMH-II-Ii. De plus, l’isoforme p35 de la chaîne invariante humaine

possède un motif de rétention de type diarginine. Bien que la nature du

mécanisme de rétention demeure controversée, est reconnu qu’il implique le

transport rétrograde du TGN vers le RE (72;3 18). L’inactivation de ce motif de

rétention nécessite la phosphorylation des résidus sérines cytoplasmiques, ainsi

que le masquage induit par la molécule HLA-DR. La capacité de DR à

masquer le motif de rétention RE est attribuée à son domaine cytoplasmique.

Dans cette étude, nous avons procédé à la caractérisation des déterminants

moléculaires requis sur les molécules du CMH-II, pour masquer le motif de

rétention de l’isoforme 1ip35 (Annexe Article supplémentaire #2 (274)). À

l’aide de molécules hétérodimériques tronquées, nous avons été en mesure

d’évaluer l’importance respective des domaines cytoplasmiques alpha et bêta de

HLA-DR. Nos résultats démontrent que seule la chaîne F3 est requise pour

contrevenir à cette rétention. De plus, nos travaux suggèrent que les chaînes F3
de tous les isotypes du CMH-II (DRIDP/DQ) possèdent la capacité de masquer

le motif de rétention R-X-R.

Dans une seconde étude, nous avons procédé à la caractérisation complète du

masquage de l’isoforme 1ip35 par la chaîne F3 de HLA-DR(312). Nos résultats

démontrent que le masquage dépend d’une séquence spécifique encodée sur le



231

domaine cytoplasmique de la chaîne f3, mais plutôt de la taille du domaine

cytoplasmique. Il apparaît donc qu’un masquage efficace nécessite un motif de

relâche composé d’une chaîne f3 cytoplasmique d’une taille minimale de trois

résidus (312).

Il a récemment été démontré que la liaison de la chaîne invariante 1ip35 à la

famille de protéines 14-3-3, et à f3COP est mutuellement exclusive (31$). Cette

famille de protéines interagit avec les motifs phosphosérines, et sa liaison au

domaine cytoplasmique masque le motif de rétention, et permet la sortie de la

chaîne invariante du RE (318). Ces résultats sont toutefois difficiles à concilier

avec ceux qui démontrent la sortie du RE du mutant Iip35S8D. Malgré

l’absence de liaison à 14-3-3, cette chaîne invariante se développe à pleine

maturité en présence des molécules du CMH-II (74). Les mécanismes

moléculaires responsables de la rétention de la chaîne 1ip35 au RE ne sont

toujours pas élucidés. Dans l’espoir de comprendre ces phénomènes de

rétention, il serait important d’identifier tous les chaperons moléculaires

impliqués dans cette régulation.
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B lymphocytes express the nonclassical dass Il molecule HLA-DO,
which modulates the peptide loading activity of HLA-DM in the
endocytic pathway. Binding to HLA-DM is required for HLA-DO to
egress from the endoplasmic reticulum fER). To gain insights irito

the mode of action of DO and on the role of DM in ER release, we
sought to identify OM-binding residues on DO. Our resuits show
that DOa encompasses tise binding site for HLA-DM. More specif
ically, mutation of residue DO41 on an exposed lateral Ioop ofthe

cr1 domain affects the binding to DM, ER egress, and activity of DO.
Using a series of chimeric DR/DO molecules, we confirmed the role
of the a chain and established that a second DM-binding region s
located C-terminal to tise DOcxBO residue. most probably in tise cs2

domain. Interestingly, aher mutation ofa buried proline (ccli) on
tise floor of the putative peptide-binding groove, HCA-DO re
mained functional but became independent of HLA-DM for ER
egress and intracellular trafficking. Collectively, these resuits sug
gest that tise binding of HLA-DM to DOa allows tise complex to
egress from the ER by stabilizing intramolecular contacts between
the N-terminal antiparallel 1-strands of the DOcrfl heterodimer.

antigen processing MHC I class Il I HLA-DR

C lassical MI-IC class 11 proteins arc highiv polymorphic het
erodimers expressed attise surface of antigen-presenting ceils

where thcy hind antigenic pcptides derived from endocytosed
antigens (1). The a and suhunits associate in the endoplasmic
reticulum fER) with tise nonpoivmorphic invariant chain (Ii). and
the camplex is sorted to endocvtic compartmdnts where Ii is
degruded. À small fragment [ciass 1l-associated Ii peptide (CLIP)]
cf the Ii is piotcctcd inside tise groove and must he rcIcascd bcforc
tise hiisding of antigenic pcptides (2). HLÂ-DM (DM). o nonpoiv
niorphic intraceilular chaperone. is respotisibie foi- CLIP removal
and also for editing tise peptide repertoire ta favor thase of higher
cIass Il-binding affinity (3).

Class Il—restricteci antigels presentatiols in B lymphocytes is
tightiy reguiated ta ensure specificity of the activation process.
Tisese cells express another nonciassical class II moiecuie cailed
HLA-DO (DO: H2-O in mice) that moduiatcs tise presentation of
aistigens us the enclocvtic pathway (4). Recetstty. it vas shown that
transfectiots of DO ils ciass II transactivator (C1ITA) ceHs caused
the accumulation of classical ciass II moiecuies associated with
CLIP (5. 6). These resuits ciearly sisowed the inisibitory raie of DO
on class 1l-restricted antigen presentation.

ihe precise moiecuiar mecisanism hy tvhich DO inhibits tise
catalytic activity of DM remaitis ta be clarified. DO is found mostly
in enciesaisies but is retaineci in the ER cf DM— ceils. InterestingIy.
DO-hound DM is flot sequestered there but rather aiiows the
complex to egress from tise ER (7). Trafficking of DO/DM ta and
inside tise endecytic pathway is regulated hy sorting signais iocaicd
in tise cvtoplasnsic tails cf bath moiecuies (8, 9). Tise need for DO
ta access pepticie-loading compaiïments and ta nsoc]i’ tise suhcei
luiar sorting of DM suggests an elaborate modulator raie on the
antigen—processing rather thon a unique iislsibitory ftsisction (10—

13). More rcccntlv, it was praposcd that tise capacitv cf H2-O ta
affect, positiveiy or negativeiv. the presentatian cf antigens depends
an the particu]ar B ccii reccptar—antigels camb satian (14).

The nscchanism by whicis DO is retained ils tise ER and isow DM
aflows for efficient ER egress remains msknown. DO iacks ER
reteistiots motifs such as tise cvtopiasmic di-hasic sequcnces (15).
Puise—cisase and immutsoprecipitatian experiments revealed that
DOcr- atsd f3-chains asseciate eariy after biosynthesis. Hawever. in
tise abseisce of DM. DOcc- and -cisains do isot show carhoiwdrate
nsodffications ta suggest a passage through tise Goigi (7). Ta gain
insights bita tise raie cf DM in ER release, ve saught ta dehneate
the DM hinding site on DO and ta cisaracterize tise defect in tise
assensbiy 0f DOn- atsd -chains.

Materials and Methods

Plasmids and Mutagenesis. pBSDOa.9, ;sBSDO[3. pBudCE4-A.
pBudDOts. RSV.Sgptl)Nl. RSV.3DR008, and pBudDM arc
descrihed in refs. $ and 16. pBudDR is tise BansHI fragnsent
cf RSV.3DRpOO$ in pBudCE4-A. pREP4CIITA and
pCDNA3CIITA cDNAs werc obtained fions .1. Ting (Univcrsity af
Nartis Carohna, Cisapei Hill). pBudDOcc is tise BamHl fragrneist cf
pBSDOn.9 into tise BgiiI site of pBudCE4-A. pBudDO is tise
Banil-Il fragment from pBSDO[3 inta BgiIl site af pBudCE4-A.
The pBudDMY was generated by PCR ta madify tise cytopiasmic
226-YTPL nsotff (8). A frameshift past tisis issotif resuitcd us a
langer cytopiasmic tau (226-ATPLLGPIIQKDGTfPRGRÏP-
AA RG1 H).

A DR15/DOa chimeric cDNA (cDOcs) ivas made hy PCR
using tise DRa cDNA cloned in tise BansHi sue ofpBlueScript
(Stratagene) and RSV.5gptDNl as tempiates. The SaiI—PvuIl
fragment encompassilsg the junctian uvas cioned in
RSV.5gptDNÏ. A 2-khp BansHl fragment was ciorsed into
the BgiII site cf pBudDRp ta generate pBudDRis/DOa +

DR/3. For pBudDR4:/DOa + DRP. pBudDR3/DOa + DRp,
pBudDRz7/DOa + DR(3, and pBudDR54/DOcc, pBSDOa.9
and pBSDRa were used as tempiates. Tise Noti—BstEil frag
ment inciudiisg the junction was cioned bita pBudDRis/DOa
+ DRf3. Tise DOn mutations were created by usitsg
pBSDOcv.9. PCR products werc digested with SaiI—PvuIJ and
cicised in pBudDOa (pBudDOcxP1lV/wt. pBudDOnXP11/
wt, ami pBudDOccAi 2N/wt). For otiser DOn nsutatiotss
(141K. F525, aisd ccEF-KS), o 450-bp SalI—BstElI PCR
fragment was simuitanecusiy cioned with a BstEIi—Xhai frag
ment. digcslcd fram pBSDOa.9, inta tise SaiI—XhaI sites
cf pBuclCE4-A fpBudDOccE4iK. pBudDOnF52S, and
pBudDOcEF-KS). A pBSDO Bami-Il fragnsent vas cioised in

This paper mas submitted directly ITrack III to the PNAS office.

Abbreviations: Et, endoplasmic reticulum; Ii, invariant chain; CLIP, clam Il-associatsd Ii

pepside; CIITA, clam Il transactivator, cOO, chimeric DO.
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was detcrmined hy f low cytometry. Although CIITA alone siightlv

up-regulated DO expression. tue level 0f CLIP remained low (22).
The ratio of class Il-CLiP (CerCLIP.1) to DR (L243) shows that
cotransfection of DO stronglv inhihits peptide loading (Fig. 2B and
C). In contrast, the double mutant DOaEF—KS no longer inhibits

DM funclion because ony low levels of class II-CLIP were gener

ated (Fig. 23 and C). Staining of permeabiiized ceils revealed that

the observed difference was oct due to DO expression leveis (Fig.
23). NexI. we found that D0u41 ajonc is critical for DM inhibition.

whcreas mutation of OE52 had no effeet (Fig. 2 B and C). Ihe fact

that the conserved glutamate is involvcd in the binding cf DIsI for

both DO and DR suggcsts possible models for the inhibition of
antigen proccssing by DO (sec Discussion). However. tise lack cf

involvement cf cr52f indicates that DO intcracts with DM through

a region that is flot completely analogous to the one described for

DR (26). Moreover. point mutations VI84H or E1$7A did not
affect thc function cf DO (data not shown).

Despite comparable levels of DO and DM expression (Fig. 23

and data oct shown). lmmunoprccipitatlons showcd that DM
interacts less efficiently with DOaEF-KS thon with wild-type DO
(Fig. 2D). However, the DM/DOuEF-KS interaction was flot

lotally aholished, perhaps explaining the ]ow level of class 11-CLIP

al the surface cf these cells (Fig. 2 B and C). Trimolecular

DO-DM-DR complexes can be precipitated froin B ccli lysates as
weil as from isolated MHC ciass 11 compartments (10. 27). DR was
immunoprecipitated from the stable transfectants descdhed above

and tise level of associated DM/DO complexes was determined by
Western hiotting (Fig. 2D). Results show that hoth DO and DM are

coprecipitated with DR but that the eE41K mutation reduced lise

amount of DO in the complex.
We confirmed the weak DOOEE4IK-DM interaction hy using

lransicnt iransfections. We took aduantage cf tise fact that o DM

molecule dcvoid of its cytoplasmic YTPL motif (DMY) is cx

pressed at the ccli surface (28, 29) and drags DO to tise plasma

membrane (Fig. 2E). As expected from tise immunoprecipitation

data. tise DOsEF-KS mutant was expressed at iower levels 011 tise
ccli surface than wild-tvpe DO. Overail, DO levels were compa
rable as assessed by staining cf permeahilized ceils with u mAh
specific for the cvtoplasmic tau of DOP (KK5; Fig. 2E 1apper

Right’l. Because DOa and DOP are encoded un the same plasmid,
DOOE levels were also identical. Finally, the low surface expression

cf DOOEEF-XS could oct he attrihuted le lower DM expression
(Fig. 2E Losd’er).

To measure DO egress from tise ER, we transfected DO and
testeci for tise acquisition cf complex carhohvdrates over time. In
celis expressing DO only. tise p chain remained sensitive te EndoH

even 12h posttransfection (Fig. 2F). This finding confirins tisat DO
does flot transit through the Golgi in the absence cf DM. However,

a substantial proportion cf the DO pool had acquired EndoH

resistance as early as S h posttransfection in tise presence cf DM.
On tise otiser hand, DOtvEF-KS showed litUe EndoH resistance at
12 h. eontirming its reduced capacite te assemble with DM in

tise ER.

DM Binds Other Region5 0f DOat. To further characterize the DM

binding region, we generuted a series cf chhneric DRcc/DO mol
ecules. We reasoned that u stepwise increase in tise content ofDRis

shouid. at some point. abrogale tise capacitv cf DM to hiteract in

tise ER and sequester 111e chimeric inolecules in endosomes (Fig. I).
Four more ehimeric a-cliains were generated te cover most cf the
al domain. Assurning u ciassicat ciass II—like structure, the
DRa’40/DO covers two f3-strands cf 111e groove floor and most cf
tise two exposed externai loops. 111e DRcxh3/DO molecule includes

DR residues up te about haif cf tise a-helix lining tise putative

groove. Tise DR portion in DRa77/DO covers almost lise entire

a-heiix (30).
Ta assess tise interaction with DM. the chiineric moiecuies wcrc

transiently transtected BIte 2931 ceils together with DR and with
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magnetic beads coated with L243. Colis were later analyzed after surface staining for OR (L243; gray une) or CLIP (CerCLIP.1; boId une) or after intracellular

staining for DO (HKC5; thin une). Control represents untransfected HeLa colis stained with L243 (fiIIed histogram). (C) Transfected HeLa celis were anaIyzed as
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une with our statement made above that DO interacts with DM
through a region that is flot akin to the interface on DR.

Although the lack of competition between XD5 and DM suggests

that the latter does flot significantly contact the f31 chain, we
confirmed this by analyzing the binding of the superantigen SEA to
DRa63/DO + DRP. SEA binds through coordination of a zinc ion
with DRf3H81 (23), and our resuits show that its interaction with the
chimeric molecule was as effective in the presence or absence of
DMY (Fig. 4A). Collectively, these competition experiments with

class II ligands confirm that DM binds to DOcx.

A Mutation in the Groove of DO Restores ER Egress. Next, we
addressed the functional importance of the newly identified DM
binding site for the maturation of DO. The inahility of classical class

II molecules to leave the ER has been previously reported in the
context of mismatched p pairs between various isotypes or hap
lotypes. In some cases, surface expression was restored after
site-directed mutagenesis or by the construction of chimeric mol
ecules, often implicating regions close to the N terminus of either
the a or f3 chain (34—36). Thus, we postulated that the DOaf3

interaction vas suboptimal and that the binding of DM may
stabilize the DO heterodimer. Indeed, introducing the first 18 aa of
DR into DO allows the formation of mixed DR/DO pairs (Fig. 1).
A sequence alignment of DR, DO, and DQ revealed the presence

of an amino acid insertion in both DQt and DOa. This extra Gly

residue (aGiO) was numbered 9a in I-A (the mouse equivalent of

DO), and the crystal structure revealed that it protrudes in a f3 bulge

conformation outward from the f loor of the class II peptide binding
groove (37). This bulge maintains the respective arrangement, seen

in other class It, of the conserved af3 residues involved in interchain
contacts. However, in DOa, this glycine is next to a proline (aPli)
that we thought might disrupt the f3-sheet and prevent the glycine
from bulging (Fig. 5.4). This finding is especially interesting given
the fact that this prolinc is close to the a chain loops supporting DM
interactions.

We investigated the importance of this region in DOa by
generating a series of mutants (aP11, aP11V, aA12N, aY9Q, and
aP11/A12E). After transfection of these DOa-chains together
with DOf3, the transport and subsequent celI-surface expression of

DO in the absence of DM was assessed by staining with a DO
specific mAb. Remarkably, DOaP11V + DOf3 tvas efficiently
expressed at the cdl surface in the absence ofDM (Fig. SA). Surface

expression of this DO mutant was also observed in stably trans
fected HeLa cells (data not shown). None of the other mutations
thatwere introduced in this region (cS.P11, aA12N, aY9Q, aPll/
A12E, and f319Y/A11F) restored surface DO expression in the
absence of DM (Fig. 5A and data not shown).

The strong surface expression of DOaP11V suggested that ER
egress was highly efficient. DO contains a functional dileucine motif
in its f3 chain cytoplasmic tail (8). This sorting signal should allow
DOaP1 1V to gain access [o endosomes. probably after endocytosis.
Transfected cells were permeabilized, stained for DO, and analyzed
by fluorescence microscopy. The presence of scattered vesicles
colocalizing with the endocytic marker CD63 (fig. 5B) further

confirms the overall integrity of DOaP11V mutant and its intrinsic

capacity tu transport and accumulate in the absence of DM.
b compare the kinetics of maturation between DOaPI 1V and

DO/DM, the acquisition of EndoH resistance by the a-chains was
analyzed at various time points after transfection (Fig. 5C). DO tvas
retained in the ER in the absence of DM and, therefore, did not
acquire complex sugars. However, the same analysis showed the
emergence of EndoH-resistant forms of DOaP11V as early as 8 h

posttransfection. Importantly, the kinetic of EndoH resistance was

similar for DO molecules coexpressed with DM. Altogether, these
results suggest that mutation of the proline to a valine at residue

aPil allows ER egress by correcting a conformation defect in DO.
Finally, we tested the ability of DOaP1 1V to inhibit CLIP release

from classical class II molecules. HeLa CIITA cells were transfected
with either DOaP11V or wild-type DO. After selection, the levels
of ceIl-surface class II-CLIP were measured by f low cytometry (Fig.
5D). The results show that both mutant and wild-type DO are
functional in terms of their ability to inhibit DM and peptide
loading.

Discussion

The regulation of antigen processing and peptide binding to clas
sical class II molecules is a complex process that varies depending
on the type of APC or the receptors used for antigen internaliza
tion. In B cells, DM is the target of regulatory control through the
expression of DO. Although the role and mechanism of action of
DM are well characterized, the need for DM modulation in B cells
is not well understood.

The crystal structure of DR-DM complexes remains unknown,
but models for the mechanism of peptide exchange has been
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Abstract

The human-specific p35 isoform of the invariant chain (li) includes an R-X-R endoplasmic reticulum

(ER) retention motif that is inactïvated upon HLA-DR binding. Although the masking is assumed to

involve the cytopiasmic tails of class il molecules, the mechanism underlying this function remains

to be investigated. Moreover, in light of the polymorphic nature of the class Il cytosolic tails, littie

is known about the capacity of various isotypes or alleles to overcome the retention signal of

1ip35. To gain further insights into these issues, we first addressed the proposed role of the HLA

DR cytoplasmic tails. As shown by fiow cytometry, the presence of 1ip35 in transfected HeLa ceils

prevented surface expression ot HLA-DR molecules lacking their cytoplasmic tails (DRŒTM/fTM).

These truncated class Il molecules and 1ip35 accumulated in the ER, and co-Iocalized with

cainexin, as determined by confocal microscopy. Sensitivity of DRaTM/TM to endoglycosidase H

treatment confirmed that these molecules do flot reach the trans-Golgi network when associated

with 1ip35. Further characterization revealed that the chain cytosolic tau is critical for efficient ER

egress of class ll/1ip35 complexes. lnterestingly, our results cleariy demonstrate for the first time

that DP and DQ isotypes can also overcome the retention motif of 1ip35 through a mechanism

involving their very distinctive polymorphic f3 chain cytopiasmic tails. Altogether, these resuits

further dissect the masking of di-basic retention signais, and emphasize the interpiay between

ciass Ii molecules and li for the transport of the complex to the endocytic pathway.

Introduction

MHC class il molecules are cefl-surface heterodimeric

glycoproteins which present antigenic peptides to CD4 T

ceils. HLA-DR, -DP and -DO represent co-dominantly ex

pressed isotypes each composed of polymorphic a (—35 kDa)

and f3 (—27 kDa) transmembrane (1M) polypeptides (1).
Following their synthesis, the OE and f3 subunits associate in

the endoplasmic reticulum (ER) together with pre-tormed

trimers of the invariant chain (ii) to produce (Œf3r)3 nonamers

(2—4). h is a non-polymorphic type H protein that folds in part

through the groove ot the ciass li moiecule, stabihzing the af3

heterodimer and preventing the undesirabie binding of ER
poiypeptides (5—8). Another function of h is to direct MHC

ciass H molecules to the endocytic antigen-loading compart
ments. Two short ieucine-based signais located in the

cytoplasmic tau of li are responsible for sorting the complex

to the endocytic pathway: the membrane-distal sorting signal
(Leu—lie residues at positions 7 and 8) and the membrane
proximal signai (Met—Leu residues at positions 16 and 17).
Either signal is sufficient for endosomal iocahzation cf li (9,10),

Such ieucine-based signais were f irst identified in the CD3 y
chain and the cation-dependent mannose 6-phosphate
receptor (11,12). When these endosomal iocahzation signais

are obiiterated, ii is found mostiy at the celI surface and has a
much longer half-life (13—17).
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1ip35 was also subcloned as a Kpnl—Notl fragment into pREP4
(Invitrogen, San Diego, CA). Serines 6 and 8 on li were
changed to lysine and histidine respectively (pRep4 1ip35
S6K,S8H). The HLA-DRj3 chain cDNA coding for a truncated
protein (see Fig. lA) was obtained atter introducing a stop
codon instead of the phenylalanine-coding triplet at position
221 This DRf3TM cDNA was cloned into the RSV.3 vector. The
cDNA coding for the truncated DRa chain (Fig. lA) was
described previously (49). The two leucine-based sorting
signais of the p35 li were mutated to alanines and cloned into
the SRcx vector (SRapuro 1ip35 LI/ML). The p33 isoform of Ii
was generated by mutating the f irst start AIG triplet of Ii cDNA
cloned into pREP4 (pREP 1ip33).

The cytoplasmic tau of HLA-DRf was replaced by that et
either HLA-DPI3 or -DQ3. An intermediate DRt3 molecule (DRJ3
RN:RS) had to be constructed to facilitate cloning. This
mutation creates a Xbal restriction site near the junction
between the 1M and the cytosolic region. A f irst fragment was
amplified from p85 KS 3’DRf3008.14 using a DRF3 3’
BamHl:ClaI.D primer which harbors BamHl and C/aI restriction
sites for latter cloning steps, and a mutagenic primer encoding
the RN:RS mutation (DRI3RN:RS.BgII.c). A second reaction
was made on pBS KS 3’DRJ3008.14 using a complementary
tusion primer (DR3RN:RS.Bgll.b). Following the overlap reac
tion, the PCR product was subcloned into Styl and C/aI sites of
p85 KS 3’DR13008.14 (p85 DRj3RN:RS). Ihe DNA sequence
was contirmed by sequencing.

Prier to cloning the cytoplasmic tails et DPF3 and DQJ3, pBS
DRI3RN:RS was digested with BamHI and cloned in the
opposite orientation. Overlapping oligonucleotides corres
ponding to the sequence ot DP or DQ cytosolic tails were
cloned in pBS DRt3RN:RS.1 vector digested with BgfI and
Xbai. The oligonucleotides used were: DRF3!DPF3b (5’-CT AGA
CIA TGC AGA 1CC TCG TTG AAC UI CII A-3’). DRt3/DP3c
(5’-GA ICI AAG AAA GU CAA CGA GGA ICI GCA TAG T-
3’), DR3/DQ3Cyto-B401 . b (5’-CI AGA CIA AI GCA GTA GAC
CII ICI GA-3’) and DRf3/DQCyto-B401 .c (5’-GA ICI CAG
AAA GOl CIA CTG CAl TAG I-3’). The correct sequence
was confirmed by sequencing. The chimeric cDNA was
cioned as a Xbal—Hincll fragment into the Xbal—Smal site of
SRapuro.

CeIl linos and transfections

MHC class l1 epithelial HeLa (ATCC CCL-2) cells were
• cuitured in DMEM (Wisent, St-Bruno, Quebec, Canada)

containing 10% FBS (Wisent) and appropriate selective
agents (see beiow). HeLa cells expressing the wiid-type
HLA-DR moiecule (DRa+ DRj3 0101) (HeLa DR) or the wild
type DR3 chain together with a truncated DRa chain devoid of
most 0f its cytoplasmic tau (see Fig. 1) (HeLa DRaIM/DRj3)
have been described eisewhere (49). Stable transfection of
the mutated ciass il moiecuies was performed by the calcium
phosphate co-precipitation technique as described (50). Celis
resistant te G-418 (Lite Technologies) and expressing class Il
a!3 heterodimers were sorted by f low cytometry using the L243
mAb. The li cDNAs were transfected using Fugene6 (Roche,
Mississauga, Canada) and selected in 400 pg/ml puromycin
(Sigma, Oakvilie, Canada) or 50 U/ml hygromycin (Cederlane,
ernby, Canada).

HEK 2931 cells were kindly provided by Dr Eric Cohen. For
transient expression, cells were co-transfected by the calcium
phosphate precipitation method using 2 .tg of each DNA (50).
Celis were analyzed 2—3 days post-transfection.

Antibodies

[243 (igG2a) is an anti-DR mAb which recognizes a
conformationai epitope on the DRa chain (51). XD5,117
(IgGi) recognizes a iinear epitope in the 131 domain ot ail
class il moiecules (52). ISCR3, a kind gift from Dr Robert
Busch, recognizes the a13 heterodimer through an epitope on
the DRa chain (53). R.ip35N, a kind gift from Dr Peter
Cresswell, is a rabbit antisera specific for a synthetic peptide
cerresponding to amino acids 1—16 et the N-terminai exten
sion present on the p35 isoform of ii (4). BU45 (lgG1) s a
mouse mAb specific for a C-terminai epitope of human li (The
Binding Site, Birmingham, UK). Pin,l mAb (3) recognizes the
N-terminal cytoplasmic demain of 1ip33 and p35. mAb
CerCLIP.1 (lgGÏ) is directed against the N-terminal segment
of CLIP (PharMingen, San Diego, CA). Ihe polyclonal rabbit
antibody against cainexin recognizes the C-terminal part of
the protein (Stressgen, Victoria, Canada). Goat anti-mouse
and goat anti-rabbit igG coupled te Aiexa Fluor or phycoer
ythrin (PE) were obtained from Molecular Probes (Eugene,
OR).

Flow cytometry and fluorescence microscopy

intraceliular staining for class li molecules or ii was performed
on saponin-permeabulized ceils as previousiy described (50).
For double stainings, celis were tirst stained at the surface
using biotinylated L243 and avidin—PE or in some cases with
1SCR3 and an lgG2b-specific antibody coupled te PE
(Molecular Probes). Then, ceils were washed, tixed in 4%
paraformaidehyde, permeabilized with saponin (50), and
stained fer Ii using BU45 and an IgGi-specific secondary
antibody (PharMingen) coupled te FlIC. Cells were analyzed
on a FACSCalibur fiow cytemeter (Becton Dickinson,
Mississauga, Canada). For confocai microscopy analyses,
HeLa oeils were grown on coverslips, tixed in 4% paratormal
dehyde and permeabilized with saponin (50) before staining.
HEK 293T ceils were f irst tixed in 4% paraformaldehyde and
permeabihzed with saponin (50) before staining with Pin.1
mAb foilowed by a geat anti-mouse lgG coupled te Aiexa Fluor
488. HEK 2931 cells were centrifuged ente microscope slides
and examined with a Leica ICS-SPl confocai microscope
using a x100 planapochromat objective.

Western blotting and immunoprecipitations

Ceils were trypsinized, washed with cold PBS and sonicated in
400 pI lysis buffer (20 mM Iris, pH 7.5 and 150 mM NaCl)
centaining protease inhibitors (Roche). Foliowing sonication,
100 pi et 5% Triton X-100 was added te the supernatant and
incubated at 4°C for 30 min. Atter centrifugation, supernatants
were harvested and incubated for 2 h with geat anti-mouse

I gG-coated magnetic beads (BioMag; Polysciences,
Warrington. PA) coupled te the appropriate antibody.
Foiiowing washes in lysis buffer, sampies were resuspended
in reducing buffer, boiied and subjected te SDS—PAGE. After
transfer te nylon membranes (Amersham Biosciences,
Quebec, Canada), proteins were biotted with the appropriate



Masking of the lip35 di-arginine motif 1253

HLA-DR Invariant chain Cainexin

Fig. 3. Intraceilular locahzation of class il moiecuies n the presence 0f iip35. Oeils were grown on coverslips for 24—48 h before
permeabilization and simultaneous staining for ciass Il (1SCR3) (a—d), Ii (Pin.1) (c—h) and cainexin (i—i). The secondary antibody used were
goat anti-mouse IgG2b coupied to P8, goat anti-mouse IgGi coupied to Alexa Fluor 488 and goat anti-rabbit coupied to Alexa Fluor 633
respectiveiy. Oeils were anaiyzed by confocal microscopy Shown in (m)—(p) are overlays of ciass U, ii and cainexin staining for the
representative ceils. White boxes indicate the areas shown at higher magnification in (m’) —(p’). Oo-iocalization 0f ciass II and Ii s seen in
yeiiow, whereas co-iocalizafion ot class ii, Ii and cainexin s seen in white. The arrows indicafe vesicies containing class Il and li, but devoid of
cainexin.

are internally controfed as ail stabiy transfected populations
aiways include a proportion of celis becoming resistant to the
selective agent, but which are negative for li expression. This
allows the direct, simuitaneous and unbiased comparison of
class Il surface expression between the ii and 1i subpopula
tions. Thus, in our flow cytometry analyses, any 1ip35-induced
intraceliular retention et class il moiecuies unable to mask the
ERM wouid resuit in a specific decrease of surface HLA-DR
staining for celis in the li quadrants as compared to those in
the 1i quadrants.

The utility of this system for the detection of 1ip35-induced
retention of ciass II moiecules was tested using the control
lip35 S6K,S8H molecule having the two N-terminal phos
phoryiated serine residues substituted for positiveiy charged
amino acids (Fig. 2A). Aithough the precise effect of these
mutations remains to be established, it is clear that these
serine residues are criticai for the li dehvery to the endocytic
pathway (34,39,40). lndeed, a sharp decrease in ciass Il
expression was observed at the surface of li ceils (Fig. 2A).
This intracellular retention by the S6K,S8H mutant confirms the
DR/1ip35 interaction and validates our experimental system for
nonitoring the masking of the ERM.

We then assessed the role of the HLA-DR cytoplasmic tails
on the ER egress of 1ip35. HeLa cet s expressing both
truncated HLA-DR a and F3 chains (DRaTM/F3TM, Fig. lA and
B) were stably transfected with 1ip35. Oeil-surface expression
of ciass li molecuies was monitored by f low cytometry as
above. Figure 2(A) demonstrates that those ceils expressing
ip35 have less surface ciass il molecules as compared to Ii

cets and that the decrease appears proportionai te the level of
Ii expression. However, this reduction in ciass li surface
expression was not observed when co-expressed with 1ip33
(Fig. 2A). The 1ip35-induced down-modulation of truncated
HLA-DR expression was confirmed using different class li
specific antibodies (Fig. 2B and data not shown). lmportantiy,
we ruled out the trivial possibihty that Ii-expressing celis
seiectively iost one or both of the OETM/F3TM chains, precluding
cet-surface expression. Figure 2(0) shows that despite
heterogeneous staining for surface class Il moiecuies, the li
transfected total population of DRaTM/f3TM celis expresses
homogeneous leveis of total ciass Ii molecules.

Due to the lack of HLA-DM in these transfectants, OL1P is not
removed from the class Il molecules. Therefore, the presence
of OLIP at the celi surface reflects the efficient DR/li interaction

Overlay inset
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Fig. 5. 1ip35 LI/ML is flot expressed at the celi surface in the presence cf DROETM!I3TM. (A) HeLa celis expressing homogenous levels cf class
Il molecules were stably transfected wîth the SROEpuro hp35 LIIML cDNA. Expression of surface class Il molecules and li was monitored as in
Fig. 2. (B) HeLa ceils were stably fransfected with the indicated molecules and analyzed by tlow cytometry using BU45 either before (upper
panel) or after permeabilization with saponin (lower panel). (C) Celis were sorted positively (DR1) using CerClip.1 or negatively (DRŒTM/I3TM)
using L243 to obtain a homogenous expression 0f h (data not shown). After lysis in 1% Triton X-100, the DRI3 chain was analyzed by Western
blotting as in Fig. 4 using mAb XD5,117 or the lip35-spec[fic rabbit antiserum (R.lp35N) which recognizes the LIIML Ii mutant. The R.lp35N
antibody was used for this experiment instead of Pin.1 because the latter mAb would flot recognize the LI/ML ii mutant. (D) HeLa oeils were
stably transfected with pREP4 Iip33 or a mock pREP4 vector. Ceil lysates were treated or flot with Endo H and analyzed by Western blotting
using Pin.1. (E) 2931 ceils were stably transfected with the indicated molecules and anaiyzed by flow cytometry using BU45 either before
(upper panel) or after permeabilization with saponin (lower panel).

analyzed by f low cytometry as above. The level of DRŒIM!
131M at the oeil surface sharply decreases UPOfl 00-expression
of 1ip35 Ll/ML, whereas wild-type class Il molecules are flot
affected (Fig. 5A). This result confirms the capacity of 1ip35 to
prevent expression 0f truncated class li molecules. Then, we
stained transfected oeils for the surface expression of 1ip35 LI!
ML molecules. As expected, when expressed in the absence
ot class II molecules, no oeil-surface accumulation of this li
mutant can be detected (Fig. 5B). However, when 1ip35 Ll!ML
was expressed in HeLa DR oeils, a significant ievel of li was
detected at the ceil surface. On the other hand, truncated
DRaTM!13TM did not support cet-surface expression of iip35

/ML, corroborating our previous observations that the

cytoplasmic tails of HLA-DR are required to overcome the
1ip35 ERM (Fig. 5B). Accordingly, in these oeils, the DRI3TM
chain did flot acquire Endo H-resistant sialylated sugars
(Fig. 50, upper panel).

Our biochemicai analysis presented above failed f0 detect
Endo H-resistant sugars on lipS5 in DR oeils (Fig. 4C). One
possibility to explain this resuit is that lip35 is degraded rapidly
after leavng the Golgi and gaining access to the endosomes.
We took advantage of the fact that 1ip35 Ll/ML accumulates at
the oeil surface of DR oeils f0 further characterize the nature
of its glycans. Nonetheless, we could flot deteot Endo H
resistant forms of Ii in DR oeils (Fig. 50, lower panel),
suggesting that upon association with class li molecules in the
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Schaiff et al. have shown that only one ot the two N-Iinked
oarbohydrates on HLA-DR is processed to complex-type
)ligosaccharldes in the presence et li, whereas both are
processed in 1i transtectants (60). Taken together these
resuits demonstrate the reciprocal impact of MHC ciass Il
molecules and Ii, especially p35, on their maturation.

HLA-DR/3 cytosolic toi! is responsible for masking the 1ip35
ERM

In order te determine which cytopiasmic tau of the HLA-DR
heterodimer is invoived in the FA egress of 1ip35, mixed pairs
containing either a truncated x or f3 chain were expressed in
HeLa oeils (see Fig. lA and B). Ceil-surtace expression ot
these truncated molecules in HeLa colis confirmed their
proper foiding and membrane anchering (Fig. lB). As
shown in Fig. 6(A), the expression profile of DRŒTM/f3 in the
presence of 1ip35 was similar to the one observed for 1i oeils.
On the other hand, we observed a markedly decreased cet-
surface expression of DRcx/f3TM in li oeils. These resuits
suggestthatthe DRf3 ohain is required to overoome the li ERM.

The criticai role of the f3 ohain in masking the li ERM was
vahdated by looking at the maturation of ciass li and 1ip35
glycans. Figure 6(B) shows that a signifioant proportion of the
li-associated DATM/j3 ciass Il moiecuies became Endo H
resistant. Coupled te the near complote absence of compiex
sugars on DR/f3TM molecuies, these results further support
the tact that the f3 ohain cytoplasmic tau masks the 1ip35 ERM.

The intracefular iocalization of the truncated moiecuies was
analyzed by contocai miorosoepy. In DRcXTM/f3 oeils, ciass li
molecules co-localized with Up35 or 1ip33 in smaf endosomai!
lysesomai vesioles (Fig. 6C). On the other hand, when the f3
chain oytopiasmic ta! is truncated, DR/f3TM and lip35
molecules co-looalized with the ER marker cainexin and no
punctuated, scattered vesicies couid be observed (Fig. 6C,
o’). Ihis pattern oontrasts with the vesicular co-looahzation
observed between the f3-trunoated ciass Il molecule and
control hp33 (Fig. 6C, p’).

Finally, te deoisively demonstrate that oniy the DRf3
oytoplasmio ta! can mask the R-X-R motif, we tested the
abihty ot trunoated cxf3 combinations to support oeil-surface
expression of 1ip35 Ll/ML. DA and 1ip35 molecules were ce
expressed stabiy in HeLa oeils ortransiently in HEK 2931 oeIls.
As predioted from the above-desoribed experiments using
1ip35, we observed the surface expression et hp35 Ll/ML on
oeils transteoted with DR or DRoTM/f3 but net on those
expressing DRc/f3TM (Fig. 7). These resuits oonolusiveiy
pinpoint the DRf3 oytosoho tau as the key element needed te
overoome the 1ip35 ERM.

Ail c/ass Il isotypes mask the 1ip35 di-arginine motif

In humans, the tamiiy of classioai MHC olass li moiecuies
oomprises three isotypes oailed HLA-DR, -DP and -DO.
Overail, the orystai structures of the extraoellular demains et
OR and DO are very much ahke (61), and DP is likelyte adopta
similar quaternary structure (62). isotypio poiymerphisms are
found in ail regions et the proteins inoluding the cytoplasmio
portions et both the (X and f3 ohains (63). lnterestingly, aileiio
poiymerphisms in DQf3 aliotypes have been desoribed, and
some arise trom the differential spiicing of exen 5 in
DQB1 *0601 1 and DOB1”05031. Ihus, in addition te variations
in their own primary structure, mest DO molecuies are 8 and 2
amine aoids shorter than OR and DP respeotively. Ihis
signifloant poiymorphism prempted us te test the oapaoity et
eaoh isotype te mask the A-X-A motif et 1ip35.

Having demonstrated the utihty et soreening ter oeil-surface
expression et 1ip35 Li/ML (Figs 5 and 7), we turned te transient
transteotions te rapidiy assess the oapaoity et any oiass il
moieouie or mutant te mask the R-X-R motif. Moreover, we
used human HEK 2931 oeils te oircumvent our repeated
inabihty te generate stable HeLa oeils expressing HLA-DO. Ail
three isetypes, in addition te the DRx/f3TM moiecule, were
etfioientiy expressed after 48 h (see legend, Fig. 8A). As
desoribed above, ciass li moleoules laoking the f3 ohain
oytoplasmio tau oouid net support the maturation and sorting
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Fig. 7. 1ip35 Li/ML is net expressed at the oeil surface in the
presence et DR/f3TM. HeLa oeils expressing ciass H meieoules
were stably transfected with pAEP4 hp35 Li!ML. HEK 2931 oeIls
were transientIy co-transfected with the indioated DR moleoules and
with pREP4 hp35 LIIML, and tested after 48 h. Colis were anaiyzed
by fiew oytemetry using BU45 ether before (surface Ii) or atter
permeabihzation with sapenin (total h). The surface:totai li ratios are
shown. The XD5.1l7 mean fluorescent values (MFV) for DR, DR
ŒTM/13, DR a/f3TM expression were 411, 331, 109 in HeLa ceils, and
298, 229, 290 in HEK 2931 oeIls respeohveiy. The MFV ter the
secondary antibody alene was 4 (data net shown).

Fig. 6. The DRf3 ohain cytepiasmic tau s required te overcome the ip35 ER retentien motif. (A) HeLa oeils expressing truncated ciass H
moiecuies were stabiy transfeoted wth pREP4 hp35 and double stained as n Fig. 2(A). independent transfections using SRpuro iip35 gave
similar resuits (data net shown). (B) Unsorted populations shewn in (A) were used. The h was immuneprecipitated from oeil lysates using
BU45. The samples were treated or not with Ende H and anaiyzed by Western blotting using the HLA-DRjI-speoitic mAb (XD5.1l7). Black
arrows depiot preteins containing Ende H-resistant siaho acid. A tilied arrewhead indicates moleoules that have aoquired high mannose or
compiex type oligosaocharides and an open arrow indicates Ende H-sensitive species. (C) Oeils were grown on covershps for 24—48 h before
permeabilization and simuitaneous staining for oiass H (1SCR3) (a—d), h (Puni) (c—h) and cainexin (i—i). The secendary antibodies used were
as in Fig. 3. Oeils were anaiyzed by contocai microscepy. Shown in (m)—(p) are overlays of ciass H, h and cainexin staining for the
representative oeils. White boxes indicates the areas shewn at higher magnifioatien in (m’)—(p’). Co-iocahzation et ciass Il and h s seen in
yeliow, whereas co-iocakzation et ciass li, li and cainexin is seen in white. The arrows peint te vesicies containing ciass il and li but devoid et

ainexin.
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Fig. 9. The DPI3 and DQ3 chain cytoplasmic tails are sufficient to overcome 1ip35 ER retention motif (A) Schematic representation of the
chimeric class Il a and 3 chain combinations expressed in HeLa celis The C-terminal amino acid sequence of the recombinant DRI3 chains s
shown (B) HEK 293T celis transfected with pBUD ip35 and either a mock vector or a combination of chimeric chains, as indicated Oeils
were analyzed by flow cytometry for either surface class Il (XD5 117) or CLIP (CerCLIP 1) A fraction of the transfected oeIls was also
permeabilized with saponin and stained with BU45 Total li expression was monitored by flow cytometry and the subcellular localization of li
was analyzed by confocal microscopy (C) HeLa oeils stably expressing combinations of chimeric DR chains were transfected with pREP4

,,-— 1ip35 Ll/ML and analyzed by tlow cytometry for the surface expression of class II molecules (XD5 117) or li (BU45) OeIls were also
ermeabilized with saponin and stained for Ii using BU45 (total 1ip35 LI/ML) Filled histograms represent the background obtained using the

secondary antibody alone
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