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Résumé 

 

 La présentation antigénique par les molécules de classe II du complexe majeur 

d’histocompatibilité (CMH II) est un mécanisme essentiel au contrôle des pathogènes par le 

système immunitaire. Le CMH II humain existe en trois isotypes, HLA-DP, DQ et DR, tous 

des hétérodimères composés d’une chaîne α et d’une chaîne  β. Le CMH II est entre autres 

exprimé à la surface des cellules présentatrices d’antigènes (APCs) et des cellules épithéliales 

activées et a pour fonction de présenter des peptides d’origine exogène aux lymphocytes T 

CD4+. L’oligomérisation et le trafic intracellulaire du CMH II sont largement facilités par une 

chaperone, la chaîne invariante (Ii). Il s’agit d’une protéine non-polymorphique de type II. 

Après sa biosynthèse dans le réticulum endoplasmique (ER), Ii hétéro- ou homotrimérise, puis 

interagit via sa région CLIP avec le CMH II pour former un complexe αβIi. Le complexe sort 

du ER pour entamer son chemin vers différents compartiments et la surface cellulaire. 

Chez l’homme, quatre isoformes d’Ii sont répertoriées : p33, p35, p41 et p43. Les deux 

isoformes exprimées de manière prédominante, Iip33 et p35, diffèrent par une extension N-

terminale de 16 acides aminés portée par Iip35. Cette extension présente un motif de rétention 

au réticulum endoplasmique (ERM) composé des résidus RXR. Ce motif doit être masqué par 

la chaîne β du CMH II pour permettre au complexe de quitter le ER.  

Notre groupe s’est intéressé au mécanisme du masquage et au mode de sortie du ER 

des complexes αβIi. Nous montrons ici que l’interaction directe, ou en cis, entre la chaîne β du 

CMH II et Iip35 dans une structure αβIi est essentielle pour sa sortie du ER, promouvant la 

formation de structures de haut niveau de complexité. Par ailleurs, nous démontrons que NleA, 

un facteur de virulence bactérien, permet d’altérer le trafic de complexes αβIi comportant 

Iip35. Ce phénotype est médié par l’interaction entre p35 et les sous-unités de COPII. Bref, 

Iip35 joue un rôle central dans la formation des complexes αβIi et leur transport hors du ER. 

Ceci fait d’Iip35 un régulateur clef de la présentation antigénique par le CMH II. 

 

Mots clés : Présentation antigénique, CMH de classe II, chaîne invariante, COPII, NleA, motif 

de rétention au ER, motif RXR  
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Summary 

 

Antigen presentation by the major histocompatibility complex class II molecules (MHCII) is a 

pathway essential to the immune system control over pathogens. There are three MHCII 

isotypes in humans, which are HLA-DP, DQ and DR. These are all heterodimers made of an α 

and a β chain. MHCII is expressed at the cell surface of antigen presenting cells (APCs) and 

activated epithelial cells and its role is mainly to present peptides of exogenous origin to 

CD4+ T lymphocytes. MHCII oligomerization and trafficking are largely favored by its 

chaperone, the invariant chain (Ii). Ii is a non-polymorphic type II protein. It hetero- or 

homotrimerizes right after biosynthesis in the endoplasmic reticulum (ER), and then its CLIP 

region interacts with MCHII to form a αβIi structure. This multimer exits the ER and starts its 

journey towards numerous compartments and the cell surface. 

 Humans have four Ii isoforms: p33, p35, p41 et p43. The two most predominantly 

expressed are Ii p33 and p35. They differ in a N-terminal extension long of 16 amino acids 

that is displayed by Iip35. This extension bears an ER retention motif (ERM) made of the 

RXR residues. The RXR motif must be masked by the MHCII β chain in order for the αβIi 

multimer to exit the ER. 

Our group investigated the masking and ER exit mechanisms of the αβIi structures. 

Here we show that a direct (cis) interaction between the MHCII β chain and Iip35 is essential 

for ER exit, thus promoting the formation of high order αβIi structures. Moreover, we 

demonstrate that the bacterial virulence factor NleA impairs the trafficking of Iip35-containing 

αβIi multimers. This observation is mediated by an interaction between COPII subunits and 

Iip35. Altogether, Iip35 plays a crucial role in the αβIi multimer formation and ER exit. Iip35 

is therefore a key regulator for MHCII antigen presentation. 

 

Keywords : Antigen presentation, MHC class II, Invariant chain, COPII, NleA, ER retention 

motif, RXR motif 
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Chapitre 1. Revue de littérature 

 

1.1 Complexe majeur d’histocompatibilité  

Le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH), dont l’appellation réfère à son rôle 

dans la compatibilité de tissus à des fins de transplantation, est un système présent dans 

l’évolution depuis les vertébrés à mâchoire (1, 2). Le CMH humain, ou système d’antigènes 

leucocytaires humains (HLA), est situé sur le chromosome 6 et a été identifié par Jean 

Dausset; le CMH murin encode les protéines du système H-2 au niveau du chromosome 17 et 

a été découvert par Gorer et Snell (2-5). Les glycoprotéines du CMH peuvent être séparées en 

deux grandes catégories : les classes I et II (3).  

 

1.1.1. CMH de classe I 

Le CMH de classe I (CMH I) est composé de deux glycoprotéines : la chaîne alpha et 

la β2-microglobuline (β2m) (Figure 1-1, p.2). La première est composée de trois domaines dans 

sa région luminale (α1, α2, α3), d’un passage transmembranaire et d’une courte queue 

cytoplasmique. La β2m est une protéine soluble du cytoplasme (6). Les domaines α1 et α2 

forment une cavité appelée niche peptidique, qui est exposée vers le milieu extracellulaire. La 

niche est bordée de chaque côté par une hélice α et son plancher est formé d’une structure en 

feuillets β. Elle peut accueillir de courts peptides de 8-10 acides aminés (aa) (7). Le plancher 

irrégulier de la niche présente six poches jouant un rôle important dans l’affinité du CMH I 

pour un peptide. Les acides aminés N et C-terminaux du peptide se logent dans la première et 

la dernière poche (1, 7). Dans certains cas, de plus longs peptides peuvent interagir avec la 

niche peptidique du CMH I : le peptide forme un renflement (du terme anglais bulge) en son 

centre alors que ses extrémités peuvent toujours s’ancrer dans les poches aux extrémités de la 

niche (7). 
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Figure 1-1. Complexe majeur d’histocompatibilité de classes I et II. Représentation des 

molécules du CMH de classe I et II montrant leur structure en dimère et les cavités 

correspondant à leur niche peptidique respective. Reproduced with permission from [Klein J, 

Sato A. The HLA system. First of two parts. The New England journal of medicine. 

2000;343(10):702-9], Copyright Massachusetts Medical Society. Reproduit avec permission 

de (1). 

 

Il existe plusieurs loci codant pour le CMH I tant chez l’humain (HLA-A, -B et -C) que 

chez la souris (H2-D, -K et –L), donnant lieu à divers isotypes hautement polymorphiques (2, 

8). L’IFN-β et l’IFN-γ régulent l’expression de NLRC5, aussi appelé transactivateur du CMH 

de classe I, qui à son tour induit l’expression du CMH I (9, 10). L’expression du CMH I est 

aussi inductible via l’IFN-α et le TNF-α, et est détectée à des niveaux variables chez tous les 

types cellulaires nucléés (9, 11). 

 

1.1.2. CMH de classe II 

Le CMH de classe II (CMH II) est également composé de deux glycoprotéines (Figure 

1-1, p.2) (12). La chaîne alpha (34kDa) ainsi que la chaîne bêta (28kDa) ont chacun deux 

domaines extracellulaires (α1 et α2; β1 et β2), une région transmembranaire et une courte 
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queue cytoplasmique (1, 3). Les domaines α1 et β1, au sommet de l’hétérodimère αβ, forment 

la niche peptidique du CMH II (13). Celle-ci est bordée par deux hélices α antiparallèles, dont 

l’une appartient à chacune des chaînes (7). Des huit feuillets du plancher de la niche, quatre 

appartiennent à chacune des chaînes (7). Contrairement au CMH I, la niche du CMH II est 

ouverte à ses extrémités; ceci permet d’accommoder de plus longs peptides (13-25aa) pouvant 

dépasser de la niche (1, 7, 14). L’interaction du CMH II avec le peptide est stabilisée par des 

interactions hydrophobes au niveau des poches de la niche et par des ponts hydrogènes entre 

les chaînes latérales des acides aminés, comme dans le cas du CMH I (14). 

 Différents isotypes dits classiques du CMH II sont répertoriés, en l’occurrence HLA-

DP, -DQ et -DR chez l’homme et I-A et -E chez la souris. Les dimères humains HLA-DM et -

DO, de même que les H2-M et H2-O murins, sont plutôt dits non-classiques. Cette 

catégorisation des isotypes de CMH II est relative à leur fonction de présentation (classique) 

ou d’édition du répertoire (non-classique) (2, 15-17).  

 À la différence du CMH I, l’expression physiologique du CMH II est restreinte aux 

cellules présentatrices d’antigènes (APCs), dont les cellules B, monocytes, macrophages, 

cellules dendritiques, ainsi qu’aux cellules épithéliales activées et thymiques (1, 18). L’IFN-γ 

régule la transcription du gène MHC class II transactivator (CIITA), induisant l’expression du 

CMH II (Figure 1-2, p.4) (19). L’expression peut aussi être induite par le TNF-α (11). 
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Figure 1-2. Voie de signalisation menant à la transcription du CMH II. La stimulation des 

APCs et des cellules épithéliales par l’IFN-γ induit une cascade de signalisation qui mène à la 

transcription de CIITA, qui induit l’expression des molécules du CMH de classe II à l’aide de 

facteurs de liaison à l’ADN. Reproduit avec permission de (10). 

 

1.2. Présentation antigénique 

 Les cellules exprimant le CMH I/II à leur surface en sont recouvertes; chaque isotype 

est présent entre 100 000 et 300 000 fois, et chacun porte un peptide (1). La fonction du 

complexe majeur d’histocompatibilité est, d’abord et avant tout, de présenter des peptides 

antigéniques aux lymphocytes T (2, 8). Effectivement, le CMH d’un individu permet 

d’afficher aux lymphocytes T des éléments extrinsèques possiblement d’origine pathogène, ou 

encore des éléments intrinsèques altérés, de sorte que ces lymphocytes T puissent déclencher 

une réponse immunitaire (Figure 1-3, p.5). Ainsi, le CMH peut être vu comme un élément de 

restriction pour la reconnaissance antigénique, d’où le concept de « restriction par le CMH », 

introduit par Zinkernagel et Doherty (2, 20-22). 
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Figure 1-3. Présentation antigénique par le CMH I et le CMH II. Représentation des 

principales étapes menant à la présentation antigénique (A) par le CMH I et (B) par le 

CMH II, de la protéolyse des antigènes à la présentation du peptide aux lymphocytes T. 

Reproduit avec permission de (10). 

 

1.2.1. Présentation par le CMH de classe I 

Des approches expérimentales diversifiées, dont beaucoup faisant appel à la virologie, 

ont permis d’élucider les mécanismes menant à la présentation antigénique par le CMH de 

classe I (6, 23, 24). Après sa biosynthèse dans le réticulum endoplasmique (ER), la chaîne 

lourde (α) s’associe à sa chaperonne, la calnexine, puis entame son repliement et la formation 

des ponts disulfure internes, lui conférant sa conformation (6, 25). Sa dissociation de la 

calnexine permet à la chaîne lourde de lier la β2-microglobuline, de manière à charger des 

peptides (6). Pour ce faire, le CMH I doit se trouver au centre du complexe de liaison du 

peptide (peptide-loading complex), composé des transporteurs protéiques TAP1 et TAP2, des 

chaperonnes calréticuline et tapasine, et de l’enzyme ERp57 (6, 26). Généralement, le CMH I 

présente des peptides endogènes, c’est-à-dire qu’ils proviennent d’éléments présents à 

l’intérieur de la cellule qui sont détruits par le protéasome (Figure 1-3, p.5) (1, 7). 

Incidemment, les transporteurs TAP sont impliqués dans l’importation de ces fragments 

protéiques depuis le cytosol vers le ER (1, 6, 7). Ils peuvent ensuite être apprêtés une nouvelle 
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fois par une aminopeptidase résidente du ER (ER-associated aminopeptidase, ERAAP) (27-

29). L’association entre un dimère de CMH I et un peptide de haute affinité permet la 

dissociation du complexe, la sortie du ER, le passage à travers l’appareil de Golgi et vers la 

membrane plasmique (6). Ainsi, une fois qu’il atteint la surface cellulaire, le CMH I affiche le 

plus souvent des peptides dérivés de protéines intracellulaires, telles des protéines virales (1, 7, 

30), qu’il présente aux lymphocytes T CD8+ (2). Comme le CMH I est présent à la surface de 

toute cellule nucléée, ceci permet aux lymphocytes T CD8+ de cibler et d’attaquer directement 

toute cellule infectée par un pathogène intracellulaire (1). 

 

1.2.2. Présentation par le CMH de classe II 

Le CMH II présente plutôt des peptides d’origine exogène aux lymphocytes T CD4+ 

(1, 2, 7). Les peptides proviennent de la dégradation d’éléments endocytés par les cellules 

présentatrices d’antigènes, donc généralement des pathogènes extracellulaires (1, 8, 30). Après 

la biosynthèse et la dimérisation des chaînes α et β dans le ER, le dimère αβ du CMH II 

transite par l’appareil de Golgi pour se rendre jusqu’au compartiment riche en CMH II (MHC 

class II containing compartment, MIIC,), où il rencontrera son peptide (1, 8). Ce 

compartiment marque l’intersection entre la voie d’importation des antigènes endocytés et la 

voie d’exportation du CMH II vers la surface cellulaire, et contient tous les éléments 

nécessaires à la dégradation des antigènes en peptides pour être chargés sur le CMH II (Figure 

1-3, p.5) (30-32).  

Cette transition du CMH II du ER au MIIC est largement aidée par son association à 

une protéine non-polymorphique : la chaîne invariante (Ii, CD74) (8, 33). Le CMH II 

rencontre et charge un peptide de haute affinité, puis se rend en surface pour que le complexe 

soit reconnu par un lymphocyte T CD4+ qui lui est spécifique (1). L’interaction entre l’APC 

portant le peptide et un lymphocyte T induit chez cette dernière la production de cytokines 

comme l’IL-2, l’IL-4, l’IL-5 ou l’IFN-γ, dont l’action vise à amplifier la réponse immunitaire 

en stimulant la prolifération de lymphocytes T et B, mais également l’activation de 

macrophages, et la différenciation de cellules B (7). 
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1.2.3. Présentation croisée 

Les premières évidences de la présentation de peptides exogènes par le CMH I 

proviennent du groupe de Bevan et al. (34). En effet, le CMH I des APCs peut 

constitutivement porter dans sa niche des peptides exogènes, traditionnellement retrouvés sur 

le CMH II (35, 36). Plusieurs groupes ont exploré les possibilités mécanistiques de la 

présentation croisée durant les années 1990 (35, 37-46). Quelques mécanismes sont 

aujourd’hui suggérés et plus ou moins acceptés : les peptides exogènes peuvent provenir de 

leur injection directe dans le cytosol par un agent infectieux, par exemple un virus ou une 

bactérie; de leur transfert direct entre cellules alors que le CMH I est exprimé en surface 

(cross-dressing); de leur échappement à partir des phagosomes vers le cytosol pour 

dégradation par le protéasome; de leur chargement sur le CMH I dans la voie endosomale; de 

l’autophagie (Figure 1-4, p.8) (36, 47, 48). La présentation croisée par le CMH I est 

particulièrement impliquée dans l’activation de cellules T CD8+ par les APCs en présence 

d’agents infectieux, de cellules tumorales ou de greffon (49-52). 
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Figure 1-4. Origines postulées pour la présentation croisée. Représentation des 

mécanismes actuellement suggérés pour être à l’origine de la présentation par le CMH I de 

peptides traditionnellement portés sur le CMH II. Reproduit avec permission de (36). 

 

1.2.4. Superantigènes 

À la différence des antigènes classiques qui lient le CMH par sa niche et interagissent 

avec plusieurs régions du récepteur des cellules T (TCR), les superantigènes (SAGs) sont des 

antigènes ayant la particularité de stimuler les lymphocytes T par la région variable de la 

chaîne β du TCR (53-57). Alors qu’un seul antigène ne stimule normalement que 0,0001% du 

répertoire de cellules T, un seul superantigène peut en stimuler jusqu’à 20%, justifiant son 

appellation (55, 58, 59). Parmi cette famille, on retrouve des superantigènes « du soi » et 
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« étrangers » (57). Les SAGs dits « du soi » sont d’origine virale, dont ceux encodés par le 

MMTV (mouse mammary tumor virus) chez la souris (60-64). Les SAGs « étrangers » sont 

plutôt d’origine bactérienne, telles des toxines produites par les staphylocoques, notamment 

les SEs (staphylococcal enterotoxins) SEA, B, C1-3, D et E, ou par des streptocoques, comme 

la TSST (toxic shock syndrome toxin) (57, 65-69). 

En plus de stimuler un éventail de cellules T, plusieurs études ont porté sur le site 

d’interaction entre les SAGs et le CMH : comme il se situe à l’extérieur de la niche, un SAG 

peut lier une plus grande variété de dimères de CMH, et la contrainte d’affinité du CMH pour 

son peptide se trouve contournée (55, 70-82). Par ailleurs, l’affinité pour le CMH des SAGs 

varie selon les isotypes et allèles (77, 83). Si le mode et le site d’interaction entre les SAGs 

bactériens et le CMH sont assez bien caractérisés, la réalité est différente pour les 

superantigènes viraux (84, 85). Cette problématique a été explorée récemment par notre 

groupe : il s’avère que le SAG MMTV7 s’attache à l’extérieur de la niche comme les SAGs 

bactériens, en plus d’avoir la particularité de lier à la fois la chaîne α d’un dimère de CMH II 

et la chaîne β d’un second, reliant les dimères ensemble (cross-link) (Annexe 1) (86). La 

présentation des SAGs induit la prolifération des lymphocytes et la production de cytokines : 

incidemment, une partie des lymphocytes meurt, alors que l’autre entre en état d’anergie (55). 

 

1.3. Chaîne invariante 

Détectée pour la première fois en 1979 par le groupe de Jones et al. (87), la chaîne 

invariante est une glycoprotéine non-polymorphique de type II qui, lorsqu’associée au CMH II 

sous forme αβIi, contribue considérablement au trafic et à la protection du CMH II chez les 

APCs (1, 7, 8, 88). Elle est encodée sur le chromosome 5 de l’homme, et sur le chromosome 

18 de la souris (4, 89). Son expression est régulée par l’IFN-γ et par le TNF-α, comme celle du 

CMH II (11, 19, 90). 
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1.3.1. Isoformes de la chaîne invariante 

Plusieurs isoformes sont connues pour la chaîne invariante. Chez la souris, on trouve 

p31 et p41; ces deux formes, nommées d’après leur poids moléculaire respectif sur SDS-

PAGE, diffèrent par la présence d’un exon supplémentaire (6b) dans la région luminale de p41 

(91). L’homme possède deux isoformes de plus, soit p35 et p43, qui portent une extension de 

16 acides aminés dans leur portion cytosolique, les différenciant de p33 (homologue de p31 

murin) et p41, respectivement (Figure 1-5, p.10) (88, 91, 92). Parmi les quatre isoformes 

humaines, p33 et p35 sont exprimées de manière prédominante, c’est-à-dire jusqu’à dix fois 

plus que p41/p43 (92, 93). Iip35 représente environ 20% du pool d’Ii (94). L’exon 6b (64 

acides aminés) présent chez les isoformes p41 et p43 code pour un domaine riche en cystéines 

présentant une forte homologie avec la thyroglobuline (thyroglobulin-like domain) (91, 93, 

95). Tous ces variants d’Ii sont encodés par le même gène; ils sont le produit d’épissage 

alternatif de l’ARN, suivi de l’initiation de la traduction à l’un ou l’autre des codons initiateurs 

sur le brin d’ARNm (7, 88, 91, 95). 

 

 

Figure 1-5. Isoformes de la chaîne invariante. Représentation schématisée des domaines 

d’intérêt, motifs de signalisation et sites de modification post-traductionnelle des quatre 

isoformes de la chaîne invariante humaine. 
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1.3.2. Motifs de localisation 

La queue cytoplasmique de la chaîne invariante présente différents motifs régulant ses 

déplacements entre les différentes organelles (Figure 1-6, p.11). En tronquant complètement la 

région cytoplasmique d’Ii, elle se dirige à la surface cellulaire au lieu des divers 

compartiments normalement visés, induisant un défaut dans la présentation antigénique (25). 

En plus du poids moléculaire, ces motifs sont un outil discriminant pour les différentes 

isoformes d’Ii (92, 96). 

 

 

Figure 1-6. Queue cytoplasmique de l’isoforme p35 d’Ii. Représentation des résidus, motifs 

et sites déterminants de la queue cytoplasmique d’Iip35 dans sa caractérisation fonctionnelle 

par rapport à Iip33 

 

1.3.2.1. Motif di-arginine 

En l’absence de CMH II, les isoformes p35 et p43 de la chaîne invariante demeurent 

dans le réticulum endoplasmique (88, 93). Des études menées chez Peter Cresswell ont montré 

que les isoformes p33/p41, exprimées seules, parviennent à quitter le ER pour rejoindre un 

compartiment endosomal qui colocalise avec des peptides du virus de l’influenza (92, 93). La 

coexpression de p35/p43 abroge ce phénotype et la chaîne invariante demeure emprisonnée 

dans le réticulum endoplasmique (92, 93). Ainsi, l’extension de 16 acides aminés de p35 et 
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p43 comporte un signal fort de rétention au réticulum endoplasmique, absent chez p33 et p41 

(Figure 1-6, p.11) (92). 

Il s’agit d’un motif de rétention au réticulum endoplasmique (ERM) di-basique de type 

RXR (97). Si la chaîne invariante a été la première protéine chez laquelle ce motif a été 

identifié, il est maintenant répertorié dans d’autres complexes, comme les sous-unités Kir6.1/2 

et SUR1/2 des canaux de potassium dépendants de l’ATP (KATP), le récepteur de 

neurotransmetteur GABAB et le récepteur du glutamate NMDA (97). 

 

1.3.2.2. Motif di-leucine 

Le motif di-leucine est présent au niveau de la queue cytoplasmique de toutes les 

isoformes de la chaîne invariante (96, 98). Il s’agit en fait de deux motifs distincts – le premier 

Leu7 Ile8 et le second Pro15 Met16 Leu17 – permettant la localisation aux endosomes (Figure 

1-5, p.10) (99, 100). Lorsque les deux motifs sont intacts chez un homotrimère p33/p41, il 

semblerait que celui-ci contourne l’appareil de Golgi pour se rendre aux endosomes précoces; 

lorsque seul le deuxième motif est intact, des preuves du passage par le Golgi sont détectables 

via la glycosylation d’Ii (section 1.3.3.2) (33, 96). En abrogeant les deux motifs, la chaîne 

invariante est dirigée vers la surface cellulaire (96, 101). La substitution des résidus leucine 

pour des alanines permet l’inactivation du motif (102). Une étude complémentaire d’Arneson 

et al. démontre que les motifs de deux chaînes sur trois dans le trimère d’Ii doivent être intacts 

pour diriger correctement le complexe (103). 

De plus, la localisation aux endosomes en vertu du motif di-leucine est indépendante 

de l’interaction avec le CMH de classe II, tel que la chaîne invariante est détectable dans le 

ER, le Golgi et les endosomes dans des cellules n’exprimant pas le CMH II (101). 

Considérant l’existence possible d’une voie alternative directe entre le ER et les endo-

lysosomes, le groupe de Lotteau et al. souligne la pertinence de mieux caractériser les chemins 

empruntés par les différentes formes d’Ii en sortant du ER (96, 104, 105). 
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1.3.3. Modifications post-traductionnelles 

Un autre outil discriminant dans l’étude des isoformes d’Ii est la gamme de 

modifications post-traductionnelles dont la chaîne invariante fait l’objet (Figure 1-5, p.10). 

Ces modifications sont essentielles au repliement, à l’appariement et au trafic approprié des 

complexes αβIi chez les APCs (106, 107). Elles sont également utiles dans le but de traquer la 

maturation d’Ii dans des études fondamentales sur la présentation antigénique (93, 106). 

 

1.3.3.1. Phosphorylation 

Des résidus phosphorylables ont été identifiés pour la première fois chez la chaîne 

invariante en 1989 (108). En plus de leur motif de rétention au ER, les isoformes p35 et p43 

présentent également un motif phospho-sérine dans leur extension, les distinguant encore de 

p33 et p41 : Anderson et al. ont identifié les Ser6 et Ser8 de l’extension comme étant les 

résidus déterminants (Figure 1-6, p.11) (107). Ces deux sérines jouent sur le passage du 

complexe αβIi à travers le Golgi; par l’utilisation de staurosporine, un inhibiteur de 

sérine/thréonine kinase, il a été exposé que les complexes n’atteignaient pas les endosomes 

(107). Il s’avère que la phosphorylation par PKC (protéine kinase C, une sérine/théronine 

kinase) des résidus sérine, surtout celle de la Ser8, est nécessaire pour la sortie du ER des 

complexes contenant p35 (94, 109). Cette idée est renforcée par la sialylation faible ou nulle 

chez des variants portant des mutations ponctuelles aux résidus sérine (94, 109). Le rôle des 

résidus phosphorylables sera plus longuement discuté à la section 1.5.2.2.1. 

L’isoforme p33 peut également être phosphorylée au niveau de sa Ser9, mais 

seulement chez la forme sialylée, impliquant que la phosphorylation de p33 survient dans le 

trans Golgi ou ultérieurement (107). Ainsi, la Ser9 phosphorylée ne constitue pas un motif de 

localisation au même titre que les sérines de l’extension de p35/p43 (107).  
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1.3.3.2. Glycosylation 

Ii, comme le CMH II, acquiert des sucres à la suite de sa biosynthèse dans le ER. Des 

phénomènes de N- et de O-glycosylation ont été répertoriés tant chez la protéine murine 

qu’humaine (12, 88, 110). Ces sucres subissent une maturation au cours de la progression à 

travers le Golgi. L’endo-β-N-acétylglucosaminidase H, ou Endo H, est une enzyme clivant les 

sucres N-glycosylés; la maturation à travers le Golgi permet d’atteindre un état de résistance à 

l’Endo H (93, 111). Les isoformes p33 et p41, exprimées seules, deviennent résistantes à 

l’Endo H, alors qu’elles demeurent sensibles lorsque coexprimées avec p35/p43 (93). Les 

isoformes p33/p35 comportent deux sites de N’-glycosylation (Asn113 et Asn119 de p33); la 

région supplémentaire de p41/p43 comporte deux sites additionnels, pour un total de quatre 

chez ces deux isoformes (Figure 1-5, p.10) (7, 112).  

 

1.3.3.3. Acylation 

Il a également été montré chez la souris que la chaîne invariante est acylée avant sa 

progression vers le Golgi, tel que l’administration de cérulénine, un inhibiteur de 

l’incorporation d’acide gras, prévient la maturation des sucres (106). L’incorporation d’acide 

palmitique au niveau de la Cys28 préviendrait la formation de ponts disulfure dans la région 

transmembranaire d’Ii, et participerait ainsi à l’atteinte d’une conformation optimale (Figure 

1-5, p.10) (106, 113). La sialylation de la chaîne invariante humaine est également détectée 

chez p33/p41 après passage par le compartiment trans Golgi (93, 106). 

 

1.3.3.4. Sulfatation 

Par l’emploi de cellules primaires d’amygdales humaines et de sulfate radioactif, le 

groupe de Sant et al. a pu démontrer que la chaîne invariante, de même que le CMH II, a la 

capacité d’incorporer des groupements sulfates (114). Corroborant ces observations, Miller et 

al. ont pu identifier la Ser201 d’Ii murin (Ser202 chez l’humain) comme étant le site 

d’incorporation de glycosaminoglycane (GAG) de type chondroïtine sulfate, autant chez 
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l’homme que la souris (110). Le GAG s’attache à un sucre O-glycosylé sur ce résidu sérine 

(Figure 1-5, p.10) (110). 

 

1.4. Complexe αβIi 

Après leur biosynthèse dans le réticulum endoplasmique, moins de 10 minutes sont 

requises pour que trois chaînes invariantes s’associent en un trimère grâce à la région entre les 

acides aminés 163-183 de leur portion luminale (Figure 1-5, p.10) (88, 115). La région 

transmembranaire est également impliquée dans l’association des trois chaînes (116). Il peut 

s’agir d’homotrimères (trois chaînes de même isoforme) comme d’hétérotrimères (chaînes 

d’isoformes diverses) (92, 93). Bertolino et al. ont démontré en 1995 que la trimérisation est 

essentielle à la fonction d’Ii, tel que la présentation antigénique se trouve altérée lorsque le site 

de trimérisation est tronqué (117). Les trimères contenant l’isoforme p35 demeurent dans le 

ER et retiennent p33 jusqu’à l’association au CMH II (92, 111). Le même principe s’applique 

aux complexes contenant les isoformes p41 et p43 (93). Le groupe de Lamb et al. propose 

qu’un trimère d’Ii dépourvu de CMH II, qu’il contienne ou non une chaîne p35, n’aurait pas 

une conformation optimale pour sortir du ER; ceci expliquerait le fait que la sortie d’un 

homotrimère de p33 soit ralentie par rapport à celle du même trimère portant du CMH II, et 

ce, malgré l’absence de motif de rétention (92).  

Par ailleurs, la région supplémentaire contenant cinq cystéines des isoformes p41/p43 

semble affecter le transport de la chaîne invariante. L’utilisation d’agents réducteurs comme le 

DTT (dithiothréitol) nuit à la formation de ponts disulfure et a pour effet de prévenir la sortie 

du réticulum endoplasmique de p41, tel que détecté par leur sensibilité à l’Endo H (93). 

L’isoforme p33, qui ne contient pas de cystéine dans sa portion luminale, ne se trouve pas 

affectée par la présence de DTT et traverse le Golgi, comme en témoigne sa résistance à 

l’Endo H (93). Ceci semblerait indiquer un rôle de l’exon 6b dans l’adoption d’une 

conformation promouvant la sortie du ER des complexes contenant p41/p43 (93). 
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Plusieurs groupes soulèvent également la question du masquage du motif de rétention 

au ER médié par l’association avec le CMH II, soit par encombrement stérique ou par 

induction d’un changement conformationnel (12, 92, 93, 96, 111). Cette question a été 

partiellement abordée dans notre laboratoire par Khalil et al. (118). À l’aide d’un système 

utilisant des chaînes α ou β tronquées au niveau de leur portion cytosolique, notre groupe a pu 

démontrer que la queue cytoplasmique de la chaîne β du CMH II est responsable du masquage 

(118). De surcroît, une queue longue de seulement trois acides aminés suffit à réaliser ce 

masquage du ERM de p35 (118). Néanmoins, le mécanisme permettant à la chaîne β 

d’effectuer le masquage demeure inconnu. 

 

1.4.1. Stœchiométrie du complexe αβIi 

Après la biosynthèse des chaînes α et β au niveau du réticulum endoplasmique, elles 

s’associent à un trimère préformé d’Ii pour former des structures de haute complexité (92). 

Quelques évidences montrent que la chaîne α serait la première à s’apparier à la chaîne 

invariante (119). L’association avec la calnexine, une protéine résidente du ER également 

impliquée dans l’appariement du CMH I, pourrait stabiliser le complexe αβIi durant sa 

formation (25, 120, 121). Selon le nombre de dimères de CMH II liés séquentiellement, on 

parle de structures en pentamère αβIi3, en heptamère (αβ)2Ii3, ou en nonamère (αβ)3Ii3 

(complexe saturé) (92, 122). L’association, stabilisée par des ponts hydrogène, s’effectue entre 

la niche peptidique du CMH II et la région CLIP (class II-associated invariant chain derived 

peptide, acides aminés Leu81-Met104) de la chaîne invariante (115, 123, 124). La 

cristallisation du complexe HLA-DR3-CLIP par le groupe de Ghosh et al. a permis de 

remarquer la ressemblance frappante dans l’interaction de la niche avec CLIP versus son 

interaction avec un peptide antigénique dérivé de l’hémagglutinine (HA) du virus de 

l’influenza (124). 

 La stabilité de l’association du CMH II avec Ii peut varier selon les allèles et isotypes, 

compte tenu des variations dans la séquence (125). Par contre, plusieurs autres régions d’Ii, en 

C’ (acides aminés 81-89) et en N’ (acides aminés 101-110) du CLIP, sont suggérées pour 

stabiliser cette association, en plus de sites sur le CMH de classe II qui contribueraient à 
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l’interaction (126-131). En l’occurrence, dans un système où un peptide est lié de façon 

covalente au CMH II, Wilson et al. ont rapporté une interaction résiduelle avec la chaîne 

invariante, malgré l’occupation de la niche (132).  

 Il a été proposé en 1982 par de Kretser et al. que des isotypes différents de CMH II 

puissent se trouver montés sur le même trimère d’Ii (133). Effectivement, ce groupe a observé 

dans des lignées de cellules B transformées par le virus Epstein-Barr (EBV) que des dimères 

de HLA-DQ pouvaient être co-immunoprécipités avec HLA-DR (133). Cette observation 

corrobore les résultats de migration sur gel du groupe de Peter Cresswell, rapportant 

l’existence de structures correspondant en poids moléculaire à une structure nonamérique 

(122). Par contre, un groupe allemand a récemment mis de l’avant des résultats défiant ces 

conventions, démontrant que des dimères de HLA-DP, -DQ et -DR ne pouvaient être isolés 

sur un même trimère de chaînes invariantes (134). Pour justifier l’inexistence d’heptamères et 

de nonamères, ce groupe suggère qu’il y a induction d’un changement conformationnel de la 

région CLIP à cause de l’association avec le CMH II (134). Devant cette contradiction, notre 

groupe a dernièrement démontré à l’aide d’un système de transfection en lignée HEK293T que 

plusieurs formes distinctes de HLA-DR peuvent se trouver montées sur un même trimère d’Ii; 

nos résultats vont donc à l’encontre de cette théorie suggérée par le groupe de Norbert Koch, 

mais corroborent les résultats originaux obtenus par les groupes de de Kretser et de Roche 

(Annexe 2) (122, 133-135). 

 

1.4.2. Transport et maturation des complexes αβIi 

À la suite de son assemblage, le complexe αβIi néoformé doit entamer sa progression à 

travers les différentes organelles pour maturer et, ultimement, remplir sa fonction dans la 

présentation antigénique (Figure 1-7, p.18). 
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Figure 1-7. Trafic intracellulaire du CMH II et d’Ii menant à la présentation 

antigénique. Représentation des étapes franchies par le complexe αβIi pentamérique, HLA-

DM et HLA-DO depuis leur biosynthèse et leur oligomérisation jusqu’à la présentation du 

peptide par le CMH II au lymphocyte T CD4+. 
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1.4.2.1. Sortie du ER par le complexe αβIi 

La sortie du réticulum endoplasmique des complexes αβIi dépend largement des motifs 

de localisation des isoformes dont est composé ce complexe. Effectivement, les complexes 

contenant uniquement de p33/p41 sortent plus rapidement du ER en raison de l’absence 

d’ERM; inversement, ceux contenant p35/p43 requièrent le masquage du motif pour 

progresser dans la cellule (92, 93). Tel que mentionné plus haut, la chaîne β du CMH II permet 

le masquage de ce motif (118). Un complexe αβIi dont tous les ERM sont masqués 

correctement et ne permettant pas l’association aux composantes du système COP I progresse 

à travers le Golgi, tel que démontré par la maturation des sucres. Alternativement, le complexe 

peut passer du ER vers la surface cellulaire, puis être rapidement endocyté (33, 136). Les 

phénomènes de rétention et de sortie seront expliqués de façon exhaustive à la section 1.5. 

Dans tous les cas, qu’il vienne du Golgi ou de la surface, le complexe αβIi passe ensuite aux 

endosomes (Figure 1-7, p.18) (33). 

 

1.4.2.2. Dégradation du complexe αβIi 

D’abord dirigés vers les endosomes précoces, les complexes αβIi s’accumulent, puis Ii 

altère la physiologie du compartiment : l’endosome riche en Ii augmente en taille et s’acidifie 

(33, 93). Ce compartiment, le MIIC, a été scrupuleusement caractérisé chez les lymphocytes 

B, les cellules dendritiques et les macrophages durant les années 1990 par plusieurs groupes 

néerlandais (31, 32, 137-140). Il a été démontré que le MIIC marque l’intersection entre la 

voie de biosynthèse des protéines et la voie endocytaire (31). Par microscopie électronique, la 

morphologie et la nature du MIIC ont également été étudiées, permettant de comprendre qu’il 

s’agit d’un compartiment présentant un grand réseau membranaire, dérivé d’un endosome 

précoce, et se rapprochant du lysosome (32). Le MIIC est aussi connu sous les noms de MLB 

(multilamellar body) ou MVB (multivesicular body), en référence à sa morphologie et selon 

son stade de maturation (139). Son diamètre est situé entre 200 et 300nm, et il est présent en 

environ sept exemplaires par cellule (32). Peters et al. ont également confirmé que le CMH II 

parvient au MIIC par la voie de biosynthèse, plutôt que par l’endocytose de complexes 

exprimés en surface (32). 
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Le MIIC regroupe plusieurs conditions essentielles à la dégradation du complexe αβIi 

(32). Dans des expériences utilisant le virus de l’influenza, l’atteinte d’une conformation pH-

dépendante par l’hémagglutinine virale a démontré qu’il s’agissait d’un compartiment de pH 

acide (111). Par contre, l’usage de chloroquine sur des cellules de lignée de lymphocytes B 

cancéreux (B-LCL) a montré que l’acidification du MIIC est nécessaire, mais non suffisante à 

la dissociation d’Ii du dimère de CMH II; le fait d’abaisser le pH en-deçà 5,0 in vitro ne 

permet pas cette dissociation (141). Les enzymes protéolytiques contenues dans le MIIC 

jouent un rôle prépondérant dans la dégradation séquentielle de la chaîne invariante (Figure 1-

8, p.21) (30). D’abord, la cathepsine D permet la dégradation d’Ii en LIP (leupeptin-induced 

protein, p22) (33, 141, 142). À ce stade de protéolyse, LIP est encore sous forme de trimère 

(143). Puis, la digestion des complexes par la cathepsine B, et potentiellement d’autres 

protéases, permet la perte de la portion en C’ du CLIP, comprenant le domaine de 

trimérisation, pour obtenir une forme d’Ii appelée p10 (7, 142). La cathepsine S clive en N’ de 

CLIP, isolant cette fraction dans la niche peptidique (142). Le fragment représentant les acides 

aminés 1-42 de p33, de son côté, a le potentiel d’activer la voie de signalisation NFκB, 

notamment pour activer les cellules B (142, 144, 145).  
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Figure 1-8. Séquence de protéolyse d’Ii. Représentation séquentielle des produits 

catalytiques issus de la dégradation d’Ii par des protéases dans le MIIC. Reproduit avec 

permission de (144). 

 

1.4.2.3. Échange de peptide 

C’est également au niveau du MIIC que les protéines non-classiques jouent leur rôle 

(146). Un dimère de HLA-DM, indépendamment de la chaîne invariante, s’associe à un 

dimère de HLA-DO dans le ER après sa biosynthèse (Figure 1-7, p.18) (16, 147). Par cette 

association, HLA-DO inhibe la fonction de DM (16). Grâce à un motif de signalisation présent 

sur la queue cytoplasmique de DMβ, ils transitent vers le MIIC où ils s’accumulent (147-149). 

Ultimement, la dissociation des deux dimères et le pH acide du MIIC permettent à HLA-DM 

de s’associer à un dimère de CMH II classique pour catalyser l’échange de CLIP contre un 

peptide de haute affinité (15, 16, 148, 150-152). En l’absence de DM, des complexes CMH II-

CLIP s’accumulent, marquant l’importance de DM dans l’échange de peptide (146). 
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1.4.3. Fonctions d’Ii reliées au CMH de classe II classique 

Dès sa découverte, plusieurs fonctions ont été postulées pour la chaîne invariante par 

rapport à la présentation antigénique (12). À la fin des années 1980, ces rôles ont commencé à 

se préciser (153). Par des études de morphologie dans des lignées cancéreuses de cellules B 

humaines, le groupe de Guagliardi et al. a pu corroborer quelques unes de ces hypothèses 

fondamentales, reprises jusqu’à aujourd’hui : les rôles de chaperon, de protecteur de la niche 

et de guide (30, 154). 

 

1.4.3.1. Rôle de chaperon 

Il est connu que le squelette formé par le trimère d’Ii dans le réticulum endoplasmique 

favorise le repliement approprié des chaînes α et β autour du CLIP (123, 155). Effectivement, 

des phénomènes de mésappariement, de mauvais repliement et d’immaturité (sensibilité à 

l’Endo H) des dimères de CMH II sont observables en l’absence d’Ii (155, 156). Cette 

assistance procurée par Ii est importante, considérant que des protéines mal repliées ou 

incorrectement appariées dans le ER tendent à être retenues et dégradées (88, 120, 155). Le 

groupe de Schaiff et al. a d’ailleurs montré l’association du CMH II, en absence de la chaîne 

invariante, avec des marqueurs de stress résidents du ER, comme GRP94 et ERp72 (156). Les 

dimères échappant néanmoins à la dégradation dans le ER peuvent atteindre la surface 

cellulaire et sont connus pour être limités dans leur fonction de présentation (4, 157, 158). 

L’excès d’Ii dans les cellules exprimant le CMH II permet d’éviter cette dégradation; des 

trimères disponibles demeurent dans le ER jusqu’à association avec les chaînes α et β du 

CMH II (88). 

 

1.4.3.2. Rôle de protecteur de la niche peptidique 

 Les premières évidences expérimentales de la protection de la niche par la chaîne 

invariante proviennent de Roche et Cresswell en 1990; ils ont montré qu’Ii obstruait la niche, 

ou du moins empêchait l’association d’un peptide du virus de l’influenza avec la niche 

peptidique du CMH II (159). Ceci a été corroboré par le groupe de Teyton et al, qui indique 
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que la chaîne invariante prévient la liaison de peptides endogènes (160). En outre, dans le cas 

d’une structure de haute complexité comme un nonamère, il a été suggéré que ce soit la 

conformation générale du multimère qui empêche l’appariement d’un peptide dans la niche 

peptidique (122). Ultérieurement, la dissociation d’Ii permet au CMH II d’interagir avec le 

même peptide viral (8). Par l’élution et le séquençage de peptides contenus dans la niche 

peptidique de HLA-DR chez des cellules de lignée B-LCL, il a également été montré que le 

seul peptide élué est la séquence des acides aminés 81-105 de la chaîne invariante; Ii prévient 

donc la liaison de peptides par la niche (161). De surcroît, Bijlmakers et al. ont exposé que le 

CMH II ne fait pas la différence entre des peptides endogènes ou exogènes en l’absence d’Ii, 

suggérant que la chaîne invariante prévient la capture de peptides dans le réticulum 

endoplasmique (162). Effectivement, les travaux de Long et al. confirment que la présence d’Ii 

empêche la présentation aux lymphocytes T CD4+ d’un peptide cytosolique de l’influenza, 

mais permet celle d’un peptide exogène du même virus, attestant que la chaîne invariante 

empêche la liaison de peptides dans le ER, au profit des peptides du MIIC (163).  

 

1.4.3.3. Rôle de guide  

 Bien que son association à la chaîne invariante ne soit pas nécessaire pour que le 

CMH II atteigne la surface, sa localisation cellulaire se trouve largement affectée lorsqu’il est 

complexé à un trimère d’Ii (96, 111). Grâce aux multiples motifs de localisation contenus tout 

au long de la queue cytoplasmique d’Ii (Figure 1-6, p.11), le trimère peut agir comme guide 

pour le CMH II à travers les différents compartiments cellulaires et contribuer à le diriger 

jusqu’au MIIC pour rencontrer son peptide. Pour preuve, les travaux de Lotteau et al. montrent 

que le patron de glycosylation du CMH II est identique à celui du squelette d’Ii auquel il est 

associé, et que ce patron dépend directement des motifs de localisation présents au niveau de 

la queue cytoplasmique d’Ii (96). Par ailleurs, dans des cellules n’exprimant pas Ii, le patron 

de glycosylation des dimères de CMH II qui évitent la dégradation dans le ER est aberrant 

(155). D’autres travaux par Roche et al. exposent que des complexes pour lesquels la queue 

cytoplasmique d’Ii est tronquée s’accumulent en surface et, ultimement, peu de dimères de 
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CMH II parviennent à présenter des peptides antigéniques (25). Ainsi, c’est bien la chaîne 

invariante qui régule les déplacements des complexes αβIi d’un compartiment à l’autre (96).  

 

1.5. Trafic intracellulaire 

Le chemin classiquement emprunté par une protéine dans la cellule implique la sortie du 

ER, l’accès à l’appareil de Golgi, puis le tri dans le réseau trans Golgi (TGN) pour être 

envoyée vers le compartiment approprié (Figure 1-9, p.25) (164). Pour passer d’un 

compartiment à l’autre dans la cellule, une protéine ou un complexe protéique peut emprunter 

les vésicules formées par les protéines de manteau (coat proteins, COP) (164-166). Ces COP 

sont recrutées depuis le cytosol pour polymériser et former un bourgeon à la surface d’une 

organelle spécifique (164, 166, 167). Le bourgeon forme une vésicule en se détachant, puis 

transporte le cargo vers une autre organelle également spécifique, où il y a fusion des 

membranes et libération du cargo (164, 166, 168). Chaque système COP emprunte un trajet et 

sélectionne un cargo qui lui est particulier (164, 166, 168, 169). Chacun de ces types 

vésiculaires distincts est nommé d’après le système COP qui le constitue (166). À titre 

d’exemple, les vésicules de type COPII sont constituées de protéines du système COPII. 

L’assemblage des vésicules COP nécessite également l’action de GTPases de la famille ARF 

(ADP-ribosylation factor) (166).  

Le principe de directionnalité du transport vésiculaire, mis de l’avant par Söllner et al., 

dépend de protéines appelées SNAREs (Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor 

attachment-protein receptors); la spécificité entre les SNAREs à la surface des vésicules (v-

SNAREs) pour ceux du compartiment ciblé (t-SNAREs) permet l’attachement par la 

formation d’un complexe trans-SNARE et la fusion d’une vésicule avec son organelle cible 

formant un complexe cis-SNARE (170-172). Deux types vésiculaires différents interviennent 

entre le ER et le Golgi : COPI et II (173). Cette région de la cellule est hautement dynamique, 

plastique, tubulaire et connue sous plusieurs appellations; pour la suite, elle sera appelée 

ERGIC (ER-Golgi intermediate compartment) (164). Le transport entre le ER et le Golgi est 

facilité par un réseau de microtubules qui supporte le mouvement des différentes vésicules 
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entre les compartiments (174). D’autres types de vésicules de transport existent dans la cellule, 

notamment les vésicules recouvertes de clathrine, qui transitent plutôt entre le réseau trans 

Golgi, les endosomes et la surface cellulaire (Figure 1-9, p.25) (164, 175-177). 

 

 

Figure 1-9. Principaux systèmes de transport vésiculaire. Représentation des circuits 

intracellulaires couverts par les trois principaux types vésiculaires associés à la voie 

endosomale et à la voie de sécrétion. Reproduit avec permission de (178). 

 

1.5.1. Vésicules COPII 

Il est postulé que le tiers des protéines produites au niveau du réticulum endoplasmique 

chez les mammifères doit être exporté; pour y parvenir, le système de vésicules COP de type 

II (COPII) est largement impliqué (179). Il a été identifié et caractérisé chez la levure dans les 

années 1980 en grande partie par l’équipe de Randy Schekman, puis chez l’humain dans les 

années 1990 (180-187). Ces vésicules prennent naissance à des sites d’export (ER exit sites, 

ERES) au niveau de la région transitionnelle du réticulum endoplasmique (transitionnal ER, 

tER), qui est dépourvue de ribosome et fait face à l’appareil de Golgi, et ont pour destination 
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le ERGIC ou l’appareil de Golgi (Figure 1-10, p.26) (166, 179, 188-190). Les cargos 

transportés sont très diversifiés par rapport à leur topologie, leur taille, leur état d’agrégation et 

leur destination (179). 

 

Figure 1-10. Séquence événementielle du transport vésiculaire par COPI et COPII.  

Représentation des composés impliqués dans chaque phase du transport des vésicules COPI et 

COPII entre le réticulum endoplasmique et l’appareil de Golgi. Reprinted by permission from 

Macmillan Publishers Ltd: [Nature Reviews Molecular Cell Biology] (Brandizzi F, Barlowe 

C. Organization of the ER-Golgi interface for membrane traffic control. Nat Rev Mol Cell 

Biol. 2013;14(6):382-92.), copyright (2013). Reproduit avec permission de (179). 

 

1.5.1.1. Composantes et assemblage des vésicules COPII 

Pour donner naissance à une vésicule, séquentiellement, la protéine résidente du ER 

Sec16 est localisée au ERES du tER afin d’organiser l’assemblage en recrutant différentes 

sous-unités (187, 191, 192). Le premier acteur, Sec12, induit le passage de la forme GDP à la 

forme GTP chez la protéine G de la famille ARF nommée Sar1, lui permettant de s’ancrer à la 
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membrane du tER via la libération de son extrémité N’-terminale (165, 166). L’activation de 

Sar1 induit une légère courbure dans la membrane du ER et le recrutement subséquent des 

composantes des vésicules COPII (Figure 1-11, p.28) (166, 192).  

D’abord, l’hétérodimère de Sec23 et Sec24 (Sec23/24) s’associe à Sar1 sur la face 

formant l’intérieur de la vésicule pour former une structure en nœud-papillon (166, 167, 193). 

L’appellation Sec fait référence à l’indentification initiale de ces protéines dans des groupes de 

complémentation de mutants de sécrétion chez Saccharomyces cerevisiae (180). La nature 

concave de l’hétérodimère pourrait contribuer à déformer la membrane (192). Le complexe 

Sec23/24-Sar1 peut recruter les molécules formant le cargo, mais également des récepteurs du 

cargo et des SNAREs individuels – Bet1p, Bos1p, Sec22p, Sed5p – exposant leur motif de 

sélection; cette structure est un pré-bourgeon (pre-budding complex) (166, 172, 192).  

L’hétérodimère Sec13/31 permet par la suite de déformer suffisamment la membrane 

du tER pour détacher le bourgeon de l’organelle et former une vésicule (166). La sous-unité 

Sec23, grâce à un résidu arginine conservé, et Sec13/31 peuvent catalyser l’activité GTPase de 

Sar1, de manière à hydrolyser GTP en GDP et induire la dissociation du bourgeon ou de la 

vésicule (165, 166). Il est estimé que l’action de Sar1 conjointement à celle de Sec23 met 30 

secondes à hydrolyser GTP, et que la réaction est dix fois plus rapide en présence de Sec31 

(165). La capacité intrinsèque du complexe à induire sa propre dissociation implique une 

fenêtre de temps restreinte pour l’assemblage de la vésicule, justifiant l’importance du rôle 

stabilisateur de Sec12 (166). Le bourgeonnement des vésicules COPII peut ainsi être visualisé 

comme un processus dynamique (166). Il est généralement accepté que le cargo ait un rôle à 

jouer dans la stabilisation de l’assemblage de la vésicule, en plus d’en moduler la forme, et 

potentiellement d’attirer les composantes aux ERES (179). 
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Figure 1-11. Transport de cargo par les vésicules COPII. (A) L’assemblage de la vésicule 

et la sélection du cargo sont opérés simultanément. Reproduit avec permission de (179). (B) 

Le bourgeon se détache du Golgi, transite sur le réseau de microtubules et rejoint le ERGIC. 

Reproduit avec permission de (194). 

 

Un fait important à considérer dans l’étude du système COPII des mammifères est 

l’existence de diverses isoformes pour la plupart des composantes : deux chacune pour Sar1, 

Sec23, Sec31 et Sec16 (A, B) et quatre pour Sec24 (A, B, C, D) (179, 195). De son côté, 

Sec13 n’est exprimé qu’en une isoforme (179). Le niveau d’expression des différents 

paralogues varie d’un type cellulaire à l’autre, expliquant l’apparition de phénotypes tissu-

spécifiques dans le cas de mutations particulières (179, 187, 196). Plusieurs maladies sont 

associées à des mutations dans le système COPII, comme la dysplasie craniolenticulosuturale 

(DCLS, ou syndrome de Boyadjiev-Jabs), qui résulte d’une mutation dans Sec23A et du faible 

taux de Sec23B chez les ostéoblastes crâniens (179, 197). Chez Saccharomyces cerevisiae, 

toutes ces composantes n’ont qu’une isoforme, excepté Sec24 qui en a deux (165, 179). 
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1.5.1.2. Sélection du cargo par les vésicules COPII 

La composante Sec24 est connue pour son rôle majeur dans la sélection du cargo, tel 

qu’elle présente trois sites d’attachement distincts (A, B et C) (166). Dans les dernières 

années, il a également été montré que Sar1 pouvait être impliquée dans la sélection de cargo 

(198). Il est à noter que certaines protéines, notamment des protéines solubles, requièrent un 

récepteur afin d’être indirectement sélectionnées par les composantes du système COPII (191). 

Quelques exemples de récepteurs connus sont ERGIC-53 et les protéines de la famille p24 

(199-201). À l’opposé, d’autres protéines solubles sont transportées dans les vésicules COPII 

sans appariement spécifique, un procédé appelé sortie par mouvement de masse, ou bulk flow 

exit (202). Ce processus passif montre une faible efficacité au niveau du ER, mais l’exclusion 

des vésicules COPI dans le ERGIC permet la concentration des protéines en question pour leur 

progression à travers l’appareil de Golgi (202). Les modèles de sortie médiée par un récepteur 

et par mouvement de masse ne sont pas mutuellement exclusifs (201). 

 

1.5.1.2.1. Motifs reconnus par Sec24 

Plusieurs sites différents de la sous-unité Sec24 permettent l’appariement à une gamme 

de motifs (166). En ce sens, le site A reconnaît le motif YNNSNPF, présent chez la syntaxine 

Sed5; le site B est une cavité étroite accomodant le motif LXX-L/M-E de Bet1 et Sed5, ainsi 

que le signal D/E-X-D/E présent chez Sys1, Kir2.1 et VSV-G (vesicular stomatitis virus 

protein G); le site C s’associe à Sec22 (166, 188, 201). Différents motifs hydrophobes di-

aromatiques C’ terminaux sont également reconnus par Sec24 : FF (ERGIC-53), VV 

(récepteur NMDA), FY (Erv46p) et LL (Emp46p) (166, 201, 203). 

 

1.5.1.2.2. Motifs reconnus par Sar1 

Les premières évidences de sélection de protéines au niveau du tER par la protéine 

Sar1 ont été obtenues lorsque Springer et Schekman ont démontré son association avec deux 

SNAREs du système COPII : les protéines Bet1 et Bos1 (204). Cette sélection des SNAREs 

pourrait contribuer à l’assemblage des sous-unités du manteau vésiculaire, puisqu’une autre 
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région de Bet1 permet de lier Sec24 (166, 204). Ultérieurement, le rôle de sélection de Sar1 a 

pu être étendu à des protéines de cargo (205). L’utilisation de mutants distincts de Sar1 – l’un 

restreint à l’état GDP et inactif (Sar1[T39N]), l’autre restreint à l’état GTP et constitutivement 

actif (Sar1[H79G]) – a permis de constater que Sar1 interagit avec la queue cytoplasmique de 

VSV-G avant son activation à l’état GTP, donc avant le recrutement des autres sous-unités du 

complexe de bourgeonnement (205). Sachant que le motif DXE de VSV-G est reconnu par 

Sec24, Aridor et al. suggèrent que le motif complet permettant aussi la sélection par Sar1 soit 

plutôt YXDXE (205-207). Chez la levure, Sar1 a également été associé au recrutement de la 

protéine Emp24 de la famille de protéines p24 (200). Ceci implique que Sar1 a pour fonction 

de concentrer certains cargos aux ERES. De surcroît, Sar1 est la composante de la vésicule 

COPII étant responsable du recrutement du moteur de kinésine nécessaire au transport de la 

vésicule sur le réseau de microtubules, mettant de l’avant le caractère essentiel de Sar1 dans ce 

système (205). 

 Le motif di-hydrophobe IL rencontré chez les protéines Erv41 et Erv46 a été identifié 

comme un motif reconnu par Sar1 (203). Ces protéines ont leurs régions N et C-terminales 

dans le cytosol (203). Le groupe de Maccioni a plutôt étudié le sort de protéines de type II, en 

l’occurrence de glycosyltransférases (198, 208). Pour suivre les motifs di-acides et di-

hydrophobes déjà connus, ils mettent en lumière la capacité de sélection pour l’export de 

motifs di-basiques (208). Ils répertorient plus d’une cinquantaine de protéines de la famille des 

glycosyltransférases, tant chez la levure que chez les animaux, possédant un motif composé de 

lysines et ou d’arginines, représenté [R/K]X[R/K] (208). 

 

1.5.1.2.3. Sélection du complexe αβIi par COPII 

Le motif di-basique identifié chez les glycosyltransférases peut également être observé 

chez la chaîne invariante; l’isoforme p35 possède un motif RRR dans son extension la 

différenciant de p33, et les deux isoformes ont un motif RR près de la région 

transmembranaire (Figure 1-6, p.11) (101, 107, 208). La présence de ces résidus arginine au 

niveau de la queue cytoplasmique d’Ii suggère une interaction potentielle entre le complexe 

αβIi et Sar1. Pour ce qui est du CMH I, il est concentré aux ERES pour sélection par les 
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vésicules COPII après avoir lié son peptide (209). Il a été démontré que l’acide aminé en C’ de 

sa chaîne α est crucial à la sélection dans les vésicules COPII (210). Ceci suggère l’existence 

potentielle un récepteur médiant cette association pour le transport antérograde du CMH I 

(209, 210). Ce cas de figure peut aussi être envisageable en ce qui concerne le CMH II, avec 

ou sans la chaîne invariante. 

 

1.5.2. Vésicules COPI 

Ces vésicules sont impliquées dans le transport rétrograde de molécules la plupart du 

temps depuis le ERGIC, et quelque fois du Golgi, vers le réticulum endoplasmique (164). 

Elles peuvent également contribuer au transport antérograde du ER et du ERGIC vers le 

Golgi, ainsi qu’entre les compartiments du Golgi (190, 211). Ceci suggère donc l’existence de 

deux sous-types de vésicules COPI, selon qu’elles ramènent des protéines résidentes du ER ou 

qu’elles assurent la progression d’autres cargos (Figure 1-9, p.25) (212). Une fonction 

primordiale du système COPI est d’une part de distinguer les protéines devant progresser vers 

et à travers le Golgi, et d’autre part d’assurer le retour des composantes essentielles du 

réticulum endoplasmique pour en conserver l’intégrité (188, 213, 214). Effectivement, il est 

évident que de court-circuiter le transport rétrograde par COPI a pour effet d’altérer 

grandement le transport antérograde, étant donné que le retour des protéines essentielles à 

l’homéostasie du ER, des lipides et de la machinerie d’exportation est arrêté (189, 194, 215-

221). 

 

1.5.2.1. Composantes et assemblage des vésicules COPI 

Des analyses quantitatives en microscopie électronique révèlent entre autres que la 

moitié des composantes de COPI (β-COP) se trouvent autour du ERGIC, du cis-Golgi et aux 

extrémités des compartiments du Golgi; le reste est dispersé dans le cytosol (Figure 1-9, p.25) 

(222). L’assemblage des vésicules COPI requiert, en plus d’ARF, la présence de sept sous-

unités solubles dans le cytosol : α, β, β’, ε, γ, δ et ζ-COP (164, 214, 223). L’appariement des 

sous-unités peut être vu comme spontané, considérant que seulement peu de sous-unités 
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individuelles sont détectées, exception faite de ζ-COP (164). Les composantes du système 

COPI sont donc appariées de manière beaucoup stable que celles de COPII (164, 166). Il 

existe en fait deux sous-complexes distincts : le premier, composé des sous-unités β, γ, δ et ζ-

COP forment la couche interne de COPI, c’est-à-dire qu’elle est adjacente à la membrane 

vésiculaire; le second comprend les composantes α, β’ et ε-COP et constituent la couche 

externe (224). La sous-unité ε-COP est responsable du phénotype de la lignée cellulaire LdlF 

dérivée des cellules CHO; une mutation thermosensible dans cette protéine court-circuite le 

système COPI à 37°C (164). 

Séquentiellement, comme pour les vésicules COPII, la formation des vésicules COPI 

requiert l’ancrage d’ARF à la membrane du Golgi ou du ERGIC via son activation par 

l’échange de GDP pour GTP par GEF (guanine nucleotide exchange factor) (Figure 1-12, 

p.32) (178). ARF procède ensuite au recrutement des sept sous-unités pré-assemblées de COPI 

depuis le cytosol vers la membrane (178). 

 

Figure 1-12. Structure et assemblage des vésicules COPI. L’ancrage de la protéine de la 

famille ARF initie l’assemblage de la vésicule en recrutant les sous-unités pré-assemblées de 

COPI, qui recrutent le cargo. Reproduit avec permission de (194). 
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1.5.2.2. Sélection du cargo par les vésicules COPI 

Les composantes α, β’, γ et δ du système COPI sont chargées de la sélection du cargo 

(178). Elles parviennent entre autres à reconnaître certains motifs des protéines résidentes du 

réticulum endoplasmique. En l’occurrence, on parle des motifs cytosoliques C-terminaux K/H-

DEL ou KKXX de protéines de type I (164, 190, 194, 200, 216, 225, 226). Pour être 

sélectionnées, les protéines portant l’ERM KDEL doivent être phosphorylées en position 

Ser209 par PKA (227). Assurant un certain « contrôle de qualité » des protéines pouvant 

progresser dans la cellule, les vésicules COPI font également la sélection parmi leur cargo des 

protéines mal repliées, des complexes mal associés, ou des protéines dirigées vers le Golgi par 

erreur (164, 190, 213). La sous-unité δ-COP reconnaît spécifiquement un motif présent dans la 

région cytoplasmique de Sec71p et CD3-ε pour les retourner au ER (211). 

La progression dans le Golgi des protéines solubles ayant atteint le ERGIC par bulk 

flow est assurée par l’exclusion du transport rétrograde (214). À l’inverse, pour des protéines 

devant retourner vers le ER et n’étant pas sélectionnées par COPI, il semble que le transport 

rétrograde puisse être assuré par un mécanisme indépendant (228). L’inhibition de COPI par 

microinjection d’anticorps dirigés contre ses composantes court-circuite le retour vers le Golgi 

de la toxine du choléra et de l’entérotoxine de Pseudomonas, qui portent l’ERM KDEL, mais 

pas celui de la toxine Shiga ni des toxines Shiga-like d’Escherichia coli, dépourvues de ce 

motif (228). Cet autre mécanisme serait Rab6-dépendant (228). 

 

1.5.2.2.1. Sélection du complexe αβIi par les vésicules COPI 

Le système de vésicules COPI est responsable du retour de complexes devant être 

retenus au ER; un complexe αβIi atteignant le cis-Golgi et dont le motif RXR n’est pas 

masqué peut s’associer à la sous-unité β-COP du système de vésicules COPI, de manière à 

retourner vers le réticulum endoplasmique (229). D’autre part, la phosphorylation des sérines 

6 et 8 de l’extension de p35/p43 par PKC permet l’interaction avec 14-3-3β, qui rencontre son 

signal consensus chez ces isoformes (RSXS
P
XP), permettant la progression au-delà du ER 

(94, 107, 109, 229). Étant donné que les sites reconnus par β-COP et 14-3-3β sont tous deux 

situés dans la même région de la queue cytoplasmique, l’interaction avec l’une ou l’autre de 
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ces protéines est de nature compétitive (Figure 1-6, p.11) (229). Incidemment, la progression 

du complexe dépend du niveau de phosphorylation : un complexe aux sérines phosphorylées 

s’associe à 14-3-3 et progresse dans la cellule, alors qu’un complexe non-phosphorylé est 

capté dans les vésicules COPI pour retourner au réticulum endoplasmique (Figure 1-13, 34) 

(229). Le concept d’assemblage et de masquage appropriés du complexe αβIi pour permettre 

la progression à travers le Golgi rappelle le phénomène observé chez les canaux KATP; le motif 

de rétention RKR de la sous-unité Kir6.2 oblige l’association du complexe avec 14-3-3 afin de 

prévenir la capture par les vésicules COPI (230). 

 

 

Figure 1-13. Systèmes et molécules associés au trafic de complexes multimériques. Les 

différentes sous-unités des complexes multimériques sont représentées par les rectangles 

blancs, gris et noirs. Lorsqu’un multimère est correctement assemblé et que tout ERM est 

masqué, l’association du multimère à 14-3-3 prévient sa recapture par COPI et permet la 

progression du complexe. Reproduit avec permission de (231). 

 

1.6. Escherichia coli entéropathogène et entérohémorragique  

La bactérie Escherichia coli est un important pathogène de l’homme comme de 

plusieurs mammifères (232-239). Si les souches entéropathogènes(EPEC) sont la première 

cause de diarrhées infantiles, les souches entérohémorrhagiques (EHEC), comprenant le 
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sérotype O157 :H7, provoquent en plus des symptômes graves comme des colites 

hémorragiques et un syndrome hémolytique urémique (232, 233, 240). Leur pathogénicité 

peut être attribuée à plusieurs gènes codant pour des facteurs de virulence ayant un rôle dans 

l’attachement aux microvilli intestinaux et dans leur effacement (241-244). Les bactéries 

induisent ensuite le réarrangement du cytosquelette des entérocytes afin de former une 

structure en piédestal au sommet duquel elles trônent individuellement (243-246).  

 

1.6.1. Îlot de pathogénicité LEE 

En 1995, un courant de recherche a été lancé lorsque McDaniel et al. ont observé chez 

les EPEC la présence d’un locus conférant aux bactéries leur capacité de produire les lésions 

d’attachement-effacement (AE) (233). Ils ont de surcroît réussi à retracer à l’aide de sondes à 

ADN l’équivalent de ce locus chez plusieurs bactéries causant des lésions similaires (233). 

Parmi celles-ci, on compte notamment un pathogène de la souris, Citrobacter rodentium (233, 

247). Ce locus, baptisé locus d’effacement des entérocytes (LEE), concentre plusieurs facteurs 

de virulence en un îlot de pathogénicité (233, 248). Cependant, le transfert du LEE chez une 

souche d’E. coli non-pathogène ne suffit pas à conférer le phénotype produisant les lésions 

d’AE (249).  

L’étude chez les EPEC de la composition du LEE et de sa régulation a permis de 

découvrir le régulateur Ler, ou LEE-encoded regulator (244, 248, 250-254). Celui-ci est situé 

sur le premier de cinq opérons polycistroniques (LEE1 à 5) (254). Le régulon Per (plasmid-

encoded regulator) du plasmide des EPEC induit l’expression de Ler du LEE1, et Ler induit à 

son tour l’expression en trans des LEE2 et 3, et dans une certaine mesure celle du LEE4 

(Figure 1-14, p.36) (254). En plus de réguler la production de facteurs de virulence du LEE et 

les composantes du système de sécrétion de type III (SST3), il s’avère que Ler régule 

également l’expression de facteurs de virulence à l’extérieur de l’îlot de pathogénicité LEE 

(254). Plus récemment, il a été montré chez une souche de EHEC O157:H7 que plusieurs 

régulateurs, tels que Ler, GrlA, HNS et RpoS, sont impliqués dans l’activation du LEE (255). 
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Figure 1-14. Locus d’effacement des entérocytes. Représentation de l’organisation 

génétique du LEE de Citrobacter rodentium. Reproduit de [Deng W, Puente JL, Gruenheid S, 

Li Y, Vallance BA, Vazquez A, et al. Dissecting virulence: systematic and functional analyses 

of a pathogenicity island. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United 

States of America. 2004;101(10):3597-602]. Copyright (2004) National Academy of Sciences, 

U.S.A. Reproduit avec permission de (256). 

 

L’expression du LEE permet ainsi le déploiement du SST3, ayant la forme d’une 

aiguille moléculaire qui peut injecter du matériel effecteur directement dans le cytoplasme 

d’une cellule-cible : ceci rend possible le contrôle de cette cellule par la bactérie depuis le 

lumen intestinal (257). Le SST3 est composé entre autres d’un long polymère d’EspA entre les 

membranes bactérienne et eucaryote, puis le pore est formé dans l’entérocyte par EspB et 

EspD (245, 258). Parmi les effecteurs transloqués, on compte Tir, EspF, EspG, EspH, EspZ et 

Map (257, 259). L’effecteur Tir, attaché directement au cytosquelette par sa région 

cytosolique, interagit avec l’intimine de la membrane bactérienne via sa portion luminale, 

permettant le contact rapproché entre l’entérocyte et la bactérie (260-263). Tir est également 

impliqué dans le recrutement d’adapteurs pour la polymérisation de l’actine en un piédestal 

(264). L’intégrité des jonctions adhérentes entre les entérocytes, qui maintiennent une barrière 

primordiale entre le lumen intestinal et la sous-muqueuse, pourrait être déstabilisée par 

l’action d’EspF (265-267). 

 

1.6.2. Effecteurs de type non-LEE 

Les quelques effecteurs très potents encodés sur l’îlot de pathogénicité LEE ne 

suffisent pas à expliquer les changements chez les entérocytes de l’organisme infecté, ce qui a 

été confirmé par la découverte d’effecteurs encodés à l’extérieur du LEE, appelés non-LEE 

effectors (Nle) (256, 259, 268-270). Le premier effecteur non-LEE transloqué par le SST3 qui 
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a été identifié est Orf3, un homologue de EspG (271). Il s’avère que, en plus de la coopération 

rapportée entre les effecteurs du LEE, il existe une collaboration entre les effecteurs LEE et 

non-LEE (272). En ce sens, un homologue non-LEE d’EspF identifié chez E. coli O157 :H7 

peut substituer à EspF dans la déstabilisation des jonctions adhérentes, et ce, en plus d’être 

essentiel à l’action de Tir pour le réarrangement du réseau d’actine (270, 273, 274).  

 

1.6.2.1. Effecteur NleA 

En 2004, des études conduites dans le laboratoire de Brett Finlay ont permis de 

découvrir chez Citrobacter rodentium, en plus de 33 facteurs de virulence et 2 régulateurs du 

LEE, sept effecteurs non-LEE transloqués par le SST3 (256). Cette bactérie présente un LEE 

hautement similaire à celui des EPEC comme des EHEC, et a l’avantage d’être la seule à 

pouvoir être étudiée chez un petit animal de laboratoire : la souris (247, 275). Parmi les 

protéines identifiées, l’effecteur NleA (non-LEE-encoded effector A, ou EspI), a été découvert 

parmi les effecteurs transloqués par le SST3 d’EHEC (269, 276). Par la suite, sa présence chez 

les EPEC et C. rodentium, de même que son absence chez des souches d’E. coli non-

pathogènes et des bactéries pathogènes non-LEE, a été confirmée (276). Par des infections en 

modèle murin, il a également été démontré que, malgré que cet effecteur ne provienne pas de 

l’îlot de pathogénicité LEE, il est essentiel à la virulence de C. rodentium (276).  

Par la visualisation en microscopie confocale de cellules HeLa infectées par des EHEC 

ou transfectées avec un plasmide codant pour NleA, il été possible d’établir que cet effecteur 

se concentre au niveau de l’appareil de Golgi (276). Il s’avère qu’un effet majeur de cet 

effecteur dans la cellule survient au niveau du système COPII : NleA interagit directement 

avec chacune des quatre formes (A-D) de la sous-unité Sec24 via sa région C-terminale, 

déstabilisant l’hétérodimère Sec23/24, et inhibant de ce fait l’export de cargo depuis le ER via 

les vésicules COPII (277, 278). Cette interaction permet à NleA d’être dirigé dans le système 

sécrétoire de la cellule (278). Par ailleurs, NleA s’ajoute à EspF et Map sur la liste des 

effecteurs ayant la capacité de déstabiliser les jonctions adhérentes, mais cet effet est 

indépendant de son domaine d’attachement à PDZ (279-281). Le groupe mené par Samantha 

Gruenheid propose que ces fonctions de déstabilisation de la voie de sécrétion et des jonctions 
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adhérentes soient reliées, en ce sens que l’effet prolongé de NleA sur le transport vésiculaire 

COPII perturbe l’équilibre dans le recyclage des composantes assurant le maintien des 

jonctions adhérentes (281). Ultimement, l’architecture de l’épithélium intestinal se trouve 

affectée, donnant lieu à l’apparition de symptômes diarrhéiques (281). 

 

1.7. Hypothèses et objectifs 

Depuis sa découverte en 1979, beaucoup d’efforts ont visé à caractériser de manière 

exhaustive la chaîne invariante au niveau des différences dans les motifs et modifications post-

traductionnelles des diverses isoformes, et au niveau de la fonction globale d’Ii dans la 

présentation antigénique par le CMH II (section 1.3.). Néanmoins, peu se sont concentrés à 

combiner ces deux champs de recherche (282, 283) : ces isoformes d’Ii ont-elles des fonctions 

redondantes, ou ces divergences dans leur séquence respective leurs permettent-elles 

d’occuper des fonctions distinctes?  

Le rôle central de la chaîne invariante dans la présentation antigénique par le CMH II 

est indéniable. Ii peut être reliée à plusieurs pathologies comme différents cancers, l’arthrite 

ou le lupus érythémateux (284-294). Il a d’ailleurs été exposé à quelques reprises qu’un 

déséquilibre dans les taux des isoformes p33 et p35 est observable chez des individus atteints 

de diabète auto-immun ou de leucémie lymphoïde chronique (295-301). Ceci met de l’avant 

qu’un état d’homéostasie existe entre les variants d’Ii, et que de troubler cet équilibre induit un 

effet pathologique, supportant que les isoformes ne soient ni équivalentes, ni redondantes.  

Dans cette optique, il est de prime importance d’étudier l’extension cytosolique de 16 

acides aminés différenciant les deux isoformes humaines prédominantes d’Ii, p33 et p35, car 

elle occupe certainement un rôle primordial dans la fonction de p35 par rapport à p33 (92, 93). 

D’une part, comme l’extension comprend un motif RXR de rétention au réticulum 

endoplasmique, le masquage de celui-ci par la chaîne β du CMH II régule nécessairement 

l’assemblage du complexe αβIi (118, 229). L’étude de ce mécanisme est également une 

manière d’aborder le dilemme entourant la stœchiométrie d’αβIi, car, en cas de masquage 



 

39 

 

direct (en cis), le niveau de complexité de la structure serait relatif au nombre de ERM 

présents (122, 134). D’autre part, ce même motif triple-arginine de p35 peut certainement être 

reconnu comme un signal d’exportation par la sous-unité Sar1 des vésicules COPII (208). 

Cette dualité entre les deux fonctions d’un même motif doit être investiguée, puisque le 

recyclage du complexe αβIi entre le ER et l’appareil de Golgi retarde directement son 

transport vers le MIIC et ultimement la fonction de présentation (208, 229). Ainsi, si 

l’isoforme humaine p35 présente des contraintes additionnelles par rapport à p33 quant à sa 

sortie du ER, alors nous suggérons que son extension cytosolique influence directement la 

stœchiométrie du complexe αβIi, et ce, en plus de gouverner l’exportation de ce complexe via 

les vésicules COPII. Pour répondre à cette problématique, plusieurs objectifs devront être 

atteints : 

 Caractériser le mode par lequel la chaîne β du CMH II parvient à masquer le motif 

RXR de p35 

 Évaluer l’effet de p35 sur la stœchiométrie globale du complexe αβIi 

 Identifier les voies empruntées par les différents complexes αβIi pour sortir du 

réticulum endoplasmique 

Pour y parvenir, il faudra concevoir par biologie moléculaire une banque de plasmides 

codant pour des protéines humaines sauvages et mutantes du CMH II et de la chaîne 

invariante. Ceci permettra la mise en place d’un système de transfection en lignées cellulaires 

humaines, dans le but de constituer des APCs artificielles. Ces cellules pourront être marquées 

d’anticorps fluorescents pour observation par cytométrie en flux ou en microscopie, ou encore 

être lysées et soumises à des immunoprécipitations pour analyse par immunobuvardage de 

type Western.  

 

Considérant l’importance du motif RXR dans la recapture des complexes αβIi par les 

vésicules COPI, on peut supposer que chacun des ERM présents dans un trimère contenant 

Iip35 doit être directement masqué pour empêcher la recapture. Ceci impliquerait des 

contraintes stœchiométriques particulières dans l’oligomérisation des chaînes invariantes avec 



 

40 

 

les dimères de CMH II, c’est-à-dire la formation de structures comprenant plusieurs CMH II. 

De plus, l’analogie entre le motif reconnu par Sar1 chez les glycosyltransférases et la séquence 

de la queue cytoplasmique d’Iip35 permet de suggérer que ses résidus arginine et lysine soient 

impliqués dans la sélection de complexes αβIi par les vésicules COPII. 
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2.3. Abstract 

Four invariant chain (Ii) isoforms assist the folding and trafficking of human MHC 

class II (MHCIIs). The main isoforms, Iip33 and Iip35, assemble in the ER into homo- 

and/or hetero-trimers. The sequential binding of up to three MHCII αβ heterodimers to Ii 

trimers results in the formation of pentamers, heptamers and nonamers. MHCIIs are 

required to overcome the p35-encoded di-arginine (RxR) ER retention motif and to allow 

anterograde trafficking of the complex. Here, we show that inactivation of the RxR 

motif requires a direct cis interaction between p35 and the MHCII, precluding ER 

egress of some unsaturated Ii trimers. Interestingly, as opposed to MHCII/p33 complexes, 

those including p35 remained in the ER when co-expressed with the NleA protein of 

enterohaemorrhagic Escherichia coli. Taken together, our results demonstrate that p35 

influences distinctively MHCII/Ii assembly and trafficking. 

 

Keywords: Antigen presentation, COPII, NleA, Di-arginine, Invariant chain, MHC class II 
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2.4. Introduction 

 

The invariant chain (Ii; CD74) is a type II protein that chaperones MHC class II 

molecules (MHCIIs). Humans express four Ii isoforms from the same mRNA precursor: p33, 

p35, p41 and p43. The longer p35 and p43 isoforms differ from p33 and p41, respectively, by 

the presence of a 16 amino acid N-terminal extension resulting from the use of an alternative 

upstream start codon (1). This cytoplasmic extension encompasses a strong di-arginine (RxR) 

ER retention motif and two phosphorylation-prone serines (2). Our group has shown that the 

RxR motif of p35 is masked by the cytoplasmic tail of the MHCII β chain upon assembly in 

the ER (3). In the ER, the various Ii isoforms form homo- and heterotrimers immediately 

after biosynthesis. Then, MHCII αβ heterodimers sequentially incorporate Ii trimers, 

generating pentamers, heptamers and, ultimately, nonamers (4, 5). It was recently 

suggested that nonamers are experimental artefacts and that structural constraints might 

only allow the formation of pentamers (6). However, half of the Ii pool is part of trimers 

containing at least one p35 moiety and there is no evidence for the preferential binding of 

MHCII to p35 over p33 (7). Thus, in conditions where the MHCII binds the p33 moiety 

of a p35-containing Ii heterotrimer, this pentamer model implies that the MHCII has to 

overcome the RxR motif in trans. Here, we have addressed the assembly and trafficking of 

the p35-containing MHCII/Ii complex. 

 

2.5. Material and Methods 

 

Plasmids and mutagenesis 

The pBudDR and pBudDM plasmids have been described previously (3, 8). Ii (p33 + 

p35), p33, p35 and p35LIML were subcloned into pcDNA3 (Invitrogen, ON). from 

previously described constructs (3). The pcDNA3 p33LIML mutant in which the two 

leucine-based sorting signals were changed for alanines was created by PCR (3). pcDNA3.1 

YFP was obtained from Invitrogen. pNleA-GFP was previously described (9). To create 

the pBud αSCD encoding the single-chain dimer, the luminal domains of the mature DRα 
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(amino acids 1–191) was linked by PCR overlap to p33’s luminal domain (amino acids 

57–232) using a (Gly)3(Ser)1(Gly)3 linker. 

 

Antibodies and Western blotting 

 

The following mouse mAbs were described previously (3, 8): BU45 (C-terminal 

region of human Ii); Pin.1 (cytoplasmic tail of human Ii); L243 (HLA-DR); XD5 

(DRα/DRβ, DRβ); CerCLIP.1 (CLIP). For the simultaneous detection of MHCII and Ii, pre-

coupled BU45 (Alexa fluor 647) and XD5 (Alexa fluor 488) mAbs were used. Otherwise, 

Alexa Fluor 488- or 633-coupled goat anti-mouse secondary antibodies were used for flow 

cytometry (Invitrogen). For Western blotting, peroxidase-AffiniPure goat anti-mouse IgG (H + 

L) (Jackson Immunoresearch, PA) was used. For immunoprecipitations, cells were first lysed 

at 4 °C in 1% Triton-X100. Samples were then subjected to SDS–PAGE. Proteins on 

immunoblots were detected by chemiluminescence (Roche Applied Science, Qc). 

 

Cell lines and flow cytometry 

 

For transient expression, HEK 293T cells were transfected using polyethyleneimine 

(Polyscience, PA) and stained after 48 h. To determine surface expression, live cells were 

stained on ice and were analyzed by flow cytometry. To determine total expression of 

MHCII or Ii, cells were fixed in 4% paraformaldehyde, permeabilized in 0.5% saponin and 

stained, as described previously (8). In some experiments, cells were first surface stained 

before being permealized and stained. 
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2.6. Results 

 

A soluble single-chain dimer between Ii and DRα (αSCD) is expressed at the plasma 

membrane with DRβ 

 

To control the MHCII/Ii stoichiometry, we constructed a soluble Ii/MHC αSCD. To 

covalently attach MHCII and Ii, the cDNA for the soluble form of DRα was linked to a 

sequence coding for a flexible gly3/ser/gly3 linker and to the coding region of the luminal Ii 

N-terminus domain (Fig. 2-1A). This approach maintains intact the trimerization domain of Ii, 

a prerequisite to allow formation of high-order structures with co-expressed WT Ii units. 

Soluble Ii molecules were shown to trimerize and form nonamers with soluble MHCIIs in 

transfected HEK 293T epithelial cells (10). Thus, a co-transfected WT p35 will associate 

with the Ii moiety of αSCD, which is devoid of ER retention motifs. Upon co-expression of 

DRβ, a MHCII αβ heterodimer will fold around the Ii moiety of the αSCD. As the covalent 

link between DRα and Ii implies a stoichiometric interaction, no extra MHCII αβ dimer will 

be available to bind the co-transfected full length WT Iip35. Thus, if a (αSCD/β)+Iip35 

complex egresses the ER, it will indicate that the MHCII β chain cytoplasmic tail is 

dominant and can override in trans the ER retention motif of the distant p35 moiety that is 

not in direct contact with the MHCII. 

First, we ascertained that the soluble αSCD was stabilized at the membrane upon 

interaction with the full-length, transmembrane DRβ chain. When transiently co-transfected 

in HEK 293T cells, the DRβ chain and αSCD (αSCD/β) were both detected at the cell 

surface using the DR-specific XD5 and Ii-specific BU45 mAbs, respectively (Fig. 2 - 1B). As 

positive control, we used the WT DRα and DRβ chains co-expressed with an Ii mutant 

devoid of its two leucine-based motifs (Iip33LIML). The lack of such endosomal sorting 

signals mimics the situation created by the use of a soluble αSCD construct and results in a 

greater accumulation of MHCII/Ii complexes at the cell surface (3, 11). The αSCD/β 

complex passes through the Golgi and once at the plasma membrane, it is internalized and 

the Ii moiety is cleaved (data not shown). Transfected cells were recognized by the 

CerCLIP.1 mAb, which is specific for MHCIIs associated with the endosomal proteolytic 
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cleavage products of Ii (CLIP) sitting in the peptide-binding groove (12). 

 

Overcoming the RxR motif requires a direct contact between Iip35 and the MHCII 

 

To determine if the RxR motif can be inactivated in trans, we expressed p35 

together with αSCD/β. Iip33 was used as a control since its interaction with the Ii moiety of 

αSCD should not prevent ER egress.  

First, we ascertained that the co-expressed full-length Ii isoforms were able to 

complex with αSCD/β. Cells were co-transfected with αSCD/β and either p33 or p35. Cells 

were lyzed and a small fraction was used to immunoprecipitate p33 or p35 with Pin.1. 

The co-immunoprecipitation of DRβ was shown on immunoblots and confirmed 

qualitatively the association of the WT Ii isoforms with αSCD/β (Fig. 2-2A). Indeed, DRβ 

did not co-immunoprecipitate when expressed alone with Iip33 (Supplemental Fig. 2-4). A 

fraction of each cell lysate was included as control. DRβ did not co-immunoprecipitate 

in the absence of p33 or p35 since the αSCD is soluble and not recognized by Pin.1 (4). 

Knowing that p35 can associate with αSCD/β, we could then determine if the sole 

presence of DR in the complex is sufficient to mask the neighboring RxR motif and to 

allow transport to the plasma membrane. The use of IiLIML mutants allows the assessment 

of both Ii and DR cell surface expression, providing an indirect functional read-out for 

ER egress (3). However, as the cell surface display will also depend on the transfection 

efficiency, we determined in parallel the total Ii and MHCII protein expression by 

staining permabilized cells (Fig. 2-2B). When the mean fluorescence intensities (MFIs) are 

plotted as the surface expression of a given molecule over its total cellular content (Fig. 2-

2C), the resulting ratios tend to be low for ER-retained molecules (3). 

As shown above, in the absence of additional Ii, αSCD/β was expressed at the 

plasma membrane and cells stained positive for both BU45 and L243 (Fig. 2-2B, left 

panels). As expected, co-expression of p33LIML did not impact on the αSCD/β. Indeed, the 

surface over total ratios for Ii (BU45) and MHCII (L243 and XD5) were not affected by 

the presence of Iip33LIML (Fig. 2-2C). In contrast, upon co-expression of p35LIML, cell 

surface expression of αSCD/β was greatly reduced and the surface/total ratios were low for 
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Ii and MHCII, indicating intracellular retention (Fig. 2-2B and C). Accordingly, the plasma 

membrane display of CLIP was reduced (Fig. 2-2D). 

The above-described results demonstrate that Ii can bind αSCD/β. As Ii trimerization is 

rapid and precedes MHCII binding (13), the co-transfected Ii and the Ii moiety of the 

α SCD will most likely heterotrimerize (Ii1αSCD2 or Ii2αSCD1). Soon after or in 

parallel, the MHCII α and β chains fold together around the covalently-linked Ii, leaving the 

full length Ii in the complex but devoid of MHCII chains. The fact that p35 prevented cell 

surface expression of these complexes indicates that masking must not occur in trans, 

the MHCII having to be in direct contact with p35 to overcome the RxR retention signal. 

 

p33 and p35 exit the ER through different routes 

 

Unphosphorylated p35 undergoes retrograde transport in COPI coatamers from the 

ERGIC to the ER (14). Upon phosphorylation of p35, 14-3-3 adaptor proteins associate with 

Ii and block β-COP binding. However, little is known about the mechanism by which Ii 

actually exits the ER. COPII-coated vesicles form at ER exit sites (ERES) where specific 

cargos are concentrated (15). Cytoplasmic export signals have been identified in some 

transmembrane proteins, allowing active recruitment and enrichment into budding 

vesicles. Other membrane proteins, according to the bulk-flow model, enter various types 

of vesicles through a default pathway originating at non-specific sites physically distinct 

from ERES (16). To gain insights into the transport mode of DR and Ii isoforms, we 

perturbed trafficking in the early secretory pathway using the NleA protein from 

enterohaemorrhagic E. coli. One known function of the NleA virulence factor is to bind to 

Sec24, a main constituent of the COPII protein coat involved in the ER-to-Golgi anterograde 

transport, and to inhibit COPII-mediated transport (9). HEK 293T cells were transiently 

transfected with DR and Ii, together with NleA-GFP or control YFP. After 48 h, surface 

expression of DR was monitored by flow cytometry on cells expressing GFP (or YFP) (Fig. 2-

3A). The data reveals that DR, when transfected alone or with Iip33LIML, is well expressed 

at the plasma membrane in NleA-expressing cells. On the other hand, when co-expressed 

with p35LIML, DR expression was markedly reduced in NleA+ versus YFP+ cells. However, 
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as cells are not usually p35 exclusive, we performed this assay on cells expressing both Ii 

isoforms. As a single cDNA was transfected to produce both p33 and p35, we confirmed on 

immunoblots that both isoforms were translated (Fig. 2-3B). Densitometry revealed that there 

was about 1.5-fold more p35 than p33 in these cells. As p35 is slightly overrepresented, we 

can assume that all Ii trimers will incorporate at least one p35 moiety. In these conditions, we 

found that p35 had a negative effect on the surface expression of DR (Fig. 2-3A). We also 

monitored Ii surface expression and the results confirmed the NleA-induced surface down-

modulation of Iip35-containing complexes (Fig. 2-3C). The MFIs obtained for surface DR 

and Ii were normalized over the total expression of the proteins in permeabilized cells. 

Fig. 2-3D demonstrates the significant impact of NleA on the trafficking of p35-containing 

complexes. Importantly, the absence of CLIP at the cell surface corroborates the negative 

impact of NleA of the ER egress on this Ii isoform (Fig. 2-3E). Indeed, NleA appeared to 

only slightly affect Iip33 surface expression. As there was no down-regulation of MHCII 

or CLIP, these results may reflect a marginal effect of NleA on MHCII-free Ii trimers. 

Altogether, these results confirm the additional layers of complexity in the ER egress of Iip35 

versus p33. Interestingly, the peculiar structural properties of Iip35 render the MHCII/Ii 

complexes susceptible to the negative effects of NleA on protein trafficking to the Golgi. 

 

2.7. Discussion 

 

Our data best fit a model where a co-expressed full length Ii associates with 

αSCD/β through its trimerization motif, thereby generating pseudo-heptamers 

(αSCD2DRβ2Ii1) and -pentamers (αSCD1DRβ1Ii2). When p35 incorporated the 

complex, the MHCIIs were unable to mask its RxR motif, demonstrating the need for a 

direct contact and the capacity of p35 to force the assembly of large complexes. However, 

normal cells make a wide variety of heterotrimeric Ii combinations by mixing the four 

isoforms. Our results do not rule out that trimers devoid of RxR motifs can also egress the 

ER loaded with only one (pentamer) or two (heptamer) MHCIIs. If stoichiometric 

variations can influence the functions of MHCIIs remains to be determined. This is 
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particularly relevant in the etiology of B chronic lymphocytic leukemia (B-CLL) where 

p35 is overexpressed and of type 1 diabetes, where a defect in p35 expression is thought 

to alter the presentation of disease-related antigens (17, 18). 

The need to accumulate MHCIIs on the trimeric Ii backbone until all the p35 

moieties are concealed is incompatible with a pentamer-only model (6). A stoichiometric 

interaction is also required for ER egress of the octameric (4α:4β) ATP-sensitive K+ 

channel where each β chain masks the RxR motif of adjacent β and α subunits. ER egress 

occurs only when all the motifs are covered and the complex is fully assembled (19). It is 

also possible that p35 evolved to regulate surface expression of MHCII-free Ii trimers. 

Indeed, Ii has signaling properties and receptor functions that might require tight control 

via p35 expression and phosphorylation (20). In this context, stoichiometric MHCII 

variations may be a trivial collateral consequence of the mechanism by which p35 

regulates Ii surface levels. 

Finally, our results show that ER egress of p35- and/or p43-containing complexes is 

sensitive to the activity of NleA. Although NleA has been shown to inhibit the transport of 

COPII-dependent cargos (9), the result of budding experiments did not confirm the inclusion 

of p35 in such vesicles (Supplemental Fig. 2-5). This could be due to the limitations of the 

assay, namely that the reactions only sample a portion of proteins in the ER at steady state or 

that Iip35 needs additional factors that are limiting in our conditions. Also, we can- not rule 

out that NleA could be having an indirect or off-target effect. Still, the differential behavior 

of Ii isoforms in the presence of NleA offers the opportunity to shed light on mechanistic 

principles governing ER egress of RxR-containing protein  complexes and, ultimately, to 

uncover a potential role for NleA in the subversion of antigen presentation by 

enterohaemorrhagic E. coli. 
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2.12. Figure legends 

 

Figure 2-1. Schematic representation and trafficking of αSCD. (A) Schematic 

representation of DRα + DRβ + Ii and αSCD/DRβ complexes. The αSCD was designed 

as to have Ii and HLA-DRα luminal domains linked by a flexible gly3/ser/gly3 

sequence. (B) DR (DRα + DRβ) + p33LIML and αSCD/β were transiently transfected 

in HEK293T cells. After 48 h, cells were stained to detect MHCII, Ii and CLIP using 

XD5, BU45 and CerCLIP.1 primary mAbs, respectively, followed by an Alexa Fluor 

488-coupled goat anti-mouse IgG secondary mAb. Controls (Ctrl) represent mock-
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transfected cells stained in the same conditions with the MHCII-specific mAb 

followed by the fluorescent secondary antibody. 

 

Figure 2-2. Masking of the p35 ER retention motif requires a direct association 

with the MHCIIβ chain. (A) Cells were transfected with αSCD/β alone or with p33 or 

p35. Cell lysates (right lanes) and samples immunoprecipitated with the Ii-specific 

Pin.1 mAb (left lanes) were analyzed on immunoblots for the presence of the DRβ 

chain (XD5 mAb). Less material was loaded in the third lane from left, as judged by 

the fact that less of the immunoprecipitating antibody heavy chain is detected at 50 

KDa. (B) Cells were transfected with αSCD/β alone or with p33LIML or p35 LIML. 

After 48 h, the cells were permeabilized or not and stained for surface MHCII or Ii. 

Control (Ctrl) mock-transfected cells were stained in the same conditions. (C) The 

MFIs obtained for live or permeabilized cells were plotted as a ratio. DRβ and DRαβ 

correspond to the values obtained with XD5 and L243, respectively. (D) Cells were 

stained for the presence of CLIP at the cell surface and the MFIs were plotted. Error 

bars indicate the SD from five independent experiments. Student’s t-tests were 

performed; *p ≤ 0.05 and *p ≤ 0.01. 

 

Figure 2-3. p33 and p35 exit the ER through different routes. (A) HEK293T cells 

were transfected with DR (DRα + DRβ) together with control YFP or NleA-GFP. Some 

conditions included p33LIML, p35LIML or Ii (p33 + p35). After 48 h, cells were 

analyzed by flow cytometry for the expression, in GFP- or YFP-positive cells, of DR 

using L243 and secondary Alexa Fluor 633 goat anti-mouse antibody. Histograms are 

plotted as % of max to account for the differences in transfection efficiencies. The shaded 

curves (Ctrl) represent the fluorescence background of mock-transfected cells stained in 

the same conditions. (B) HEK293T cells were mock-transfected or transfected with DR 

(DRα + DRβ) together with p33, p35 or Ii (p33 + p35). After 48 h, cells were lysed and 

the expression of Ii isoforms was analyzed on immunoblots using the Pin.1 mAb specific 

for both p33 and p35 (upper panel). In addition, cell lysates were analyzed with a rabbit 

serum specific for the p35 N-terminal 16 amino acids extension (lower panel). Top and 

bottom arrows show the p35 and p33 isoforms, respectively. Densitometry revealed a 
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relative p35:p33 expression ratio of 3:2. Arrows indicate the position of the two 

isoforms. (C) Aliquots of cells used in panel A were stained for the expression of Ii at 

the cell surface using BU45 and secondary Alexa Fluor 633 goat anti-mouse antibody. 

(D) The MFIs obtained for live or permeabilized cells were plotted as a ratio for MHCII 

(XD5) and Ii (BU45). (E) MFIs obtained for cell surface CLIP (CerCLIP.1 mAb). Error 

bars indicate the SD from five independent experiments. Paired Student’s t-tests were 

performed; *p ≤ 0.05 and *p ≤ 0.01. 

 

2.13. Figures 

 

 

Figure 2-1. Schematic representation and trafficking of aSCD.  
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Figure 2-2. Masking of the p35 ER retention motif requires a direct association with the 

MHCIIβ chain.  
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Figure 2-3. p33 and p35 exit the ER through different routes. 
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2.14. Supplementary data 

 

 

Figure 2-4. Iip33 interacts with DRβ only in presence of αSCD. (A) HEK 293XT cells were 

transiently transfected and lyzed after 48h. Whole cell lysates were separated in reducing 

conditions on SDS-PAGE and blotted for Ii using a combination of D-6 (Genève et al. 

Monoclon Antib Immunodiagn Immunother. 2014; 33:221-7), a mAb specific for the 

cytoplasmic tail of Ii (Santa Cruz Biotechnology Inc.), and HRP-coupled anti-mouse heavy 

chain antibody (Jackson ImmunoResearch). The arrow points to p33. (B) Protein G sepharose 

beads (GE Healthcare Bio-Sciences Inc.) were coupled to the XD5 mAb and used to 

immunoprecipitate DRβ from the lysates described in panel A. Samples were blotted with D-6 

as in panel A. Arrows point to p33 and heavy chain of XD5 used for immunoprecipitations. 

 

 

 

Figure 2-5. COPII vesicle formation assay. An in vitro COPII vesicle formation assay was 

performed as described previously (Kim et al., Cell Host Microbe. 2007; 2:160-71). Semi-

intact cells were prepared using HeLa cells stably expressing HLA-DR1 with either p33 (A) or 
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p35 (B). Rat liver cytosol (4 mg/ml final concentration) was used as a source of COPII 

proteins. Nucleotides include GTP and an ATP regenerating system (Kim et al., Cell Host 

Microbe. 2007; 2:160-71). Isolated budded vesicle fractions and 10% of the total semi-intact 

cells (10% total) were solubilized, separated on an SDS-PAGE, and probed for ribophorin I 

(an ER resident protein), p58/ERGIC53/LMAN1 (an ER-Golgi recycling protein) and Ii. 

Ribophorin I should not be found in the vesicle fraction, whereas p58/ERGIC53/LMAN1 

should be found in the vesicle fraction in a cytosol and nucleotide-dependent manner. Ii was 

not found in the COPII vesicle fraction under the current assay condition. 
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3.3. Abstract 

Enteropathogenic Escherichia coli (EPEC) and enterohemorrhagic E. coli (EHEC) are 

important pathogens of humans. They induce attaching-effacing (A/E) lesions in the gut, 

where they take control over the host they infect while staying completely extracellular. They 

possess in their genome a locus of enterocyte effacement, or LEE, that codes for a variety of 

virulence factors, including a type 3 secretion system. Upon its translocation into the infected 

enterocyte, the non-LEE encoded factor A (NleA) interacts with Sec24, a core component of 

the COPII system, inducing its total disruption. A key mechanism used by the enterocytes in 

order to protect themselves is to react to the IFN-γ secreted by surrounding activated immune 

cells, leading to antigen presentation by MHC class II. Our group recently showed that NleA 

affects the trafficking of the human invariant chain p35 isoform. Here, we demonstrate that 

this impairment is COPII-dependant. Moreover, we provide evidence that NleA also subverts 

HLA-DQ surface expression. Altogether, this suggests that NleA is a very potent virulence 

factor that may partially counteract MHCII antigen presentation, which is one of the host’s 

best defense mechanisms. 

 

3.4. Introduction 

Homeostasis between the intestinal epithelium of animals and commensal 

microorganisms of the microbiota must be tightly regulated to maintain health. Various strains 

of Escherichia coli are part of the human microbiota, whereas others are long known 

pathogens. Enteropathogenic E. coli (EPEC) causes severe diarrheas in children, and 

enterohemorrhagic E. coli (EHEC) is responsible for both hemorrhagic colitis and hemolytic-

uremic syndrome (1-4). They induce in their host attaching-effacing (A/E) lesions as they 

attach to the apical face of enterocytes and destroy the microvilli architecture of the epithelium 

(1, 5, 6). A/E bacteria display in their genome a pathogenicity island essential to their 

virulence. This locus of enterocyte effacement (LEE) is expressed as the bacteria attaches to 

an enterocyte (2, 7). Numerous LEE and non-LEE encoded effectors are translocated directly 

from the bacteria into the targeted cell by a LEE-encoded type 3 secretion system (T3SS) (8-
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10). This enables the pathogen to take control over the host cell’s cytoskeleton machinery and 

create a pedestal structure at the top of the enterocyte (11-14).  

Upon the onset of the immune response, activated antigen-presenting cells (APCs) 

secrete IL-12, which further activates macrophages, T cells and NK T cells (15, 16). In turn, 

the IFN-γ secreted by these cells induces the expression of MHC class II (MHCII) in 

enterocytes (16, 17). Both pathogens and hosts are continually evolving in order to develop 

attack and defense mechanisms against one another in a never ending arms race (18-27). It 

was recently shown that EHEC, but not EPEC, could subvert the IFN-γ pro-inflammatory 

pathway in order to evade the host immune response (28, 29). Surely, EPEC must have also 

evolved to counteract this key signaling pathway. 

The non-LEE encoded effector A (NleA) is known to disrupt COPII vesicle trafficking 

by binding the COPII subunit Sec24 (30, 31). Ultimately, the tight junctions between 

enterocytes are destructed and the integrity of the intestinal epithelium is lost, as shown in 

infection experiments in vitro with EPEC and in mice with Citrobacter rodentium, an A/E 

pathogen (8, 32, 33). Our group showed that the expression of NleA in artificial APCs affects 

the trafficking of Iip35, an important player in antigen presentation by MHCII in humans (34). 

MHCII molecules, expressed in APCs and activated epithelial cells, are made of an α and a β 

chain that dimerize in the endoplasmic reticulum after biosynthesis (17, 35, 36). The invariant 

chain (Ii) facilitates αβ association, and then drives MHCII out of the ER and towards the 

endocytic compartment known as the MIIC (37, 38). There, MHCII meets and loads up a 

high-affinity exogenous peptide (39-41). The MHCII-peptide complex is then bound to the 

plasma membrane in order to be recognized by a specific CD4+ T cell (42). In humans, there 

are three isotypes of MHCII (HLA-DP, -DQ and -DR) and four isoforms of Ii (p33, p35, p41 

and p43) (43, 44). The two predominant forms of Ii (p33 and p35) differ in a 16 amino acid 

extension bore by p35 at its N-terminal end (44, 45). It has been suggested that this extension 

drives the selection of Iip35, but not p33, in COPII vesicles (34, 46). 

Considering the major role of IFN-γ in the clearance of A/E pathogens, our group 

focused on further dissecting the mechanism of action of NleA on the trafficking of the 

MHCII antigen presentation molecules. We provide evidence that Iip35 is dependent on 
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COPII for ER egress, strongly suggesting that NleA acts through this pathway in order to tone 

down antigen presentation. Finally, our data show that in addition to Iip35, HLA-DQ is also 

negatively regulated by NleA in artificial APCs. This highlights the idea that MHCII evolved 

and diversified to avoid being completely subverted by a single virulence factor or pathogen 

(47-49). On the other hand, considering the variability in the repertoire of peptides presented 

by the three MHCII isotypes, one can suggest that A/E pathogens found a way to alter antigen 

presentation by a MHCII isotype crucial to its clearance. Both scenarios corroborate the fact 

that the everlasting trench war between host and pathogen plays a great role in shaping these 

organisms. 

 

3.5. Methods 

 

Plasmids and cell lines 

The following plasmids were already described: human pcDNA3.1 Iip33, Iip35, Ii 

(p33+p35), HLA-DRα and HLA-DRβ (50, 51); pBud HLA-DR (52); pLNCX HLA-DQ 

(53); pNleA-GFP (31). DRβ/DPcyto, DRβ/DQcyto and DRβAAA.1 cDNA were excised 

from previously described SRαpuro constructs and subcloned into pcDNA3. (52, 53). 

This plasmid and pcDNA3.1 YFP were purchased from Invitrogen. HEK293T cells were 

transiently transfected using polyethilenimine (Polyscience, PA). Cells were cultured in 

DMEM supplemented with 5% FBS (Wisent, Saint-Bruno, Canada). 

 

Antibodies 

The murine BU45 mAb recognizes the C-terminal region of human Ii, and L243 

the HLA-DR dimer (54). For indicated experiments, FITC-coupled L243 and Alexa 

Fluor 647-coupled BU45 (Invitrogen, cat. no. A20186) were used. The Tu169 

(mouse, anti-DQ) mAb was purchased from Biolegend (cat. no. 555562), the D-6 

(mouse, N-terminal region of Ii) mAb and E19-R (rabbit, N-terminal region of Sec23) 
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mAb from Santa Cruz Biotechnology (cat. no. sc- 137217 and sc-12107-R) (50), 

and the rabbit anti-Sec13 pAb from Sigma-Aldrich (cat. no. SAB1411243). For 

secondary antibodies, the Alexa Fluor 488- and 633-coupled goat anti-mouse antibodies 

were used for flow cytometry (Invitrogen); HRP-coupled goat anti-mouse and anti-rabbit 

antibodies were used for Western blotting (Jackson Immunoresearch, PA). 

Flow cytometry 

24 or 48h after transfection, 10
6
 cells were resuspended in staining buffer 

(PBS, BSA 1%). For total staining, cells were fixed 15 min in 4% 

paraformaldehyde, washed three times, and permeabilized for 15 min in staining 

buffer containing 0.05% saponin. Cells were then stained 30 min with the indicated 

primary antibodies in the appropriate staining buffer and washed. The previous step 

was repeated for secondary antibody staining when needed. Cells were analyzed on a 

FACSCalibur® flow cytometer (Becton Dickinson, Mississauga, Canada). 

 

Western blotting 

Cells were lyzed at 4°C in lysis buffer containing 1% CHAPS. Protein G sepharose 

beads (GE Healthcare) were coupled to the indicated antibodies and used for 

immunoprecipitation. Samples were subjected to SDS-PAGE. Proteins were detected by 

chemiluminescence (Roche) 

 

3.6. Results and discussion 

 

Iip35, but not Iip33, directly interacts with COPII subunits 

Previous results from our team show that Iip35 surface expression is affected by NleA 

in artificial APCs, whereas Iip33 is not (34). To further understand the mechanism underlying 
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the effect of that virulence factor over Ii, we looked for direct interaction between Ii and 

COPII subunits. The COPII system is well characterized in yeast and mammals (reviewed in 

(55) and (56)): five subunits form the main core of these vesicles. These are Sar1, Sec23, 

Sec24, Sec13 and Sec31 (57). It is known that Sec24 is tightly related to cargo selection and it 

is also the subunit directly bound by NleA (58). Therefore, we assessed whether Ii could also 

bind to COPII subunits. Cells were transfected with either Iip33, p35 or both. The expression 

of these proteins was confirmed by intracellular staining and FACS analyses and by 

immunoblot (Fig. 3-1A-B). We used a biochemistry approach to detect an interaction between 

Sec23 and the different Ii isoforms. Figure 3-1C clearly shows that Iip35 expressed alone is 

co-immunoprecipitated with the COPII Sec23 subunit, whereas p33 is very slightly detected. 

This suggests an important interaction of Iip35 homotrimers with COPII components, and a 

minor one for Iip33 homotrimers with COPII. The two large bands detected in the p33
+
p35

+
 

lane further confirm this. Since Ii heterotrimers can incorporate both p33 and p35 moieties, the 

p35 moiety interacts with COPII and is co-immunoprecipitated, taking p33 down. Results in 

Fig. 3-1D corroborate those in Fig. 3-1C : Iip35, but not p33, is detected upon CO-IP with 

Sec13. This is reminiscent of the results obtained earlier in NleA assays which showed 

impaired surface expression of Iip35 but not p33 (34).  

 Knowing that Iip33 and p35 differ only in the 16 amino acid extension bore by p35, the 

motif recognized by the COPII subunits must be encoded in this extension (44). However, 

none of the currently identified motifs recognized by Sec24 appears in that sequence (59). It 

has been put forward by Giraudo et al. that the COPII component Sar1 also plays a role in 

cargo selection and recognizes signals made of basic amino acids (46). In that regard, the 

Iip35 N-terminal RRR motif could explain the strong interaction observed with COPII 

components (46). The other arginine residues common to both Ii isoforms could be a signal of 

lesser importance, which would be coherent with the slight interaction detected between Iip33 

and COPII subunits (44, 46, 60). Taken together, our results provide new insight into ER 

egress by Ii complexes, suggesting that the arginine residues common to Iip33 and p35, and 

the ones found in the Iip35 extension make up a strong signal recognized by COPII subunits, 

probably by Sar1. The effect of NleA over Iip35 must therefore be COPII-mediated. 
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Neither HLA-DR nor DQ directly interact with COPII subunits 

Using the same technique, cells were co-transfected with the different isoforms of Ii 

with or without MHCII (HLA-DR or DQ), stained and analyzed by FACS to confirm protein 

expression (Fig. 3-1A), then lyzed and subjected to CO-IP with Sec23 or Sec13. Figure 3-1C 

shows the same Ii detection levels in lanes expressing p35 or the two isoforms, with or without 

MHCII. The slight band observed in the p33
+
MHCII

-
 cells lane also appears when HLA-DQ is 

co-expressed, but it seems to be lost upon co-expression of HLA-DR. The FACS plots of 

Iip33
+
 and Iip33

+
DR

+
 cells show the same expression levels of Iip33, but there is a drastic 

difference in the corresponding cell lysates. This could indicate protein degradation in the 

Iip33
+
DR

+
 sample after cell lysis and explain the undetectable level of Iip33 on immunoblots. 

Another explanation would be the loss of minor interaction between Iip33 and COPII 

components upon co-expression of HLA-DR. That could be related to faster ER egress of p33 

homotrimers bound to MHCII. Since this effect is not seen in the samples from Iip33
+
DQ

+
 

cells, this effect could be specific to HLA-DR. What is common to both Iip33
+
MHCII

+
 lanes 

is that the detection level of Iip33 is not greater than in the MHCII
-
 corresponding condition. 

These findings are corroborated in Fig. 3-1D. That suggests that MHCII does not add to the 

minor Iip33 interaction with COPII subunits and, therefore, the two MHCII isotypes would 

not interact directly with COPII. A simple way to address that issue would be to perform an 

immunoblot for MHCII with the same CO-IP conditions used in Fig. 3-1C-D. 

 

Surface expression of HLA-DQ, but not HLA-DR, is affected by NleA 

In order to deepen our understanding of the role played by NleA in affecting antigen 

presentation by MHCII, we then looked at the surface expression of different isotypes upon 

expression of NleA in artificial APCs. Cells were co-transfected with plasmids coding for 

either HLA-DR or DQ and YFP or GFP-tagged NleA. Intracellular staining and FACS 

analysis confirmed protein expression (Fig. 3-2A). Figure 3-2B clearly clearly shows slight 

but not significant decrease in the HLA-DR surface expression rate upon NleA expression. 

However, there is a dramatic decrease in HLA-DQ surface expression rate when the virulence 
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factor is co-transfected. That data implies that NleA somehow affects the intracellular 

trafficking of HLA-DQ, but not HLA-DR, thereby keeping it from reaching the cell surface. 

Taking together figure 3-1C-D and figure 3-2, we cannot rule out the possibility that the 

mechanism by which NleA affects DQ is COPII-related, but an MHCII immunoblot could 

possibly answer this question. 

 

The NleA effect over HLA-DQ surface expression does not depend on DQβ cytoplasmic tail 

COPII sorting of MHC class I (MHCI) is mediated by the conserved α chain C-

terminal hydrophobic residue, an alanine or a valine, depending on the isotype and allele (61). 

This mechanism may also apply to ER egress by MHCII molecules. All three MHCII isotypes 

α chain bear a leucine residue at their C-terminal amino acid (GenBank M60334.1, 

NM_033554.3, HE965627.1). Leucine is a hydrophobic residue, just like valine and alanine. 

The C-terminal residue differs in every MHCII β chain: HLA-DRβ displays a conserved serine 

residue (UniProtKB O19730), HLA-DPβ an alanine (GenBank M57466.1) and HLA-DQβ a 

histidine (GenBank L34105.1). Serine and histidine are polar residues. We therefore inquired 

if the chemical properties of the MHCIIβ last amino acid could confer resistance to NleA. 

Cells were co-transfected with wild type (WT) HLA-DR, WT HLA-DQ or constructs of DR 

bearing a mutated β chain cytoplasmic region. They also received either YFP or GFP-tagged 

NleA plasmids. The first panel of figure 3-3A shows that the surface expression of WT HLA-

DR is mostly unchanged upon NleA co-expression, as demonstrated in Fig. 3-2B. WT DR was 

used as a negative control for the following conditions. Again we observed a decrease in WT 

HLA-DQ when co-expressed with NleA on panel 5 of Fig. 3-3A. Its significant decrease, as 

compared to WT DR in Fig.3-3B, is coherent with Fig. 3-2B as well. Panels 2-4 of Fig.3B 

correspond to constructs bearing respectively an alanine, a histidine and an alanine at the C-

terminal end of MHCIIβ. As shown on the plots (Fig. 3-3A) and as compared to WT DR on 

the bar chart (Fig. 3-3B), there is no significant difference in surface expression of these 

constructs upon co-expression with either YFP or GFP-tagged NleA. This suggests that there 

is no significant effect of NleA over their surface expression.  
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By relating the behavior of the above mentioned HLA-DR constructs to their sequence, 

it can be appreciated that whether they displayed the WT β chain C-terminal serine residue, or 

a mutated cytoplasmic tail bearing either an alanine or a histidine, their sorting was unchanged 

upon co-expression of NleA. That data shows no correlation between the last residue being 

hydrophobic or not and an effect on surface expression upon co-expression with NleA. Also, 

the simple fact that WT DQβ bears a histidine at this position and is still affected by NleA 

indicates that the last amino acid at this end of MHCIIβ does not dictate the MHCII fate. 

Furthermore, since all MHCII α chains bear a leucine residue at their C-terminal end but are 

differentially affected by NleA, then that residue cannot be accounted for NleA’s effect. 

Considering, the direct effect of NleA over COPII vesicle formation, we may suggest that 

neither the C-terminal residues of MHCII α nor β chain mediate MHCII selection by COPII 

subunits. So to speak, our data concerning MHCII is not consistent with the theory put 

forward for MHCI (61). 

Moreover, if the HLA-DR variant bearing the cytoplasmic region of DQβ could not 

reconstitute the NleA effect on DQ, and considering that COPII selection is usually mediated 

by the cytoplasmic tail signals (62), we may put forward that COPII subunits might recognize 

a signal in DQα which is absent in DRα. In that regard, the observed NleA effect over HLA-

DQ could be attributed to such a motif in DQα. 

 

3.7. Conclusion 

 

Virulence factors are powerful effectors developed by pathogens in order to 

attack their hosts or subvert their defense mechanisms. The NleA molecule produced by 

enteropathogenic Escherichia coli (EPEC) is certainly a great example of a very 

effective virulence factor, since its translocation into human enterocytes induces both 

the disruption in intracellular trafficking and the destruction of the gut’s epithelial 

architecture. It was recently shown that NleA also affects the trafficking of Iip35, which 
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is crucial to antigen presentation by MHCII. Our group now puts forward that this effect 

is the result of COPII disruption by NleA, since Iip35 interacts directly with COPII 

subunits, probably Sar1. We also demonstrate that HLA-DQ surface expression is toned 

down upon NleA expression, unlike HLA-DR which is not affected as much. The 

underlying mechanism could be COPII-related, but it is surely different from the way 

MHCI molecules are selected by COPII subunits. Taken together, our results show that 

EPEC has evolved to develop a very efficient virulence factor able to dramatically affect 

key players from one of vertebrate’s best defense mechanisms: MHCII antigen 

presentation. 
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ER, endoplasmic reticulum; Ii, invariant chain; LEE, locus of enterocyte effacement; MHCI, 

major histocompatibility complex class I; MHCII, major histocompatibility complex class I; 

MIIC, MHCII rich compartment; T3SS, type 3 secretion system. 
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3.13. Figure legends 

 

Figure 3-1. Iip35 directly interacts with components of the COPII system, 

whereas Iip33 does not. HEK293T cells were transiently transfected with different Ii 

isoforms with or without MHCII as indicated. 48h after transfection, cells were 

harvested. (A) The following antibody cocktails were used for total staining: Alexa 

Fluor 647-coupled BU45 (panels 1-3); FITC-coupled L243 and BU45-647 (panels 4-

7). Cells for samples displayed in panels 8-11 were split and stained with either 

BU45-647 only or with Tu169 (anti-HLA-DQ, Biologend) followed by Alexa Fluor 

488 goat anti-mouse (Invitrogen). Cells were analyzed by flow cytometry. Control 

conditions (Ctrl) represent background fluorescence emitted by non-transfected 

stained cells. (B) The rest of the cells was lyzed, (C) subjected to CO-IP with beads 

directed against Sec23 (E19-R, Santa Cruz) or (D) Sec13 (anti-Sec13, Sigma-

Aldrich). (B,C,D) Samples were migrated on 12% SDS-PAGE and blotted for Ii with 

D-6 mAb (Santa Cruz) followed by HRP-coupled goat anti-mouse antibody (Jackson 

Immunoresearch). 

 

 

Figure 3-2. Surface expression of HLA-DQ, but not HLA-DR, is affected by 

NleA. HEK293T cells were transiently transfected in triplicates with wild type WT 

HLA-DR or HLA-DQ, and either YFP or GFP-tagged NleA. (A) 24h after 

transfection, cells were harvested and split for surface or total staining. DR 
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transfected cells were stained with L243 and DQ transfected cells with Tu169 (anti-

HLA-DQ, Biologend). Alexa Fluor 633 goat anti-mouse (Invitrogen) was used for all 

samples as secondary antibody. Cells were analyzed by flow cytometry. Control 

conditions (Ctrl) represent background fluorescence emitted by non-transfected 

stained cells. (B) Surface over total MFI ratios (surface expression rate) were plotted 

and analyzed with non-parametric Student t test. 

 

Figure 3-3. Surface expression of HLA-DR constructs bearing mutations on the 

β chain cytoplasmic tail is not affected by NleA. HEK293T cells were transiently 

transfected in triplicates with either YFP or GFP-tagged NleA and with MHCII 

variants: WT DQ or WT DRα with either, WT DRβ, DRβAAA, DRβ/DQcyto or 

DRβ/DPcyto. (A) 24h after transfection, cells were harvested and split for surface or 

total staining. DR transfected cells were stained with L243 and DQ transfected cells 

with Tu169 (anti-HLA-DQ, Biologend). Alexa Fluor 633 goat anti-mouse 

(Invitrogen) was used for all samples as secondary antibody. Cells were analyzed by 

flow cytometry. Control conditions (Ctrl) represent background fluorescence emitted 

by non-transfected stained cells. (B) Surface expression rates of NleA over YFP were 

plotted and analyzed with one-way ANOVA and all compared to the WT DR control 

with the Dunnett method. 
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3.14. Figures 

 

 

Figure 3 -1. Iip35 directly interacts with components of the COPII system, whereas 

Iip33 does not.  
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Figure 3-2. Surface expression of HLA-DQ, but not HLA-DR, is affected by NleA.  
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Figure 3-3. Surface expression of HLA-DR constructs bearing mutations on the β 

chain cytoplasmic tail is not affected by NleA. 

 



 

 

Chapitre 4. Discussion 

 

L’existence et le maintien dans l’évolution des vertébrés de quatre isoformes de la 

chaîne invariante doit impliquer des fonctions pour chacune d’elles qui sont non-redondantes. 

En ce qui a trait aux deux isoformes prédominantes de l’humain, Iip33 et p35, comme elles ne 

diffèrent que par l’extension cytosolique de 16 acides aminés de p35, cette extension 

supplémentaire doit procurer à Iip35 une variation de la fonction de son homologue p33 (92, 

93). Le motif de rétention au réticulum endoplasmique de p35 est probablement central dans 

cette disparité fonctionnelle. Les contraintes reliées à la formation et au transport de 

complexes αβIi contenant Iip35 ont été investiguées et les résultats sont discutés ci-dessous. 

 

4.1. Le rôle d’Iip35 dans l’assemblage de αβIi 

 Notre groupe a déjà montré que la région cytoplasmique de la chaîne β du CMH II est 

responsable du masquage du motif RXR chez Iip35 (118). De plus, une queue cytoplasmique 

longue de seulement trois acides aminés suffit au masquage (118). Par contre, le mode par 

lequel le masquage survient est méconnu : le CMH II y parvient-il peu importe sa localisation 

dans le complexe (interaction en trans), ou le dimère doit-il être associé directement à Iip35 

(masquage en cis)? Pour déterminer le mode par lequel survient le masquage, des chimères 

couplant la région luminale de la chaîne invariante et celle de la chaîne α ou β de HLA-DR ont 

été réalisées. Ce système vise à forcer l’oligomérisation de ces protéines de manière à obtenir 

uniquement des complexes où DRβ est distant de tout Ii sauvage. De cette façon, l’interaction 

en trans est imposée entre leur queue cytoplasmique respective. L’impossibilité des complexes 

comprenant Iip35 à atteindre la surface cellulaire implique que la queue cytoplasmique de 

DRβ ne parvient pas à masquer l’ERM lorsqu’ils sont distants. Ces résultats suggèrent ainsi 

que l’interaction entre ces deux partenaires doit être directe, ou en cis, pour parvenir au 

masquage optimal.  
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Ce système présente néanmoins ses failles; les chimères produites représentent des 

protéines tronquées et hautement modifiées par rapport à leur homologue physiologique. 

Malgré qu’il ait été montré que leur comportement se compare aux protéines de type sauvage 

(Figure 2-1, p.53), l’important niveau d’altération des protéines est non-négligeable. Ainsi, un 

second modèle, beaucoup plus près des protéines sauvages, a été mis en place. Comme la 

région CLIP est le site majeur d’interaction entre Ii et le CMH II, son altération donne 

naissance à une chaîne invariante pour laquelle l’affinité pour le CMH II est hautement altérée 

(résultats non-montrés). L’attrait de ce modèle demeure simplement dans l’incapacité du 

CMH II à lier Ii; en co-exprimant la forme mutée d’Iip35 et la forme sauvage de p33, ces 

formes hétérotrimérisent et ne permettent l’interaction avec le CMH II qu’au niveau de p33 

(Figure 4-1, p.78). Ainsi, comme avec le système chimérique, on obtient un modèle dans 

lequel l’interaction en trans est imposée, la différence étant que ce nouveau modèle implique 

du CMH II de type sauvage et une chaîne invariante mutée pour une région restreinte. 

Inversement, il serait également possible d’imposer une interaction en cis en utilisant Iip35 

sauvage et Iip33 dont la région CLIP est mutée. Bref, il serait très intéressant de mettre à 

l’œuvre ce système afin de confirmer les résultats obtenus dans le système chimérique. 

 

 

Figure 4-1. Représentation schématisée d’un complexe αβIi pentamérique. Illustration 

d’un complexe dans lequel la région CLIP (jaune) de l’isoforme p35 ne permet pas 

l’interaction avec le CMH II (vert). Le CMH II interagit avec la composante p33 du complexe. 

La queue cytoplasmique de la chaîne β du CMH II est distante par rapport à l’ERM de p35 

(rouge). 
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 Néanmoins, les résultats obtenus avec le système actuel mettent en lumière de 

nouveaux éléments visant à répondre à la controverse sur la stœchiométrie entourant 

l’oligomérisation d’Ii et du CMH II. L’implication générale de nos résultats pointe vers 

l’existence de structures de haut poids moléculaire, en ce sens qu’un homotrimère d’Iip35 doit 

avoir tous ses motifs masqués directement pour sortir du ER. Ainsi, pour atteindre la surface 

cellulaire, un homotrimère p35 doit porter trois dimères de CMH II, correspondant à un 

nonamère. Bien entendu, si ce phénomène est observable in vitro en présence de l’isoforme 

p35 exprimée seule, il n’est pas garanti que ces résultats puissent être extrapolés aux protéines 

sauvages dans les cellules présentatrices d’antigènes. Effectivement, il est connu que la 

balance entre les taux des différentes isoformes est scrupuleusement gardée. Comme Iip33 est 

présente en quantité jusqu’à quatre fois plus importante qu’Iip35 (94), alors la probabilité de 

rencontrer un homotrimère p35 est faible.  

 

 Nos résultats permettent d’ajouter de la puissance à l’argument de l’existence de 

structures heptamériques et nonamériques apporté il y a plusieurs années (122), et sont en 

contradiction directe avec le principe de pentamère obligatoire avancée dernièrement (134). 

Par contre, tel que mentionné plus haut, notre système ne récapitule pas exactement un 

système physiologique, en ce sens que les taux d’expression des isoformes ne sont pas 

respectés. Conséquemment, nos résultats ne peuvent exclure une possible prédominance de 

structures en pentamères en conditions physiologiques, où Iip35 se ferait plus rare. 

 

4.2. Le rôle d’Iip35 dans l’export de αβIi du ER 

 Lorsqu’un complexe αβIi est en mesure de sortir du ER et d’entamer sa progression 

vers le MIIC, plusieurs directions peuvent être prises : le Golgi ou la surface cellulaire (33, 

96). Cependant, les modes de transport empruntés pour entreprendre cette progression 

demeurent nébuleux à ce jour. La protéine NleA, un facteur de virulence produit par plusieurs 

entérobactéries pathogènes, est un outil de choix pour aborder cette question. En effet, NleA 

parvient à contrecarrer le système vésiculaire COPII en liant sa sous-unité Sec24 (277). 
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Lorsque NleA est transfecté en lignée cellulaire, l’export protéique depuis le ER par COPII est 

inhibé à 50% (278). 

 

 Ainsi, dans un système de transfection en lignée cellulaire, un effet drastique de NleA 

sur l’atteinte de la surface cellulaire par les complexes αβIi contenant Iip35 a pu être montré. 

Cette analyse révèle également un effet moindre de NleA sur les complexes contenant 

seulement Iip33. Considérant la relation bien établie entre l’expression de NleA et l’inhibition 

de COPII, ces résultats tendent à montrer un rôle de COPII dans l’export d’αβIi à partir du ER. 

Le degré de co-immunoprécipitation des deux isoformes d’Ii avec des constituants de COPII 

montre une importante corrélation avec l’effet observé en surface lors d’expériences avec 

NleA. Ceci permet donc d’avancer que l’effet de NleA sur Ii soit médié par l’inhibition de 

COPII. L’effet moins important sur Iip33 serait attribuable à sa faible affinité avec COPII. 

Néanmoins, il faut considérer que la plus faible détection de p33 peut être reliée à sa 

progression rapide depuis le ER, puisqu’elle ne subit pas de recyclage au même titre que p35, 

en raison du ERM. 

 

Si les co-immunoprécipitations de composantes du complexe αβIi avec les sous-unités 

de COPII donnent une bonne indication quant à leur interaction directe, une autre approche 

pour montrer que αβIi transite par ces vésicules serait d’inclure dans notre système des 

analogues dominants négatifs de Sar1. Les mutants SAR1[H79G] et [T39N] sont bien 

caractérisés pour altérer la formation des vésicules COPII. Le premier, restreint à l’état GTP 

permet l’assemblage des sous-unités de COPII et la sélection de cargo, mais pas la séparation 

du bourgeon depuis la membrane du ER; le second, restreint à l’état GDP, n’est pas en mesure 

de s’ancrer à la membrane et il n’y a pas formation de bourgeon (205). Dans les deux cas, 

aucune vésicule COPII ne peut émerger du ER. Le même système de transfection pourrait 

servir et être analysé par cytométrie en flux. Néanmoins, comme l’effet de ces variants de Sar1 

a un effet dramatique sur l’export du ER, la viabilité des cellules doit être rapidement affectée 

en les exprimant. L’analyse de transfectants par microscopie confocale est une option 

attrayante, notamment parce qu’elle permettrait de visualiser clairement la sélection des 

différentes isoformes par les pré-bourgeons contenant Sar1[H79G]. Ceci ajouterait du poids à 

l’argument de l’interaction forte entre COPII et Iip35. De surcroît, ceci permettrait de 
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démontrer si l’interaction limitée avec p33 est une question de transit rapide à travers les 

organelles et vers la surface, ou si elle est attribuable au fait que les complexes comportant 

cette isoforme ne dépendent pas de COPII. 

 

Une seconde approche pour approfondir nos connaissances en la matière serait de 

procéder à la mutagenèse de résidus clefs de la queue cytoplasmique d’Iip35 et p33. La sous-

unité Sec24 de COPII est celle généralement associée à la sélection du cargo (166). Par contre, 

ni Iip33 ni p35 ne présentent des motifs identifiés comme reconnus par Sec24 (101, 166). Un 

rôle de sélection a déjà été suggéré pour Sar1, qui reconnaitrait des motifs composés de 

résidus basiques arginine et lysine (208). Ainsi, les quatre arginines présentes dans la région 

cytoplasmique d’Iip33 justifieraient la faible interaction, et les huit arginines et la lysine 

d’Iip35 expliqueraient la forte interaction avec les sous-unités de COPII (101). Des études de 

mutagenèse dirigée contre ces résidus permettraient de définir avec précision s’ils sont 

réellement cruciaux pour l’interaction avec COPII, et quels résidus sont essentiels. 

 

En somme, nos observations tendent à montrer que l’isoforme p35 de la chaîne 

invariante est cruciale pour diriger l’export des complexes αβIi. Néanmoins, nos résultats 

concernant la susceptibilité du CMH II vis-à-vis NleA suggèrent qu’Iip35 ne soit pas seul à 

présenter des contraintes pour son transport intracellulaire. En effet, il semble que NleA 

module également l’expression de surface de HLA-DQ, mais nos résultats 

d’immunobuvardage de type Western ne permettent pas de déterminer si cet effet est médié 

par COPII. Bien entendu, l’analyse de la détection de p33 est une observation indirecte, et il 

serait optimal pour répondre à cette question de détecter directement le niveau de CMH II 

dans ces mêmes échantillons.  

 

Malgré qu’une interaction directe avec les composantes du système COPII n’ait pu être 

démontrée, il peut être suggéré que la susceptibilité de HLA-DQ à NleA induise dans le 

complexe αβIi des contraintes rappelant celles provoquées par Iip35. Ceci illustre bien le rôle 

de la diversité dans le haut niveau de complexité de la voie de la présentation antigénique par 

le CMH II. Advenant qu’une interaction soit montrée entre COPII et DQ, donc que l’export de 

HLA-DQ exprimé seul soit dépendant de COPII, mais que DQ ne puisse entrainer la 
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précipitation de p33, il peut être proposé que l’affinité d’Ii pour COPII prévale sur celle du 

CMH II. Ceci serait probablement explicable par le masquage de motifs reconnus par COPII 

sur le CMH II par la queue cytoplasmique d’Ii. 

 

Une autre alternative pour expliquer les phénotypes observés résiderait dans le niveau 

d’interaction entre DQ et Ii. Notre groupe a déjà montré que DQ n’est pas aussi compétent que 

DR pour masquer l’ERM de p35 et induire son expression à la surface cellulaire, suggérant 

que cet isotype ait effectivement une faible affinité pour Ii, voir qu’il soit Ii-indépendant (118). 

Ainsi, il peut être proposé que DQ ait évolué pour présenter des propriétés caractéristiques de 

la chaîne invariante, en l’occurrence d’Iip35, et médier lui-même sa sélection dans les 

vésicules COPII. Dans ce cas, il serait intéressant d’ajouter HLA-DP à notre système, qui 

montre un phénotype intermédiaire dans le masquage de l’ERM de p35 (118); HLA-DP 

pourrait également être affecté par NleA et médier sa sélection par COPII. 

 

Nos résultats montrent que le principe s’appliquant au CMH I pour sa sélection par 

COPII ne semble pas s’appliquer au CMH II. Par ailleurs, la construction pour laquelle la 

queue cytoplasmique de DRβ a été substituée pour celle de DQβ ne confère pas à DR la 

susceptibilité à NleA qui est démontrée chez DQ. Ceci semble indiquer que l’effet de NleA sur 

le CMH II est indépendant de la chaîne β. Il peut donc être supposé que cet effet soit plutôt 

attribuable à un motif de la queue cytoplasmique de la chaîne α qui soit indépendant du résidu 

C-terminal (Figure 4-2, p.82).  

 

DQB1*0602;  SGVGGFVLGL IFLGLGLIIR QRSRKG.... ....LLH 

DRB1*01:01; SGVGGFVLGL LFLGAGLFIY FRNQKGHSGL QPTGFLS 

DRA1*01:01; VGLV...GII IGTIFIIKGV RKSNAAERRG PL 

DQA1*01:01; GLSVGLVGIV VGTVFIIQGL RSVGASRHQG PL 
 

Figure 4-2. Alignement de séquence des régions transmembranaires et cytoplasmiques 

des allèles de HLA-DR et HLA-DQ utilisés dans cette étude. Les séquences proviennent 

des bases de données GenBank (L34105.1 DQB1*05 :602, M60334.1 DRA1*01 :01, 

HE965627.1 DQA1*01 :01) et UniProtKB (O19730 DRB1*01 :01). 
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Pour répondre à cette hypothèse, une analyse de la séquence de la région 

cytoplasmique de la chaîne α des différents isotypes de CMH II devraient être effectuée, afin 

d’y trouver des motifs interagissant avec COPII. Nos observations suggèrent que ces motifs 

soient présents chez DQ, mais pas chez DR. Tel que suggéré pour Iip33 et p35, des études de 

mutagenèse dirigée permettraient d’identifier des résidus clefs dans cette interaction. 

Évidemment, pour tracer un portrait complet, il serait important d’inclure dans cette étude le 

troisième isotype de CMH II : HLA-DP. 

 

4.3. Perspectives 

Ce projet a permis d’obtenir plus de précisions en ce qui a trait à l’effet d’Iip35 dans 

les étapes précoces menant à la présentation antigénique. Dans le but d’approfondir les 

connaissances obtenues grâce à ce projet, plusieurs expériences additionnelles pourraient être 

effectuées. 

 

4.3.1. Le mécanisme de masquage du motif RXR d’Iip35 par la chaîne β du 

CMH II 

Nos observations suggèrent fortement que l’interaction distale entre DRβ et la queue 

cytoplasmique d’Iip35 ne permet pas le masquage du motif RXR et indique ainsi que le 

masquage en cis soit requis pour éviter la recapture par COPI dans l’ERGIC ou le Golgi. 

Néanmoins, le mécanisme d’action entourant le masquage n’a pas été élucidé. Est-ce une 

question d’encombrement stérique ou de changement de conformation restreignant l’accès de 

COPI au ERM? Trois principes sont mis de l’avant à ce jour, tous par notre laboratoire : pour 

qu’il y ait masquage efficace, il faut à la chaîne β du CMH II une queue longue d’au moins 

trois acides aminés (118), la seule conservation de l’extension de 16 acides aminés au niveau 

cytosolique d’Iip35 ne suffit pour la rétention au ER (302), et le masquage doit être effectué 

en cis ((303), présenté dans ce mémoire). Cette problématique pourrait être abordée en 

produisant des mutants d’Iip35 portant des altérations au niveau cytoplasmique : en changeant 

le positionnement du RXR par rapport à la membrane, la théorie de l’encombrement stérique 
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pourrait être testée. Des mutants dont la taille de la queue cytoplasmique est inchangée, mais 

pour lesquels la séquence est altérée pourraient également être mis à l’étude. Il s’agirait donc 

d’utiliser un système de transfection impliquant la co-expression des mutants d’Iip35 avec le 

CMH II et d’observer la rétention du complexe ou son accès à la surface cellulaire. 

 

4.3.2 Le rôle d’Iip35 dans la présentation antigénique 

Comme nos résultats touchent les stades précoces menant à la présentation antigénique 

par le CMH II, il serait intéressant de vérifier si la composition du complexe αβIi peut 

ultimement affecter cette présentation d’antigènes aux cellules T (94). Une manière d’aborder 

cette question in vitro serait en procédant à des tests fonctionnels. Des transfectants exprimant 

diverses isoformes de la chaîne invariante pourraient être évalués pour l’apprêtement du virus 

de l’influenza X31 inactivé et la présentation du peptide HA307-318, restreint à la présentation 

par le CMH II (25, 163, 304-306). Ces résultats pourraient procurer un tout nouveau rôle aux 

différentes isoformes. Des peptides divers pourraient être testés pour évaluer si telle isoforme 

permet une meilleure présentation de tel peptide; il pourrait être observé qu’une isoforme 

induit généralement une présentation plus efficace, ou alors que les isoformes de la chaîne 

invariante modulent chacune le répertoire de peptides présentés (297).  

 

En ce sens, l’étude du répertoire de peptides présentés par des APCs exprimant 

différents variants d’Ii serait de prime intérêt. Pour ce faire, la technologie CRISPR 

permettrait d’abord d’empêcher l’expression d’Ii endogène soit in vitro dans des lignées de 

cellules B; pour des études in vivo, notre laboratoire détient déjà une souris n’exprimant pas Ii 

(Ii knock-out). Par la suite, les lignées cellulaires pourraient être transfectées de façon stable 

avec des plasmides codant pour chacune des isoformes d’Ii ou les deux. Pour la souris, il 

faudrait créer des knock-in exprimant les mêmes conditions énumérées. Ceci pallierait à 

l’absence de p35 chez la souris (91). La spectrométrie de masse serait une technologie de 

choix pour l’analyse du répertoire de peptides portés dans la niche des molécules de CMH II 

selon la ou les isoforme(s) d’Ii exprimée(s). Évidemment, les études de peptidome dans le 

contexte du CMH II sont nettement compliquées par rapport au CMH I en ce sens que la 
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longueur des peptides est beaucoup plus variable. Néanmoins, ce champ de recherche est 

actuellement en croissance et gagne à être investigué (307, 308). 

 

Pour fournir encore plus d’informations, les différentes souris knock-in et la knock-out 

pourraient être infectées avec la bactérie Citrobacter rodentium de type sauvage ou exprimant 

un NleA inactif (281). L’infection d’animaux de laboratoire permettrait ultimement de 

confirmer le rôle du facteur de virulence NleA dans l’altération de la présentation antigénique 

par le CMH II. Pour y parvenir, la charge bactérienne du côlon, la charge en eau des fèces des 

souris et la période de temps nécessaire pour résilier l’infection sont trois facteurs qui 

pourraient être mesurés. Cette étude démontrerait que les pathogènes causant des lésions 

d’attachement-effacement ont acquis en NleA une arme favorisant leur évasion du système 

immunitaire humain par la subversion de la présentation antigénique. 



 

 

Chapitre 5. Conclusion 

 

La chaîne invariante joue un rôle important dans la présentation antigénique par le 

CMH II, que ce soit par sa fonction de chaperon, de protecteur de la niche ou de guide (154). 

Néanmoins, même si ses différentes isoformes sont largement caractérisées en ce qui a trait à 

leur séquence ou à leurs caractéristiques post-traductionnelles individuelles, peu d’études se 

sont concentrées sur les particularités de complexes comprenant diverses isoformes d’Ii à la 

fois (7, 12, 88, 93, 94, 106-111, 113, 114, 282). De surcroît, dans l’optique où quatre 

isoformes sont conservées chez l’humain, il peut être supposé que celles-ci occupent des 

fonctions distinctes et non-redondantes, justifiant cette conservation. Comme les deux 

isoformes humaines prédominantes – Iip33 et p35 – ne diffèrent que par une extension 

cytosolique de 16 acides aminés portée par Iip35, cette petite région doit nécessairement 

procurer à p35 une fonction particulière. Entre autres, un motif connu de rétention au 

réticulum endoplasmique y est encodé. Ainsi, ce projet visait à évaluer l’effet de cette 

extension sur l’assemblage des complexes αβIi et leur export du réticulum endoplasmique.  

 

Nos résultats montrent que la nécessité du masquage en cis du motif de rétention 

promeut la formation de structures de haute complexité pour la sortie du ER. Par ailleurs, 

Iip35 favorise l’export du ER des complexes αβIi via les vésicules COPII. Ainsi, il peut être 

affirmé que cette extension, et particulièrement son ERM, font d’Iip35 un régulateur clef dans 

la formation et l’export des complexes αβIi. Afin d’étendre le rôle d’Iip35 jusqu’aux 

événements de présentation antigénique, des analyses de fonction et de peptidome gagneraient 

à être réalisées. Comme Iip35 promeut la formation de structures αβIi de plus haute 

complexité, plus de dimères de CMH II doivent se trouver dirigés vers le MIIC pour y 

rencontrer un peptide. Ainsi, il est probable que la présence de l’isoforme p35 de la chaîne 

invariante favorise une présentation antigénique plus efficace. 

 

L’homme présente une chaîne invariante unique, en ce sens qu’aucun analogue de p35 

n’est répertorié chez les autres vertébrés (17, 309-311). L’équilibre dans l’expression des 
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isoformes d’Ii étant strictement régulé, il est de prime importance de comprendre les 

distinctions fonctionnelles entre Iip33 et p35. Ce sujet est d’une importance clinique certaine, 

considérant l’observation de déséquilibre dans le taux des isoformes d’Ii dans plusieurs 

pathologies, notamment dans des cas de diabète auto-immun et de leucémie lymphoïde 

chronique (295-297). Ainsi, le développement des connaissances concernant les particularités 

des isoformes d’Ii est certainement un outil dans la compréhension de ces pathologies. 
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Abstract 

 

Mouse mammary tumor virus superantigens (vSAGs) are notorious for defying 

structural characterization, and a consensus has yet to be reached regarding their ability to 

bridge the TCR to MHC class II (MHCII). In this study, we determined the topology of the T 

cell signaling complex by examining the respective relation of vSAG7 with the MHCII 

molecule, MHCII-associated peptide, and TCR. We used covalently linked peptide/MHCII 

complexes to demonstrate that vSAG presentation is tolerant to variation in the protruding side 

chains of the peptide, but can be sensitive to the nature of the protruding N-terminal extension. 

An original approach in which vSAG was covalently linked to either MHCII chain confirmed 

that vSAG binds outside the peptide binding groove. Also, whereas the C-terminal vSAG 

segment binds to the MHCII α-chain in a conformation-sensitive manner, the membrane-

proximal N-terminal domain binds the β-chain. Because both moieties of the mature vSAG 

remain noncovalently associated after processing, our results suggest that vSAG crosslinks 

MHCII molecules. Comparing different T cell hybridomas, we identified key residues on the 

MHCII α-chain that are differentially recognized by the CDR3β when engaged by vSAG. 

Finally, we show that the highly conserved tyrosine residue found in the vSAg TGXY motif is 

required for T cell activation. Our results reveal a novel SAG/MHCII/TCR architecture in 

which vSAGs coerce a near-canonical docking between MHCII and TCR that allows 

eschewing of traditional CDR3 binding with the associated peptide in favor of MHCII α-chain 

binding. Our findings highlight the plasticity of the TCR CDRs.  
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Introduction 

 

Superantigens (SAGs) are bacterial or viral proteins that have the ability to 

stimulate up to 20% of the total T cell population, bypassing conventional MHC class II 

(MHCII) Ag processing and presentation (1). SAG-activated T cells undergo a strong 

proliferation phase that is followed by either anergy or deletion (2). In contrast to 

canonical MHCII/TCR docking, which relies on the intimate binding of the CDRs to the 

MHCII a helixes and associated peptide, TCR bridging to MHCII by SAGs relies on 

distinct strategies (3). On the one side, they commonly bind to the TCR CDR2, 

framework region 3 (FR3), and hypervariable region (HV4) that are within a specific V 

family (4). On the other side, they either bind 1) the MHCII a-chain, 2) a binding 

interface composed of the MHCII α-chain and associated peptide, 3) the MHCII 

βHis81 residue through coordination of a zinc ion, or 4) the entire MHCII membrane-

distal surface spanning the a-chain, β -chain, and the associated peptide (4, 5). Moreover, 

a handful of SAGs have the ability to crosslink or oligomerize MHCII molecules by 

using both the α- and β-chain binding sites (6). SAGs of viral origin have yet to provide 

a clear picture in terms of their ability to compel such interactions. 

 

The best characterized viral SAGs (vSAGs) are those encoded by the mouse 

mammary tumor viruses (MMTVs). Contrary to other SAGs, vSAGs are produced by 

the host cell machinery and must undergo posttranslational modifications to stimulate T 

cells (7). First, a precursor polypeptide forming a type II transmembrane protein of 37 

kDa is modified by the addition of up to five N- linked glycans (8). Then, the 45-kDa 

glycoprotein transits to the Golgi where it is cleaved at two specific RXXR dibasic 

motifs, resulting in the luminal N-vSAG and C-vSAG (also called 18 kDa) moieties. 

After processing, both N- and C-terminal domains remain noncovalently associated and 

detached from the membrane (9). This maturation allows cells to shed vSAGs, even 

when devoid of MHCIIs, a feature called paracrine transfer (10). Finally, by binding 

both MHCII and TCR, the C-vSAG domain is responsible for cognate T cell 

stimulation (9, 11). Within this fragment is the most polymorphic region of the MMTV 
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SAGs, the C-terminal 21–38 residues responsible for Vβ specificity (12). Extensive 

TCR mutagenesis has revealed that the TCR binding site of C-vSAG includes the TCR 

Vβ FR3 and HV4 (13–17). Interaction with MHCIIs, in contrast, is puzzling and has 

been reasoned from competition experiments in which vSAG and the staphylococcal 

enterotoxin A (SEA) compete for binding on both the α- and β-chains (10, 18). 

 

The molecular basis for successful T cell stimulation by vSAG7 is an interesting 

conundrum. Our group and others have described vSAG presentation to be influenced by 

the peptide repertoire (19, 20). However, it is unknown whether this characteristic is 

linked to vSAG binding to MHCII or TCR recognition of the vSAG-bound MHCII 

complex. Conflicting data of vSAG binding to the MHCII α-chain, β-chain, or peptide-

binding groove exist in the literature and none provided a consensual model on how they 

successfully generate the T cell signaling complex (10, 18, 21, 22). In the present 

study, we sought to determine the topology of the vSAG/MHCII/TCR complex by 

examining the respective relationship of vSAG7 with the MHCII chains, associated 

peptide, and TCR. To this end, we used a panel of covalently linked peptide/MHCII 

molecules, point mutants, and MHCII/vSAG single chain (SC) constructs. Altogether, 

our results define a novel MHCII/SAG/TCR architecture. 

 

Methods 

 

Plasmids and mutagenesis 

The vSAG7 sequence was codon optimized using GeneOptimizer (Invitrogen). 

pBUD-DRα and -DRβ have been described elsewhere (23). Lumenal portions of DRα (aa 

1–191) and DRβ (aa 1–199) were linked to the lumenal part of vSAG7 (aa 67–322) or Ii (aa 

72–297) by the PCR overlap extension method (24). The chains were joined by a small 

glycine-serine linker (G3-S-G3) introduced in DR chains, Ii and vSAG7 using comple- 

mentary overlapping primers. DRα mutants, peptide-linked DRβ (25), hemagglutinin 

SC trimer (HASCT) and SC dimer (SCD)DCt were generated by the PCR overlap 
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extension method using the Phusion polymerase (New England BioLabs). The resulting 

cDNAs were cloned into pCDNA3 vector (Invitrogen) and sequenced. The lHADR, 

CLIP-HADR, and GSPS- HADR peptide-linked DRβ coding sequences were obtained 

by chemical synthesis (Life Technologies) and cloned in pCDNA3. 

 

Abs and reagents 

The VS7 (IgG1) mouse mAb is specific to the C-terminal end of MMTV7 SAG 

(26). L243 (mouse IgG2a mAb) and ISCR3 (mouse IgG2b mAb) bind specific DRα 

conformational epitopes (27). XD5 (mouse IgG1 mAb) binds a linear epitope in the β1 

domain of all HLA-DR molecules (28). BU45 (mouse IgG1 mAb) binds the C-terminal 

portion of human Ii (29), and CerCLIP.1 (mouse IgG1 mAb) recognizes the N-terminal 

portion of CLIP (30). The anti-DRα (antiserum against the DRα-chain) and anti-DRβ 

(anti- serum against the DRβ*0101 chain) were obtained following the immunization of 

rabbits with proteins purified from SDS-PAGE (R.P.S., unpublished). The anti-SEA mAb 

was a gift of Dr. W. Mourad (University of Montreal) (31). SEA was purchased from 

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). 

 

Cell lines and transfections 

Human epithelial HEK 293T, HeLa DM.5 and HeLa CIITA cells (20), and murine 

DAP cells were culture in DMEM (Wisent) with 5% FBS (Wisent), whereas Kmls 13.11 

and Kmls 12.6 T cell hybridomas (32) were cultured in DMEM with 10% FBS. CTLL-2 

(TIB-214; American Type Culture Collection) and HA1.7 TCR+ Jurkat cell line, 

CH7C17 (33), were cultured in RPMI 1640 (Wisent) with 10% FBS and 4 µM 2-ME. 

HeLa and DAP cells were transfected using Lipofectamine LTX reagent (Invitrogen) 

according to the manufacturer’s instructions. The cells were selected for resistance 

against geneticin (500 µg/ml; Wisent), and MHCII+ cells were sorted by flow cytometry 

on a FACSVantage SE (BD Biosciences). HEK 293T cells were transfected using the 

calcium phosphate method as described previously (34) using 8 µg plasmid DNA. Cells 

were harvested and analyzed 48 h after transfection. 
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Flow cytometry 

Cells were incubated in PBS with the primary Ab for 30 min on ice. Cells were 

washed twice with PBS and incubated a further 30 min with the Alexa Fluor 488–coupled 

goat anti-mouse IgG Ab (Invitrogen) for 30 min on ice. After two more washes, cells 

were analyzed by flow cytometry using a FACSCalibur (BD Biosciences). 

Alternatively, cells were incubated for 1 h with SEA on ice and washed twice with PBS 

prior to the addition of Abs. Intracellular stainings were performed as mentioned on 

fixed, permeabilized cells (4% paraformaldehyde, 0.05% saponin). 

 

T cell stimulation assays 

vSAG7-expressing APCs were cocultured at a 1:1 ratio with 5 3 104 T cell 

hybridomas for 18 h at 37˚C. IL-2 production was determined by the ability of the 

coculture supernatant to sustain the proliferation of the IL-2– dependent T cell line 

CTLL-2 and was measured by [3H]thymidine in- corporation (35). Alternatively, the 

IL-2 concentration was determined by cytometric bead array (BD Biosciences). For 

indirect presentation, APCs (donors) were cocultured with BJAB cells (acceptors) and 

responder T cell hybridomas at a ratio of 1:1:1. 

 

Immunoblots 

Cells were lysed for 30 min on ice at a density of       cells/ml in 1% (v/v) 

Triton X-100 in lysis buffer (20 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl) and complete protease 

inhibitor (Roche). Heated (65˚C) or boiled total protein extracts were then separated by 

SDS-PAGE (10%) under reducing conditions, unless mentioned otherwise. Samples 

were transferred to Hybond-ECL nitrocellulose membrane (Amersham Biosciences). 

Membranes were blocked for 1 h with 5% (w/v) dry milk in TBST (TBS with 0.1% [v/v] 

Tween 20). The following steps were also performed in TBST with 5% dry milk. 

Primary Abs to DRα, DRβ, and vSAG7 were incubated for 1 h at room temperature. 

Membranes were washed three times for 10 min and incubated for 1 h with HRP-

conjugated secondary Abs (Bio/Can Scientific) followed by three more 10-min washes. 

Bands were visualized by the BM chemiluminescence blotting substrate (Roche). For 
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endo H sensitivity, 500 U endoglycosidase H (New England BioLabs) was added to the 

protein extract and incubated for 1 h at 37˚C. Samples were analyzed on SDS-PAGE as 

above. 

 

Results 

 

MHCII-associated peptide influences vSAG7 presentation 

It was previously shown that DM-deficient human cells could not present the 

toxic shock syndrome toxin-1 or vSAGs (20, 36). Similarly, presentation of these 

SAGs by cells from H2-DM–deficient mice was inefficient (37–39). DM edits the 

peptide repertoire by exchanging CLIP for a variety of peptides with better kinetic 

stability (40). Thus, we wondered whether the accumulation of CLIP/MHCII 

complexes observed in DM
—

 cells was responsible for the lack of vSAG7 

presentation. We used the well- characterized DM
—

 T2-DR3 cell line (41). In these 

cells, >90% of the DR molecules are loaded with CLIP, a phenotype that is lost upon 

transfection of DM (30). As shown in Fig. 1A, whereas T2- DR3 cells failed to 

present vSAG7, T2-DR3-DM+ cells led to strong T cell proliferation, similar to that 

observed with DM- proficient BJAB and COX B cell lines. Of note, in this experiment, 

vSAG was provided by coculturing APCs with the MHCII
—

 DAP- vSAG7+ cell line 

(10). These results suggest that CLIP/DR3 complexes do not support vSAG7 

presentation. 

 

We next aimed to determine how the CLIP peptide could affect vSAG7 

presentation. Considering the MHCII-associated peptide, vSAG presentation can be 

influenced by 1) peptide flanking residues (PFRs) extending outside the groove, 2) 

peptide protruding side chains, or 3) peptide-induced MHCII conformational change. To 

discriminate between these possibilities, we generated cell lines displaying distinct 

homogenous pMHCII populations by transfecting DRα with various peptide/DRβ 

fusion proteins (42). The mouse DAP cells were chosen as model APCs because they 
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are easily transfected and allow vSAG7-specific T cell stimulation upon cotransfection 

of MHCIIs and vSAG (43). Once stable peptide/DR1 DAP cell lines were obtained, we 

transiently transfected vSAG7 and monitored proliferation of mouse vSAG7- 

responsive T cell hybridomas (44). We used two different hybridomas bearing Vβ6 

regions cognate for vSAG7. Because vSAG7 expression is low, we coexpressed a 

reporter GFP to monitor transfection efficiencies and plotted mean fluorescence 

intensity (MFI) in bar graphs. 

 

First, we tested whether the PFRs of CLIP were affecting vSAG stimulation. We 

hypothesized that the hallmark N-terminal extension of CLIP would affect vSAG7 

presentation based on analyses of CLIP peptides found in T2-DR3 cells, which all bear 

four to six PFRs (35, 45). We generated cell lines expressing MHCIIs charged with 

either long CLIP81–101 (lCLIP) or core CLIP87–101 (cCLIP) peptides (Fig. 1B). To 

ensure that the quaternary structure of the different complexes was not disturbed by the 

peptide, we used two different mAbs: L243, which binds a conformational epitope on 

the DRα-chain, and XD5.117, which binds a linear epitope on the DRβ-chain (28, 46). 

Fig. 1C shows for each cell line the MHCII cell surface expression and the MFI of the 

reporter GFP (lower panels). Both cell lines expressed similar amount of MHCIIs and 

were similarly receptive to DNA upon the subsequent transient transfection of vSAG7 

and GFP. 

 

After vSAG7 transfection, cells were incubated with the Vβ6+ T cell 

hybridomas Kmls 13.11 or 12.6. As shown in Fig. 1D, vSAG7 presentation by lCLIP-

DR was inefficient compared with cCLIP-DR, the latter giving rise to strong T cell 

response. Interestingly, we also observed a decrease in L243 mAb reactivity with the 

lCLIP-DR1 transfectant (Fig. 1C), better portrayed by the graph in Fig. 1E showing 

normalized MFI for L243 over XD5. The reduced L243 reactivity for lCLIP/MHCII 

complexes can either stem from an MHCII conformation alteration or steric 

hindrance between the CLIP81–86 extension and L243. This result suggests that vSAG7 

presentation is sensitive to variations in pMHCII that are also sensed by the mAb L243. 
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However, it is hard to pinpoint whether it is one of these effects, or a combination of 

both, that accounts for the reduction in stimulatory capacity of vSAG7. On the one 

hand, it was reported that the L243- like 14-4-4S mAb, specific for mouse MHCII, 

competes against vSAG7 on I-Ed (47). Likewise, staphylococcal enterotoxin B (SEB), 

which binds to the MHCII α -chain and competes with L243, is also affected by lCLIP 

(48, 49). On the other hand, superimposition of the crystal structures of DR1 bound to 

either CLIP86–101 or CLIP90–101 showed conformational alteration in the loop 

connecting the third and fourth strands of the MHCII β-sheet platform that includes 

lysine α39 (50). Mutation of K39 abolishes L243 and SEB binding but does not affect 

vSAG presentation (51). Therefore, although there is a known conformational change 

between CLIP-MHCII variants, it is unlikely to affect vSAG7 presentation. Taken 

together, these results suggest that the reduced vSAG7 stimulation observed when 

presented by lCLIP-DR1 is due to steric hindrance of vSAG7 by terminal PFRs of CLIP. 

This conclusion is strengthened by the fact that a HA peptide bearing the N-terminal 

extension of CLIP (CLIP81–87) was much less permissive in allowing vSAG7 

stimulation than the wild-type (wt) HA sequence of the corresponding length 

(Supplemental Fig. 1). Also, the above-described data corroborate the notion that vSAG7 

binds to the MHCII α-chain (10). 

 

Secondly, we sought to evaluate the contribution of TCR- contacting peptide 

residues by comparing the capacity of peptides with distinct protruding side chains to 

present vSAG7. To this end, we employed a covalently linked HA307–319 peptide 

(HADR1). We selected this peptide over CLIP given the availability of the HA 

peptide/DR1/HA1.7 TCR structure and of the modified Jurkat cell line expressing the 

HA1.7 TCR (hereafter simply referred to as Jurkat) (33, 52). Our rationale was to be 

able to distinguish both the conventional and vSAG presentation in the same setting, 

using different T cells. Additionally, to minimize adverse effects linked to the bound 

peptide’s primary sequence, we performed the same assays using another peptide 

supporting vSAG presentation, the tetanus toxin peptide (TT829–842). Similar to HA- 

DR1, TT-DR1 has great kinetic stability and also fills the P1 pocket with a tyrosine, 
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thus providing a system to test the exclusive contribution of peptide-protruding side 

chains (Fig. 1B) (53, 54). The TCR contacting side chains of these two peptides were 

interchanged, resulting in the backbone (b) HAb and TTb variants, and involved a 

charge  modification at P-1 (K-Q), a change of a small residue (V) to a bulkier one (I) at 

P2, and finally a change from a positively charged residue to a highly hydro- phobic 

one (K-F) at P8. When any of the peptide-protruding side chains were implicated in 

specific vSAG7 contacts, one should expect to see differential stimulation between 

these peptides, independently of the T cell Vβ specificity. The stably transfected HAβ 

and TTβ constructs (Fig. 1F, 1H) were then tested for their capacity to stimulate T cells 

(Fig. 1G, 1I). Every variant successfully presented vSAG7, suggesting that a peptide’s 

protruding side chains are not critical for vSAG7-mediated response (Fig. 1G, 1I). 

Conversely, presentation of HAb failed to stimulate Jurkat T cells (Fig. 1J), as 

specific TCR contact residues have been modified (52). Many covalently-linked 

peptides supported strong vSAG7 presentation, ruling out a role for the peptide’s C-

terminal linker and thus PFR at this end. Altogether, these results suggest a model in 

which vSAG7 presentation is tolerant to the nature of the peptide’s protruding side 

chains, but can be sensitive to the conformation adopted by the N-terminal extension of 

some peptides. 

 

N-vSAG7 has an overlapping binding site with SEA on the DRb-chain 

The above-described data support the notion that C-vSAG7 binds to the MHCII 

α -chain. However, it has been proposed that the vSAG7 polypeptide has two binding 

sites on MHCII, one of which shares the same interface as SEA on the β -chain or 

binds the peptide-binding groove (18, 21, 22). Maturing vSAGs are composed of two 

domains that remain noncovalently associated upon processing. C-vSAG participates in 

MHCII/TCR bridging but the role of N-vSAG is less clear. To gain insight on the role 

of the latter, we designed two SC polypeptides in which the luminal domain of either 

DR chain is linked to that of vSAG7. These straightforward SCDs were inspired by a 

similar fusion between MHCII and Ii (55). Such SCDs were made possible because HLA- 

DR and vSAG7 are type I and type II proteins, respectively, allowing fusion of the C 
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terminus of DR chains to the N terminus of vSAG7. The resulting DRα- and DRβ-based 

fusion molecules were named αSCD and βSCD, respectively, and are depicted in Fig. 

2A. For brevity, when an SCD is mentioned in an experimental setting, it is always 

cotransfected with its matching complementary wt DR chain partner; for example, DRα 

plus βSCD is referred to as βSCD. 

 

First, we characterized the interaction between the SCDs and their 

complementary MHCII chain partner. For these experiments, we used HEK 293T cells 

given their high transfection efficiency. First, the αSCD apparently failed to form a 

functional complex with DRβ, as judged by the lack of L243 surface staining and the fact 

that DRβ remained entirely EndoH-sensitive (Fig. 2B, Supplemental Fig. 2, left panel). 

Also, the αSCD migrates as two major bands, which are smaller than βSCD and appear to 

be devoid of sugars (Supplemental Fig. 2, middle and right panels). In contrast, the βSCD 

properly associated into heterodimers with DRα, trafficked to the plasma membrane, 

and was recognized by a conformational mAb (Fig. 2B, left panel). Using the anti–C-

vSAG7 mAb VS7, we also observed MHCII-bound vSAGs at the cell surface (Fig 2B, 

right panel). Al- together, these results indicate that only the β SCD can generate 

ordered complexes and allow vSAG surface expression. 

 

Next, to confirm that vSAG7 behaved similar to the wt vSAG when part of the 

βSCD, we verified whether it still competed the binding of SEA. We transfected HEK 

293T cells with either wt DR or βSCD and performed SEA binding assays monitored by 

flow cytometry. Fig. 2C shows the DR (left panel) and SEA (right panel) staining 

profiles, which reveal weak SEA binding to cells expressing βSCD. Once normalized for 

MHCII surface expression, we noted a marked reduction in the binding of SEA for 

βSCD compared with the wt or a control βIi-SCD controls (Fig. 2A, 2D). These results 

indicated that the vSAG moiety on DRβ interferes with SEA binding. However, because 

SEA has a minor low-affinity binding site on the MHCII α-chain, the possibility 

remained that the observed competition was due to the presence of vSAG7 on DRα (56, 

57). To test this, we performed the same experiment using a DRα mutant that is unable 

to bind SEA (DRαK39A) (56). As shown in Fig. 2E, binding of SEA is the same whether 
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DRβ is associated with wt MHCII α-chain or K39A mutant. Moreover, truncating C-

vSAG from β SCD, generating the β SCDΔCt, still reduced SEA binding, confirming 

that N-vSAG7 and SEA have an overlapping binding interface (Fig. 2D). The high SEA 

concentration and affinity for β His81 are factors likely to favor displacement of some 

of the vSAG7 molecules and could explain why competition was not total. Likewise, 

processing of the vSAG7 moiety is observed and could favor its dissociation from 

the β-chain (Supplemental Fig. 2). These data confirmed that N-vSAG has an overlapping 

binding site with SEA on the MHCII β-chain. 

 

vSAG7 does not bind the MHCII peptide groove 

Our results described so far define the binding site of C-vSAG7 and N-vSAG to the 

MHCII α-chain and β-chain, respectively. Thus, it was difficult to envision a model 

where vSAG7 interacted with both DR chains at once. Huber and colleagues (22) 

proposed that a segment of MMTV SAGs (called the MHCII peptide-binding motif) 

interacts with the MHCII peptide-binding groove upon synthesis in the endoplasmic 

reticulum. The MHCII peptide- binding motif is part of N-vSAG and could bridge both 

vSAG segments through the MHCII cleft. To verify whether vSAG7 occupies the 

MHCII groove, we designed a new construct, HASCT, in which the HA peptide was 

appended to the βSCD N terminus (Fig. 2A). Based on the Hsu et al. (22) premise, 

our rationale was that N-vSAG7 would prevent HA binding to the groove. Fig. 3A 

shows the surface DR expression for both βSCD and HASCT in comparison with wt DR 

and HADR. Interestingly, DR surface staining was increased in both transfectants 

expressing the linked HA peptide. These data corroborate well with the in- creased 

stability of MHCIIs when optimal peptide occupies the groove (25). Soluble versions 

of DRβ and HAβ (sβ and sHAβ) chains were used as controls and ruled out 

transmembrane domain–mediated bias between the transmembrane-devoid βSCD and 

controls. L243 MFI ratios of sβ and βSCD against sHAβ and HASCT, respectively,  

showed a 4-fold increase in expression when HA was fused to DRβ (Fig. 3B). That the 

tethered HA peptide increased expression of DR is incompatible with a model in which 

vSAG would occupy the binding groove. 
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To confirm that the HA peptide was lodged inside the groove and not displaced by 

the immature vSAG7 polypeptide, we tested the complex for SDS sensitivity. Indeed, 

HA/DR1 complexes resist SDS denaturation and migrate as compact peptide-loaded 

heterodimers under nonboiled conditions (58). Cell lysates obtained from the 

transfectants presented in Fig. 3A as well as a βIiSCD control were analyzed by SDS-

PAGE. XD5 mAb was used to probe the immunoblots. As expected, in absence of HLA-

DM, neither Ii nor vSAG7 SCDs formed compact complexes with DRα (Fig. 3C, lanes 4 

and 6). In contrast, when HA was linked to either DRβ or βSCD (lanes 2 and 8), compact, 

SDS-resistant heterodimers were observed, confirming that the HA peptide was present in 

the groove. 

 

To unequivocally prove that vSAG7 did not bind to the MHCII cleft, we tested 

whether the HASCT could induce both Jurkat and vSAG-specific T cell responses. To 

this end, we moved from the HEK 293T to HeLa cells, the former being unable to present 

vSAG (20). Of note, although the molecular basis of this defect remains obscure, HeLa 

cells are unable to present vSAGs unless transfected with CIITA or treated with IFN-γ 

(20). This provided a useful system to evaluate the presentation of HA independently of 

vSAG in the absence of CIITA and of both HA and vSAG7 in the presence of CIITA. We 

transiently transfected our various β-chains into either HeLa or HeLa CIITA+ cells and 

assessed the response of Jurkat or Kmls 13.11 cells. As expected, vSAG7 presentation 

only occurred in the presence of CIITA, whether from the SCD or SCT (Fig. 3E). 

Surprisingly, HeLa cells transfected with HASCT failed to stimulate Jurkat cells in 

contrast to the control sHAβ (Fig. 3D). The lack of HA presentation can be attributed to 

either an MHCII conformation flaw or to the vSAG moiety of the HASCT hampering 

proper TCR docking. We argue for the latter alternative because the tested mAbs did not 

distinguished the HASCT from the sHAβ control (Fig. 3A), and in the presence of 

CIITA, HA presentation was restored (Fig. 3D). However, that Jurkat failed to respond to 

the HASCT in CIITA
—

  cells was puzzling. This is not due to degradation of the SCT-

HA peptide and its subsequent association to endogenously expressed MHCIIs, as the 

DRb*0102 allele in the homozygous HeLa CIITA+ cells does not present HA307–318 
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to Jurkat T cells (59) and therefore must arise from the HA-DR1 moiety of the SCT. 

One explanation is that in presence of a pool of MHCIIs, C-vSAG is transferred from the 

processed SCT onto the endogenous pMHCIIs (supporting vSAG presentation), thus 

revealing HA to the HA1.7 TCR-bearing Jurkat T cells. The implications of this finding 

are discussed below. 

 

vSAG7 presentation relies on MHCIIa/TCR interactions 

To better pinpoint the C-vSAG7 binding site on DRα and investigate the TCR 

binding topology, we generated an array of mutants of the α helix lining the peptide groove. 

Most mutants were modeled from DQ2 and I-Aq, which present vSAG poorly and 

span aa 63–68, the interface associated with SEB binding (12). Fig. 4A shows the point 

mutants on the HA-DR1 model (Protein Data Bank no. 1FYT) as well as DRα residues 

implicated in L243 mAb binding (27, 52). Flow cytometry analysis of the resulting 

stable DR expression in DAP cells is given in Fig. 4B as assessed by L243 and XD5 

staining. As above, stable cell lines were transiently cotransfected with vSAG7 and the 

reporter GFP. Then, cells were cocultured with Kmls 13.11 and Kmls 12.6 T cells and IL-2 

production was measured. In an effort to minimize the effect of the cells’ intrinsic 

associated peptides, we coexpressed each DRα variant with the HADRβ-chain. 

Additionally, this allowed us to monitor the stimulation of HA-specific Jurkat cells, which 

could be impeded by the α-chain mutations (Fig.  4D). As  predicted from the 

HA/DR1/HA1.7 TCR cocrystal (52), only mutation of TCR contact residues α64, α65, 

and α67 abrogated presentation of HA  to Jurkat cells. 

 

Of note, the reactivity of L243 was strongly decreased toward DR mutants α63 

and α67 (Fig. 4B). This is best portrayed by the graph in Fig. 4C showing L243 MFI 

over the MFI of the conformation-insensitive XD5 mAb. Surprisingly, those same DR 

mutants had a dramatically reduced ability to present vSAG7 (Fig. 4E, 4F), suggesting 

again overlapping binding regions between L243 and vSAG. Because the side-chain of 

α63 points laterally, the weakened stimulation observed with both hybridomas by the 

αI63E MHCII mutant cell line suggests that C-vSAG7 binding is somehow affected by 
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this mutation. Indeed, a less obstructive mutation, αI63A, restored vSAG7 stimulation 

(Supplemental Fig. 3A, 3B). 

 

Interestingly, whereas DRαA64R allowed a strong Kmls 13.11 stimulation, Kmls 

12.6 failed to respond (Fig. 4E, 4F). This result indicates a TCR recognition effect 

unrelated to vSAG7 binding and highlights the importance of specific DRα/TCR 

contacts for efficient T cell stimulation. In line with this, it became difficult to evaluate 

whether the effect of DRα K67A on vSAG presentation is actually linked to a weakened 

association between vSAG and DRα or to a TCR recognition defect. Indeed, DRα K67 

is characterized by a lack of both L243 reactivity and inefficient presentation of HA 

peptide to Jurkat cells, making both outcomes plausible (Fig. 2C, 2D). Although weak, 

the stimulatory response observed exclusively with the Kmls 13.11 hybridoma suggests 

that TCR recognition is a factor. 

 

The solvent-exposed DRα α helix is used by SEB to bridge TCRs (61). The 

fact that vSAG7 presentation implicates DRα/ TCR interactions demonstrates that the 

topology of the ternary complex is different from the one involving SEB. Interestingly, 

only the DRα mutant A64R cell line was unable to support SEB presentation 

(Supplemental Fig. 3C). The highly conserved A64 is buried inside the SEB/DRα 

interface and the Arg substitute is likely to sterically hinder SEB association, probably 

reflecting the effect of I63E on vSAG7 presentation. Overall, it is apparent that the 

mechanism leading to TCR recognition of the vSAG/MHCII complexes differs from 

SEB and canonical peptide/MHCII recognition. 

 

vSAG7 mediates TCR activation through a conserved TGXY motif 

The specific interactions between the TCR and the MHCII α-chain suggest the 

existence of conserved vSAG/TCR contacts. Given the numerous responsive Vβs for all 

vSAGs, it is unlikely that the TCR interaction is solely based on the polymorphic 

vSAG C terminus, as it would severely impede the likelihood of a cognate partnership. 

Interestingly, an alignment of MMTV SAGs and MMTV SAG-related domain from other 

viruses (e.g., herpesvirus) revealed a conserved TGXY motif (Fig. 5A) located at 
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residues 226–229 of C-vSAG. We mutated the Tyr229 to a Phe and assessed the 

ability of vSAG7-YF to stimulate different T cell hybridomas. Fig. 5B indicates that 

the Y229F mutation introduced either in full length or SC vSAG7 abrogated the 

activity. The TGXY motif could impact vSAG activity in many ways. On the one hand, 

it could perturb C-vSAG binding to MHCIIs or its overall structural integrity. Both of 

these hypotheses are refuted by the fact that the mutation did not affect surface 

expression of MHCIIs or vSAG7 (Fig. 5C, 5D). On the other hand, the Tyr229 could be 

implicated in direct TCR contact. Supporting this mechanism is the presence of a 

similar motif, LGNY, on a SEB contacting loop that interacts with the HV4 region of 

the TCRβ. Accordingly, mutation of the Tyr on SEB prevents its presentation (63, 64). 

Furthermore, Digglemann and colleagues (65) described the region of C-vSAG bearing 

the TGXY motif as part of the TCR-interacting domain. These results suggest that in 

addition to highly polymorphic regions responsible for Vβ specificities, vSAG 

binding also relies on conserved vSAG-specific TCR interactions. 

 

Discussion 

 

The data presented in this study define how vSAG7 bridges MHCII to the TCR. C-

vSAG binds the MHCII α-chain in a conformation- sensitive manner at the interface 

formed between the α helix and the β -sheet platform. We demonstrated that, when 

coerced by vSAG, the TCR recognizes the MHCII in a near canonical manner, which 

constitutes a unique topology among those previously described for SAGs. Next, our 

results suggest that maturing N- and C-vSAG7 bind the MHCII β- and α-chains, 

respectively, on distinct MHCIIs. Finally, we identified a conserved motif in MMTV 

SAGs responsible for TCR binding independently of the TCR Vβ specificity. Based on 

our results and those of others, we propose a model in which the N- and C-terminal 

domains of a single vSAG crosslink two MHCIIs and bridge only specific TCR-

bearing Vβ elements that can be skewed to recognize the MHCII α-chain instead of 

the associated peptide (Fig. 4G). 
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C-vSAG7 binding to the MHCII α-chain is influenced by the associated peptide 

Presentation of vSAG7 requires that MHCIIs be filled with a diverse peptide 

repertoire (11, 20, 38). In the present study, we demonstrated that a single peptide 

supports vSAG7 presentation. However, the MHCII associated peptide must meet certain 

criteria to be part of a permissive pMHCII. By comparing cell lines expressing either 

cCLIP-DR1, lCLIP-DR1, and CLIP-HADR1, we showed that the CLIP81–86 PFRs 

inhibit vSAG presentation (Fig. 1D, Supplemental  Fig. 1). Interestingly, it was 

previously described that CLIP N-terminal extensions also interfered with SEB binding 

to MHCII (49). The crystal structures of CLIP-DR3 and CLIP–I-Ab show that the 

CLIP81–86 N-terminal extension is disordered, suggesting an idiosyncratic effect of this 

CLIP region on vSAG function (66, 67). Future studies will address this issue by 

characterizing the impact of a larger panel of N-terminal extensions linked to various 

core peptides. Nevertheless, knowing the profound effect of PFRs on canonical and 

toxic shock syndrome toxin-1 T cell responses (39, 68, 69), and that DM favors the 

binding of peptides that tightly fit the groove, our findings point to N-terminal peptide 

trimming as a potentially important determinant for vSAG presentation (40, 70). These 

results explain why DM-deficient cells, either murine or human, are unable to present 

vSAG7, as they are predominantly charged with CLIP peptide bearing a 4- to 6-aa 

extension (34, 45, 71). Hsu et al. (22) reported that a DM
—

 B cell line was able to 

present vSAG7. However, as opposed to T2 cells expressing a single MHCII (DR3) or 

our DAP cell lines (DR1), the proportion of the various alleles of DR, DQ, or DP that 

are bound to CLIP at steady-state, or which form of CLIP is bound, was not determined 

in this DM
—

 model. 

 

It is unclear whether the previously reported need for peptide diversity reflects a 

direct contribution of the peptide’s sequence to part of the vSAG binding site or is an 

indirect negative effect echoed in the MHCII conformation. The findings presented in 

this study support the latter hypothesis. It is unlikely that vSAG7 interacts with the 

MHCII-bound peptide’s protruding side chains because severe changes in charge or size 
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between those of HA, TT, and CLIP did not affect their ability to activate Vβ6- and 

Vβ8.1-bearing T cells (Fig. 1, Supplemental Fig. 3D). Although we did not conduct a 

thorough saturation mutagenesis of the peptides, our observation of DRα/TCR contacts 

portrays a setting in which vSAG7/peptide interactions are improbable (see below). Our 

results suggest that C-vSAG7 binds to the lateral interface formed by the solvent-exposed 

DRα α helix/β-sheet junction (Fig. 4A), an area highly susceptible to peptide-induced 

conformational changes (72). That HA-DR1αI63E, but not HA-DR1αI63A, reduced 

both L243 mAb reactivity and vSAG7 presentation capabilities points to an MHCII 

conformation defect (Fig. 4C, 4D, Supplemental Fig. 3A, 3B). It was previously 

reported that mice expressing Eα-bound I-Ab  as the sole pMHCII were unable to 

mount vSAG7-specific responses, supporting the conclusion that a diverse MHCII 

peptide repertoire was required (38). In light of our results, we can speculate as to why 

this pMHCII failed to present vSAG. The Eα(52–68) peptide bears no N-terminal PFRs, 

and the C-terminal linker between the peptide and the MHCII β-chain does not 

influence vSAG presentation. Thus, as previously presented by the authors, the inability 

of Eα–I-Ab to successfully present vSAG must be due to its intrinsic conformation (38). 

In- deed, whereas the 25-9-17 mAb binds a panel of peptide-bound I-Ab, Eα–I-Ab was 

not recognized (73, 74). One possibility is that vSAG7 binding is affected by the aF24 

residue, reported to be pushed outward by the bulky p1-filling Phe of Eα at the C-vSAG7 

binding site (75). Although we did not observe an effect of a Y-A substitution at the p1 

HA residue (Supplemental Fig. 3E), it would be interesting to determine whether a 

bulkier amino acid (e.g., Trp) substitution would reduce vSAG7 presentation 

accordingly. Collectively, these results indicate that the interface formed on the DRα α 

helix/β-sheet junction is paramount for vSAG7 binding and that its presentation is 

vulnerable to both peptide-mediated conformational changes and N-terminal PFRs. 

 

TCR engagement by vSAG7 is unique among SAGs 

Most of the SAG-mediated T cell signaling complexes outline a typical 

interaction between the TCR Vβ and the SAG, where the Vα sometimes participates in 

MHCII β-chain binding (4, 76, 77). Consequently, Vβ/MHCII α-chain contacts are 
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sterically precluded by the bound bacterial SAGs. Given the lack of an MMTV SAG 

crystal structure, it is challenging to predict how vSAGs force MHCII/TCR 

association. Previous analyses of the response of mature peripheral T cells against 

vSAGs have clearly established that non-Vβ components of the TCR are involved in 

the pMHCII/vSAG7 complex recognition (78–81). The Vα-chain was shown to be an 

important part of the complex, and a skewed repertoire in responding cells has been 

identified (82, 83). Within a given Vα family, reactivity was seen with only certain 

Vβ subfamily members (83, 84). Thus, the variations in the CDR regions, especially 

CDR3, are likely to affect the capacity of these TCRs to bind the MHCIIs and might be 

at the origin of many of the reported cases of MHCII allelic/isotype restriction (32, 47, 

83, 85). 

 

Based on these facts and our results demonstrating that DRα A64R and K67A 

mutant cell lines differentially stimulated distinct hybridomas bearing the same Vβ, it is 

clear that the TCR/MHCII contacts are imperative to vSAG7 signal transduction (Fig. 

4E, 4F). Moreover, these findings highlight direct MHCII α -chain/ TCRβ contacts and 

would imply that vSAG7-mediated TCR engagement resembles that of conventional 

peptides, as hypothesized by the Marrack and Kappler group following their discovery 

that the TCR βT24Y mutant abrogated both conventional Ag and vSAG presentation 

(13, 86). Along the same lines, our MHCII α64 and α 67 mutants were also unable to 

trigger HA-specific activation of Jurkat cells (Fig. 4D). Based on the crystal structure 

of HA/DR1/HA1.7 TCR, DRα A64 and K67 are bound to the CDR2β D51 (52). 

However, one must be cautious in unifying these results. Indeed, as we have shown 

with our many different peptide/MHCII combinations, the peptide’s protruding side chain 

did not affect vSAG response by the tested hybridomas, as would be expected in a 

traditional pMHCII-TCR setting (Fig. 1). Furthermore, mutations at residues α 65 and 

α 68, which are also implicated in TCR binding (52), had no effect on the ability of 

MHCIIs to present vSAG7 (Fig. 4D, 4E). Thus, it is fitting to picture a near canonical 

docking between MHCII and TCR that is coerced by vSAG. Such architecture allows 

eschewing of traditional CDR1/3 binding with the associated peptide in favor of 
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MHCII chain binding as proposed by Nguyen et al. (87). These Vα/MHCIIβ and 

Vβ/MHCIIα contacts remain to be verified biochemically (88). 

 

A large body of literature suggests that the β-chain junctional region could 

influence TCR recognition of vSAGs (79, 89–91). Especially relevant was the 

demonstration by many groups that Vβ6 thymic deletion is incomplete in vSAG7+ 

mice and that Vβ junctional diversity regulates vSAG reactivity (91, 92). At first 

glance, the need for a diverse peptide repertoire and the importance of Vβ junctional 

diversity may seem paradoxical. Because many peptides support vSAG binding, we do 

not expect skewing in CDR3. However, our results point to the existence of 

nonpermissive peptides regulating vSAG binding and to unconventional interactions 

between MHCII and TCR. In order words, there may be extra pressure on CDR3s to 

have more intimate contacts with the MHCII chains than during canonical peptide 

recognition. In- deed, thymic positive selection does not directly influence the fine 

specificity of T cells toward MHCII, and it has been suggested that TCR/MHCII 

interactions taking place during vSAG presentation are unconventional and linked to 

TCR recognition of haplotype- specific MHCII residues (79, 87). This is in line with 

the recent demonstration by Kilgannon et al. (92) that three of eight Vβ6+ T cells, 

although all specific for the same pMHCII (K5–I-Ad), did not respond to vSAG7. 

 

A recent report by Stadinski et al. (93) stressed the fact that TCR specificity for 

pMHC ligands is not driven by germline-encoded pairwise interactions. Notably, they 

described a single TCR Vβ using alternate strategies to bind pMHC when paired with 

different Vα. The authors argued that because CDR1 and CDR2 loops have the 

flexibility to bind their ligands in many ways, this could not fit a pairwise coevolution 

model. Accordingly, it demonstrated that the CDR3 loops can markedly alter those 

evolutionarily selected contacts (94). Canonical CDR/pMHCII contacts can differ under 

different pressures, supporting a model in which vSAG enforces such unconventional 

docking. 
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vSAG7 moieties bind distinct MHCIIs 

Given that vSAG7 N- and C-terminal moieties bind respectively the MHCII β1 and 

α1 domains, one must ask how such binding is possible while remaining 

noncovalently associated. We propose a model where C-vSAG binds the α-chain of an 

adjacent MHCII, while still bound to N-vSAG, with the latter attached to the β-chain. In 

other words, unable to reach the α-chain of its MHCII partner in cis, C-vSAG interacts 

with another MHCII in trans. This model highly resembles the manner in which SEA 

crosslinks MHCII molecules via a low-affinity binding site to the α-chain and the Zn-

dependent binding site on the β-chain (95, 96). In the context of the SCT, our results 

showing that HA presentation to Jurkat cells is null in endogenous MHCII
—

 as opposed 

to MHCII+ cell lines strongly support such a model (Fig. 3D). Indeed, we speculate 

that in the absence of surrounding endogenous pMHCIIs, both vSAG7 moieties remain 

associated with the parent MHCII, blocking the groove and preventing the TCR from 

recognizing the HA peptide. Also, because each MHCII is covalently linked to vSAG, 

it is possible the C-vSAG prevents any approaching vSAG from contacting the a-chain in 

trans. In contrast, in HeLa CIITA cells, C-vSAG7 will find numerous vSAG-free 

endogenous MHCII α -chains to associate with, freeing the MHCII membrane-distal 

region for the HA-1.7 TCR binding. Although our data best fit a model where vSAG 

crosslinks MHCII molecules, we cannot entirely rule out that vSAG binds across the 

groove on the α- and β -chains of a single molecule. Biochemical and crystallographic 

studies will be needed to decisively demonstrate the binding of a single vSAG to two 

distinct MHCII molecules. 

 

Highly conserved TCR binding motif in vSAGs 

Our results indicate a more intricate vSAG7 presentation than previously 

acknowledged. vSAG stimulatory activity is paired to the TCR interaction of DRα, a 

structural aspect that will likely modulate its potency in terms of the responding T cell 

repertoire and the strength of the signal. Additionally, vSAG recognition of specific TCR 

vβ elements is mediated through its C-terminal 30 or so highly variable amino acids, 
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complicating speculation as to how this family of vSAGs could mediate such a broad 

immune response without a conserved binding scheme. 

 

In conclusion, our observation that conserved DRα residues are implicated in the 

recognition of the vSAG/peptide/MHCII by the TCR suggests that T cell activation is 

influenced by the polymorphic CDR3β region, linked to the recognition of the MHCII 

a-chain. To our knowledge, this represents a novel SAG-mediated MHCII/TCR 

architecture. According to a recent study by Nur-ur Rahman et al. suggesting that the 

TCR CDR2β is the critical determinant for the functional recognition of bacterial 

SAGs, it is clear that the topology of vSAG differs from those previously described 

(97). Because both the MHCII allele and associated peptide influence the potential 

interaction between MHCII and TCR, a given TCR could only recognize a fraction of 

the vSAG/ pMHCII complexes (79). MMTV SAGs are expressed at very low density on 

the cell surface and still remain highly potent T cell activators. This expression pattern 

is of great importance, as it mimics the low density of conventional antigenic 

peptide/MHCII complexes, critical for T cell activation (98, 99). 
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terminal viral superantigen; FR3, framework region 3; HA, hemagglutinin; HASCT, 

hemagglutinin single chain trimer; HV4, hypervariable region 4; lCLIP, long CLIP; MFI, 

mean fluorescence intensity; MHCII, MHC class II; MMTV, mouse mammary tumor virus; 

N-vSAG, N-terminal viral superantigen; PFR, peptide flanking residue; s, soluble; SAG, 

superantigen; SC, single chain; SCD, single chain dimer; SCT, single chain trimer; SEA, 

staphylococcal enterotoxin A; SEB, staphylococcal enterotoxin B; TT, tetanus toxin; vSAG, 

viral superantigen; wt, wild-type. 
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Bandeira, and A. Coutinho. 1990. Vb17 gene polymorphism in wild-derived mouse 

strains: two amino acid substitutions in the Vb17 region greatly alter T cell receptor 

specificity. Cell 63: 717–728. 

16. Herman, A., J. W. Kappler, P. Marrack, and A. M. Pullen. 1991. Superantigens: 

mechanism of T-cell stimulation and role in immune responses. Annu. Rev. Immunol. 9: 745–

772. 

17. MacNeil, D., E. Fraga, and B. Singh. 1992. Inhibition of superantigen 

recognition by peptides of the variable region of the T cell receptor b chain. Eur. J. 

Immunol. 22: 937–941. 

18. Torres, B. A., N. D. Griggs, and H. M. Johnson. 1993. Bacterial and retroviral 

superantigens share a common binding region on class II MHC antigens. Nature 364: 152–

154. 

19. Pullen, A. M., and L. Y. Bogatzki. 1996. Receptors on T cells escaping 

superantigen-mediated deletion lack special beta-chain junctional region struc- tural 

characteristics. J. Immunol. 156: 1865–1872. . 
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Figure legends 

 

FIGURE 1.  vSAG7 presentation is dictated by the MHCII-associated peptide. (A) 

vSAG presentation by DM+ and DM
—

 B cell lines following vSAG transfer from the  

vSAG7+ DAP cell line (10). Presentation is monitored by the stimulation of Vβ6- and 

8.1-bearing T cell hybridoma Kmls 13.11 and KR3+. BJAB (DR3) is used as a positive B 

cell control and COX is a DR3+DM+ B cell line. (B) Sequence alignment of different 

peptide constructs covalently linked to DRβ used to assess vSAG presentation. 

Peptides are aligned according to the residue filling the P1 pocket. Asterisks above the 

sequences mark the protruding side chains at positions P1, P2, and P8. MHCII cell 

surface expression of DAP cells transfected with DRα and cCLIP or lCLIP (C), HA or 

HAb  (F), or TT or TTb (H) stained with either L243 or XD5 anti-DR mAbs. The MFI 

values for cell surface expression are shown are shown in the lower right corner of each 

histogram and are colored according to the legend. Bar graphs below the histograms 

represent the MFI of the GFP control plasmid cotransfected with vSAG7 to monitor the 
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transfection efficiency. L243/XD5 MFI ratio of the two CLIP variants, cCLIP87–101 and 

lCLIP81–101, are shown in (E). 

 

FIGURE 2. The N-terminal domain of vSAG7 overlaps the SEA binding site on the 

MHCII β-chain. (A) Schematic representations of the constructs used throughout this 

study. Different peptides were appended to DRβ (pepDRβ) C terminus based on the 

strategy by Kozono et al. (25). The C terminus of DR1 β -chains was covalently attached 

to the N terminus of Ii (IiSCD), vSAG7 (SCD), or N-vSAG (SCDΔCt) by a flexible 

GLY-SER linker. Similarly, the C terminus of DR1 α-chain was covalently attached to the 

N terminus of vSAG7 (αSCD). In the SCT, a peptide was also linked to the N terminus of 

the SCD. The linkers between DR and either the peptide, vSAG7 or Ii, are represented as 

light gray boxes. The arrowheads represent the three vSAG7 cleavage sites. (B) L243 and 

VS7 cell surface staining of HEK 293T cells transfected with the αSCD or βSCD and the 

appropriate complementary DR chain or a wt DR and vSAG7 control. L243 and VS7 

mAbs recognize a conformational epitope on DRα and the C-terminal end of vSAG7, 

respectively. (C) HEK 293T cells were transiently transfected with wt DR and vSAG7, 

DRα and the βSCDs, or βIiSCDs. Forty-eight hours after transfection, cells were harvested, 

split, and incubated on ice with L243 or SEA for 3h. After washing, bound SEA was 

detected by flow cytometry using an anti-SEA mAb. These staining profiles are 

representative of at least five independent experiments. (D) The MFIs were plotted as a 

ratio where the error bars represent the SD to the mean of three stainings on independent 

populations of transfected cells. (E) Same as (D), but using DRα K39A mutant, which 

prevents SEA binding to the α-chain. All data are representative of at least three 

independent experiments. 

 

FIGURE 3. vSAG7 binding to MHCII α- and β-chains occurs on distinct MHCII 

molecules. (A) Cell surface expression of MHCII on HEK 293T cells transfected with 

DRβ or HAβ (left panel) and βSCD  or HASCT (right panel) stained with the L243 

mAb. (B) The MFIs of the transfectants bearing the HA peptide were plotted as a ratio 

against the ones without HA. The error bars represent the SD to the mean of three 
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stainings on independent populations of transfected cells. (C) Compact SDS-resistant 

and -sensitive forms of DR were assessed by immunoblot (IB) analysis of total protein 

extracts (boiled or heated to 65˚C) from the transfectants in (A). Ii-SCD (βIi) was used as 

control. The IB was revealed with the anti-DRβ mAb XD5. The two compact 

complexes are marked with I or II (lanes 2 and 8) and schematized next to the gel. (D) 

Com- parison of HA-specific T cell stimulation between endogenous MHCII+ or 

MHCII2 HeLa cells transfected with different MHCII β -chains. (E) Same as (D) but 

comparing vSAG7-specific T cell stimulation. All data are representative of at least three 

independent experiments. 

 

FIGURE 4. Residues on the MHCII α-chain act in tandem with vSAG to engage 

TCRs. (A) Depiction of the MHCII with a close-up on the peptide- binding groove that 

highlights DRα α helix spanning mutants (pink) and the L243 mAbs binding site (red), 

depicted as sticks. The α-chain, β-chain, and peptide are green, blue, and yellow, 

respectively. (B) MHCII cell surface profiles of DAP cell lines transfected with 

HADRβ and different DRα mutants as stained with L243 and XD5 mAbs. The MFIs are 

shown in the lower right corner of each histogram and are colored according to the 

legend. Cotransfected GFP protein was used to monitor the transfection efficiency of 

vSAG7, and MFIs are shown as bar graphs next to histograms. (C) L243 and XD5 MFI 

ratios derived from (B). Cell lines from (B) were transfected with vSAG7 or a mock 

control before monitoring Jurkat (D), Kmls 13.11 (E), and Kmls 12.6 (F) T cell 

proliferation. All data are representative of at least three independent experiments. (G) 

Model of vSAG7 binding to MHCII and TCR in which the multiple binding regions 

between vSAG7, both MHCII chains, and the TCRs are highlighted. The N-vSAG and 

C-vSAG moieties remain noncovalently associated after processing and lead to the 

crosslinking of MHCII molecules. Binding of C-vSAG7 to the MHCII α-chain is 

conformation-dependent and abrogated by a peptide N-terminal extension. The TCRβ 

CDR3 binds the MHCII α-chain specifically instead of the peptide, whereas vSAG 

binds the FR3 and HV4 region of the Vβ. The exact nature of Vα binding to the MHCII β 

remains to be fully characterized (60). 
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FIGURE 5. A conserved TGXY motif is central to the activity of vSAG7. (A) 

Sequence similarity among 18 MMTV SAG proteins or vSAG-like domains. The 

height of a particular position is proportional to the frequency of the corresponding 

residue type between the aligned sequences and to the sequence information in the 

alignment and its given bits (62). The residue numbering is based on the vSAG7 

protein (GenBank ID M90535.1). T, G, and Y of the motif are colored a lighter 

shade of gray. (B) Functional assay of transiently transfected HeLa CIITA cells with 

multiple β-chains against the vSAG7-reactive Kmls 13.11 T cell hybridoma. (C) L243 

cell surface expression profiles of DRα transiently cotransfected with either the βSCD 

or the Y229F mutant. (D) Ratios between DR and vSAG MFIs were plotted from the 

transfectants in (C), and the error bars represent the SD to the mean of three 

independent experiments. 
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Figures 

 

 

FIGURE 1.  vSAG7 presentation is dictated by the MHCII-associated peptide. 
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FIGURE 2. The N-terminal domain of vSAG7 overlaps the SEA binding site on the 

MHCII β-chain. 
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FIGURE 3. vSAG7 binding to MHCII α- and β-chains occurs on distinct MHCII 

molecules. 
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FIGURE 4. Residues on the MHCII α-chain act in tandem with vSAG to engage TCRs. 
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FIGURE 5. A conserved TGXY motif is central to the activity of vSAG7. 

 

Supplementary data 

 

 

Supplemental figure 1: The N-terminal extension of CLIP (CLIP81-87) negatively 

modulates the presentation of vSAG7. (A) Primary sequence alignment of the peptide-DRβ 

constructs used in this study. Peptides are aligned according to the residue filling the P1 

pocket. Asterisks above the sequences mark the protruding side chains at positions P-1, P2 and 

P8. (B) DAP cells were stably transfected with vSAG7, DRα and the various peptide-DRβ 

SCDs. Cells expressing MHCIIs were sorted by flow cytometry using L243 (MFI for 

lHADR: 83; CLIP-HADR: 110; GSPS-HADR:140). Cells were co-cultured overnight with the 

T cell hybridoma Kmls13.11 at an equal cell ratio and IL-2 production was assessed by 

cytometric bead array. Co-cultures were done in triplicates and error bars represent the 
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standard deviation to the mean. The data is representative of two experiments performed with 

independent stable transfections.  

 

 

Supplemental figure 2: Maturation and proteolytic cleavage of the SCDs. Lysates of cells 

trans- fected with the αSCD or βSCD and their respective complementary MHCII chains 

were split in two and treated or not with EndoH. Samples were separated by SDS-PAGE and 

immunoblotted for DRα, vSAG7 or DR . Control (untransfected or wt DR) and vSAG7 

transfected cells were also given the same treatment. The molecular weight (kDa) is given on 

the left side and the + or - signs indicate whether EndoH treatment was performed. 
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Supplemental figure 3: C-vSAG7 binding to the MHCII α chain is conformation 

sensitive. (A) Cell surface profiles of DAP cell lines expressing HADRβ and the I63A DRα 

mutant stained with the L243 and XD5 mAb. The MFI are shown in the lower right corner of 

each histogram and are colored with respect to the legend. Co-transfected YFP protein was 

used to monitor the transfection efficiency of vSAG7 and MFI are shown as bar graphs below 

histograms. (B) Cell lines from A were transfected with vSAG7 or a mock control before 

monitoring Kmls 13.11 and Jurkat T cell proliferation. (C) SEB presentation to Kmls 13.11 T 

cell hybridoma of multiple DRα mutant cell lines. (D) Peptide protruding side chains do not 

affect vSAG7 presentation. Transfected cell lines from Fig. 1F were used as APCs to stimulate 

Vβ8.1+ bearing T cell hybridoma KR3+. (E) Small peptide anchor residue substitution at p1 

does not affect vSAG presentation. DAP cell lines expressing DRα and HAβ or HAp1β 

mutant Y-A were transfected with vSAG7 or a mock control prior to T cell presentation to the 

Vβ6 and Vβ8.1 bearing Kmls 13.11 or KR3+ T cell hybridomas, respectively. The HAp1β 

mutant encodes a HA peptide with the Tyr P1 anchor residue mutated for an Ala. 
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Abstract 

 

Four different isoforms of the human invariant chain (Ii) have been described (p33, 

p35, p41 and p43). These heterotrimerize in the endoplasmic reticulum (ER) before 

associating with MHC class II molecules (MHCIIs). However, the final stoichiometry of the 

Ii/MHCII complex remains debated. This is particularly interesting as both p35 and p43 

include a di-arginine motif that requires masking by MHCII to allow ER egress. Here, to 

functionally address the requirement for stoichiometric interactions, we used a recombinant 

DR heterodimer bearing its own cytoplasmic di-lysine ER-retention motif (DRKKAA). When 
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coexpressed with p33 and a control myc-tagged DR (DRmyc), DRKKAA was retained in the 

ER but had little impact on surface expression of DRmyc. However, when coexpressed with 

p35, DRKKAA restricted the surface expression of DRmyc, indicating that Ii trimers can be 

loaded with more than one MHCII. Similar results were obtained using HLA-DQ instead of 

DRmyc, showing that a single trimeric Ii scaffold can include distinct MHCII isotypes. 

Altogether, these results demonstrate that the subunit stoichiometry of oligomeric Ii/MHCII 

complexes is influenced by p35. 

 

Introduction 

 

In the endoplasmic reticulum (ER), the invariant chain (Ii; CD74) functions as a 

scaffold protein for MHC class II molecules (MHCIIs) (1). As a result of alternative 

splicing and different start codon usage, humans express four Ii isoforms (p33, p35, 

p41 and p43), of which p33 and p35 are the most predominantly expressed (2-4). Both 

p35 and p43 bear a 16-amino acid cytoplasmic extension including a strong di-arginine 

(RxR) ER-retention motif (5,6). Our earlier work has shown that the ‘masking’ of the 

RxR motif is strictly dependent on MHCII binding and requires the β chain cytoplasmic 

domain (7).  

 

All Ii isoforms contain cytoplasmic leucine-based endosomal sorting signals as 

well as a luminal class II-associated invariant chain peptide (CLIP) and a C-terminal 

trimerization domain (8,9). According to the current model proposed by Roche et al. 

(3), three MHCII αβ heterodimers associate with a preformed Ii trimer, creating a 

stoichiometric structure (α3β3Ii3) that exits the ER. Once in endosomes, Ii is 

degraded, leading to disruption of the nonamer and the generation of CLIP in the 

peptide-binding groove of MHCII (10). HLA-DM catalyzes the exchange of CLIP for 

high-affinity peptides (11).  
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A recent report showed that soluble human Ii and MHCII coproduced in cell 

lines are secreted around a trimeric Ii scaffold as either pentamers, heptamers or 

nonamers (12). However, Koch et al. (13), challenged the existence of high-order 

structures and postulated that due to structural constraints imposed by the anchoring 

membrane, Ii and MHCIIs can only form pentamers (α1β1Ii3). Given the divergent 

results obtained so far using traditional biochemistry techniques (3,13), we chose to shed 

new light on the assembly and stoichiometry of the complex using a functional approach. 

Our data revealed that although nonamer formation is not a prerequisite for ER egress, 

the presence of p35 favors the inclusion of more than one MHCII per Ii trimer. 

 

Methods 

 

Plasmids and mutagenesis 

The pBud DRαβ and pLNCX DQ plasmids have been described previously (7,24). The 

DRβ chain was subcloned into pcDNA3.1/myc (Invitrogen, Burlington, ON, Canada) to 

generate DRβmyc. DRα and p35LIML, p33LIML, pBud p35LIMLS6,8A and DRβKKAA 

were subcloned into pcDNA3.1 from previously described constructs or were generated 

by PCR using mutagenic primers (7,15). All Ii molecules used in this study had mutations 

disrupting their cytoplasmic leucine-based endosomal sorting signals (p33LIML, p35LIML 

and p35LIMLS6,8A). This maximizes the surface expression of Ii upon ER egress, 

allowing us to easily ascertain transfection efficiency (15).  

 

Antibodies 

The following mouse monoclonal antibodies were described previously (7,24): L243 

(HLA-DR); CerCLIP.1 (CLIP); HLA-DQ FITC (Life Science, Memphis, TM, USA) and 

9e10 (myc-tag; Biolegend, San Diego, CA, USA). Secondary Alexa-fluor-coupled 

antibodies (Invitrogen) were used for flow cytometry. 

 

  



 

cl 

 

Transfections and flow cytometry 

HEK 293 T cells (3.5 million; ATCC CRL-11268) were plated in Dulbecco’s 

Modified Eagle’s Medium supplemented with 5% fetal bovine serum (Wisent, St-Bruno, 

QC, Canada) in a six-well plate. After 8 h, cells were transiently transfected in 

triplicates using 3 µg polyethylenimine (Polysciences, Warrington, PA, USA) per mg of 

DNA. Two µg of each DNA were transfected for each condition and, when necessary, 

empty plasmids were used to adjust the final DNA concentrations. After 48 h at 37°C, 

cells were harvested and washed in phosphate-buffered saline. To determine surface 

expression, live cells were stained on ice and analyzed by flow cytometry on a 

FACSCalibur (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA). For total expression, cells were 

fixed in 4% paraformaldehyde, permeabilized with saponin 0.05% and  stained, as 

described previously (24).  

 

Results and discussion 

 

p35 affects the stoichiometry of the MHCII/Ii complex 

To determine functionally if more than one MHCII incorporate a given Ii trimer, 

we needed a cellular system expressing two distinct MHCIIs, one of which was unable 

to egress from the ER. This was achieved by designing a MHCIIβ chain bearing its 

own di-lysine (βKKAA) ER-retention motif (Figure 1a). The C-terminal cytoplasmic di-

lysine sequence acts as a strong retention signal for ER-resident type I proteins and 

recombinant reporter molecules displaying this motif localize in the ER (14). Also, we 

engineered a distinct control MHCIIβ chain bearing a myc tag (DRmyc) instead of the 

di-lysine signal (Figure 1a). We reasoned that if an Ii trimer was to bind more than one 

MHCII, the ER-retained variant of DR (DRKKAA) would indirectly prevent cell 

surface expression of coexpressed DRmyc that stochastically integrated the complex. In 

contrast, if only pentamers can form (DRα1DRβKKAA1Ii3 or DRα1DRβmyc1Ii3), the 

fate of DRKKAA and DRmyc molecules should be independent. 
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We first confirmed that DRKKAA could not reach the plasma membrane. 

HEK293T cells were transiently transfected with DRKKAA or DRmyc and analyzed by 

flow cytometry (Figure 1b). In line with the presence of a functional ER-retention motif, 

DRKKAA was almost absent from the cell surface but could be detected upon membrane 

permeabilization. Confocal microscopy confirmed the ER retention of DRKKAA 

(Supplementary Figure 1). Then, we assessed the fate of DRmyc when coexpressed with 

DRKKAA. As expected, DRmyc was expressed at the plasma membrane independent of the 

presence of the ER-retained DRKKAA (Figure 1b, right panel). To quantify these findings 

and to account for variations in the transfection efficiencies, the mean fluorescence 

intensities were plotted as ratios between surface and total staining (Figure 1c). Such ratios 

are lower for ER-retained molecules versus those that efficiently traffic to the cell surface 

(15). That the relative proportion of MHCIIs at the surface was somewhat intermediate when 

the two types of DR were coexpressed is probably due to the fact that DRKKAA contributed 

to increase only the ‘total’ pool of molecules. Also, expression of the DRmyc is usually 

slightly less efficient in cotransfection experiments (Figure 1d). 

 

We then assessed the impact of DRKKAA on the surface expression of βmyc in the 

presence of Iip33. First, when the control DRmyc was the sole source of β chains, MHCIIs 

were found at the surface (Figure 1e). Importantly, CLIP was detected as well, indicating 

that MHCIIs trafficked in association with Ii (Figure 1f). As expected, MHCII and CLIP 

were almost absent from the surface when DRKKAA was transfected with p33. 

Interestingly, when both β chains were coexpressed together with p33, MHCIIs were 

detected at the plasma membrane (Figure 1e). Confocal microscopy confirmed the ER egress 

of DRmyc (Supplementary Figure 2A). Because it is unlikely that nonamers formed 

simultaneously and exclusively of either DRmyc or DRKKAA without the inclusion of at 

least one competing DR counterpart, the detection of MHCIIs and CLIP at the surface 

strongly suggests that some DRmyc-associated but unsaturated Ii trimers (most likely 

pentamers) egressed from the ER before DRKKAA could integrate the complex (Figures 1e 

and f). The DR over CLIP surface mean fluorescence intensity ratios were identical for 
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DRmyc in the presence or absence of DRKKAA, confirming that the MHCIIs trafficked 

with Ii (Figure 1g). 

 

Finally, we repeated these experiments with p35. We postulated that p35 

homotrimers would incorporate MHCIIs until a nonamer is formed and all RxR motifs are 

masked. Indeed, p35 must form a stoichiometric complex with MHCII to egress the ER, 

precluding egress of pentamers or heptamers (7). Thus, stochastic incorporation of 

DRKKAA in unsaturated DRmyc/Ii complexes (or vice-versa) should result in the 

downmodulation of DRmyc surface expression. We expressed DRKKAA and/or DRmyc 

alongside p35 homotrimers. When p35 was expressed with DRmyc, MHCII and CLIP were 

found at the plasma membrane (Figures 1e and f). Remarkably, when DRmyc and 

DRKKAA were coexpressed in the presence of p35, neither MHCII nor CLIP was found at 

the cell surface (Figures 1e and f). Confocal microscopy revealed that the MHCIIs remained 

in the ER (Supplementary Figure 2). On the basis of these findings, we conclude that p35 

trimers were retained in the ER until saturated with MHCIIs. However, as β chains are 

incorporated randomly, it is likely that most nonamers contained at least one βKKAA chain, 

thereby causing retention of associated DRmyc. 

 

Iip35 generates nonamers composed of mixed MHCII isotypes 

The ability of p35 to generate high-order structures implies that different MHCII 

isotypes can be part of a given heptamer or nonamer. To test this possibility, we evaluated 

the capacity of the DRKKAA mutant to retain DQ in the ER. Cells were transfected with 

either DQ alone, DQ and DR or DQ and DRKKAA in the presence of either p33 or p35. 

First, when coexpressed with p33 or p35, DQ was detected at the plasma membrane along 

with CLIP (Figures 2a and b). This result is in line with our previous report showing that DQ 

efficiently masks the RxR motif of Iip35 (7). Interestingly, in the presence of p33, DQ 

surface expression was not affected by DRKKAA (Figure 2a). As for DRmyc, this suggests 

that non-saturated DQ/p33 complexes can egress the ER, independently of DRKKAA. 

However, the need for stoichiometric MHCII/p35 interactions resulted in the formation 

of doomed complexes including both DQ and DRKKAA. The DRKKAA-mediated ER 
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retention of DQ was specific as it was not observed with WT DR. Noteworthy, the 

trafficking toward the cell surface of DQ was not totally abolished by p35 and 

DRKKAA. Given that no CLIP was detected at the cell surface (Figure 2b), we 

hypothesized that these cell surface DQ molecules did not interact with Ii and trafficked 

on their own. To test this possibility, we compared the capacity of DR and DQ with 

escape ER retention by p35S6,8A, an unphosphorylable Ii variant that never leaves the ER 

(16,17). Figures 2c and d show that although both DQ and DR are well expressed at 

the plasma membrane and yield CLIP with Iip33, only DQ was detected at the cell 

surface with p35S6,8A. As there was no trace of CLIP, we conclude that some DQ 

molecules egressed the ER without Ii. Altogether, these results demonstrate the existence 

of mixed heptamers or nonamers containing different MHCII isotypes. 

 

Model for the assembly of Ii/MHCII complexes 

In the ER, nascent Ii chains homo- or heterotrimerize before interacting with 

MHCIIs (Supplementary Figure 3). As Ii is often in vast excess and half of the Ii pool 

exists as p33 homotrimers, some MHCII-free or unsaturated Iip33 trimers (pentamers 

and/or heptamers) may exit the ER (16,18,19). However, the p33/p35 ratio will also 

have a key impact on the stoichiometry of the complex. Indeed, the presence of p35 in 

any Ii heterotrimer will force the sequential addition of MHCII units until each and every 

RxR motif is masked. Thus, depending on which Ii  subunit binds the MHCII  first  and 

assuming that all p35 molecules are rapidly phosphorylated, an Ii heterotrimer 

containing one p35 should have a 33% chance of being released from the ER as a 

pentamer. As the sequential binding of MHCIIs on the Ii trimer was shown to be non-

cooperative (20), Ii trimers will compete with newly formed pentamers for the available 

MHCIIs. Although Ii is required for DP to reach the endocytic pathway (21), it remains to 

be determined if mixed complexes include any of the three MHCII allotypes. 

 

In conclusion, our findings do not support the hypothesis that pentameric 

MHCII–Ii complexes are bent towards the cell membrane, thereby inhibiting the binding of 

additional MHCIIs (13). As the expression of p33 and p35 is differentially regulated in 
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diseases such as chronic lymphocytic leukemia and type I diabetes, stoichiometric 

MHCII/Ii variations may prove to be clinically relevant (22,23).  
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Figure legends 

 

Figure 1. p35 favors the formation of high-order oligomers with MHCII.  (a) Schematic 

representation of DRmyc and DRKKAA. (b) HEK293T cells were transfected with DRα 

and either DRbmyc (DRmyc), DRbKKAA (DRKKAA) or both DRmyc and DRKKAA. Cells 

were stained for the cell surface expression of MHCII using L243. Alternatively, cells were 

permeabilized with saponin and stained. The controls (ctrl) represent mock-transfected cells 

stained in the same conditions. (c) The mean fluorescence intensities (MFIs) obtained in b 

were plotted. (d) DRmyc- and DRmyc + DRKKAA-expressing cells were permeabilized and 

stained with a myc tag-specific monoclonal antibody. (e) HEK293T cells were transfected with 

DRmyc and/or DRKKAA together with p33 or p35. Cells were analyzed by flow cytometry 

using L243 to evaluate the efficiency of transport of MHCII. (f) Cells from e were stained for 

cell surface expression of CLIP. (g) The CLIP/MHCII expression ratios were calculated for a 

representative experiment. Paired Student’s t-tests were performed; *P≤0.05, **P≤0.01; NS, 

non-significant P≤0.1. Error bars indicate the s.d. from at least three independent experiments. 

 

Figure 2. Different MHCII isotypes can bind the same Ii trimer. (a–c) HEK293T cells 

were transiently transfected with DQ, DQ and DR or DQ and DRKKAA alongside p33 or p35. 

(a) After 48 h, cells were analyzed by flow cytometry to derive DQ surface over total 

expression ratios using anti-DQ specific antibody. (b) Surface CLIP expression was assessed 

by flow cytometry  and  the  mean  fluorescence  intensities  (MFIs)  were  plotted. (c) Cells 

transiently transfected with DQ and DR, or DQ and DRKKAA, alongside p33 or p35 were 

stained for DR (d, e) HEK293T cells were transiently transfected with DQ or DR together 

with p33, or p35S6,8 A. After 48 h, cells were analyzed by flow cytometry to evaluate DQ and 

DR surface to total expression ratio using anti-DQ and L243 antibodies, respectively or CLIP 

surface expression (e). MFIs were plotted and paired Student’s t-tests were performed; 
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*P≤0.05, **P≤0.01;  NS,  non-significant  P≤0.1. Error bars indicate the s.d. from at least three 

independent experiments 

 

Figures 

 

 

Figure 1. p35 favors the formation of high-order oligomers with MHCII 

 

 

Figure 2. Different MHCII isotypes can bind the same Ii trimer. 
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Supplementary data 

 

 

Supplemental Figure 1A. A di-lysine motif at the C-terminus of DRβ retains HLA-

DR in the ER. HEK 293 cells were seeded on poly-L-lysine-treated coverslips and 

transiently transfected using HLA-DRα and the p33 isoform of li with alternatively 

DRβKKAA or DRβmyc. After 48h, cells were fixed with 4% PFA, permeabilized in 0.05% 

saponin and stained for calnexin (a, d) and class II (L243) (b, e). The secondary antibodies 

used were goat anti-rabbit coupled to Alexa Fluor 488 (a, d) and goat anti-mouse lgG2a 

coupled to Alexa Fluor 568 (b, e). Cells were analyzed by confocal microscopy on a Zeiss 

LSM 510 Laser Scanning confocal microscope. Panels c and f show the merge of calnexin 

and MHC class Il. Arrows point to vesicular structures. The white scale bar in f corresponds 

to 10µm 
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Supplemental Figure 2A.  DRmyc is retained in the ER in the presence of DRKKAA and 

lip35 but not lip33. HEK 293 cells were seeded on poly-L-lysine-treated coverslips and 

transiently transfected using HLA-DRα, DRβKKAA and DRβmyc with altematively the p33 or 

p35 isoform of li. After 48h, cells were fixed with 4% PFA, permeabilized in 0.05% saponin 

and stained for Mye (9E10 coupled to FITC) (a, e, i, m), li (Pin.1 coupled to Alexa Fluor 647) 

(b, f, j, n) and calnexin (c, k) or Lamp-1 (g, o). The secondary antibodies used were and goat 

anti-rabbit coupled to Alexa Fluor 633 (c, g, k, o). Cells were analyzed by confocal 

microscopy on a Zeiss LSM 510 Laser Scanning confocal microscope. Panels d and 1 show 

the merge of calnexin, li and MHC class 11, whereas panels h and p show the merge of Lamp-

1, li and MHC Il. Arrows point to vesicular structures. The white scale bar in p corresponds to 

10µm. 
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Supplemental Figure 3. Iip35 promotes formation of nonameric complexes with MHCIIs. 

(A) Groundwork on MHCII/Ii trafficking has established that while p35 homotrimers are 

retained in the ER by the RxR motif, Iip33 homotrimers, MHCII DR and DQ exit the ER. A 

DR mutant bearing the KKAA motif is also retained in the ER. (B) Our results show that p35 

or p33 expressed with DRKKAA are retained in the ER. Meanwhile, expression with WT 

DR or DQ shows expression at the cell surface. When co-expressed with both DRKKAA 

and WT DR or DQ, cell surface level of p33/MHCII is reduced suggesting that one part of the 

pool is retained in the ER (p33/DRKKAA ) while the other reaches the cell surface (p33/DR). 

Co-expression of DRKKAA and WT DR or DQ with p35 shows no cell surface expression 

of p35/MHCII. C) General implications of our model for the formation of Ii/MHCII 

complexes. Our experiments suggest that while p33 can exit the ER as pentamers, p35 

promotes formation of stoichiometric complexes. 
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Abstract 

 

The invariant chain (Ii; CD74) is a multifunctional protein of the immune 

system and a major player in the presentation of exogenous antigens to T cells. In the 

endoplasmic reticulum (ER), Ii assists the folding and trafficking of MHC class II 

molecules. In the present study, we characterized the recently commercialized D-6 

monoclonal antibody (MAb) made against a polypeptide spanning the entire sequence 

of the p33 isoform of human Ii. Using transgenic mice expressing the human p35 
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isoform, we showed by flow cytometry that D-6 only slightly cross-reacts with mouse Ii 

in permeabilized splenocytes. Analysis of the human B lymphoblastoid cell line LG2 

revealed that D-6 recognizes Ii only upon membrane permeabilization. Variants of Ii 

bearing specific mutations or deletions were transfected in human cells to map the D-6 

epitope. Our results showed that this MAb binds to the N-terminal cytoplasmic domain 

of Ii and that the epitope was destroyed upon mutagenesis of the two leucine-based 

endosomal targeting motifs. Thus, D-6 cannot be used for rapid flow cytometric 

assessment of CD74 cell surface expression and would be ineffective as a drug 

conjugate for the treatment of hematological malignancies. 

 

Introduction 

 

The invariant chain (Ii; CD74) was first described as a monomorphic component 

of MHC class II (MHCII) molecules (1). It is now recognized that Ii is a key 

chaperone in the MHCII antigen presentation pathway. As such, it is principally 

expressed in B cells, dendritic cells (DCs), monocytes/ macrophages, and thymic 

epithelial cells (2). Over the years, however, Ii was found to chaperone other 

molecules, such as CD70 (3). Also, it was ascribed very diverse cellular functions such 

as the regulation of DCs motility, B cell maturation, and macrophage response to 

macrophage migration  inhibitoryfactor (MIF) (4-6). 

 

The invariant chain is a glycosylated type II transmembrane protein of 216 

amino acids (aa) organized in different functional domains (2). The N-terminal 28 aa 

constitute the cytoplasmic tail and the protein is membrane-anchored by a 26 aa-long 

hydrophobic domain. The 160 aa-long extracellular region can be further subdivided 

in a membrane-proximal disordered region, the class II-associated invariant chain pep- 

tide (CLIP) region, and the C-terminal trimerization domain (7). Alternative splicing of 

exon 6b results in two mRNAs, which in humans encode two different isoforms 

called hIip33 and hIip41 (mIip31 and mIip41 in mice) according to their molecular 
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mass (8,9). Exon 6b codes for a 64 aa extracellular do- main, inserted at residue 192, 

and capable of binding cathepsin to regulate Ag processing and presentation(10). In 

humans, the mRNAs coding for hIip33 and hIip41 both contain an alternative 

translation initiation codon, resulting in the synthesis of two additional isoforms, hIip35 

and hIip43, of 35 and 43 kDa, respectively (9,11,12). The 16 aa N-terminal extension 

specific to these two isoforms contains a di-arginine (RxR) endoplasmic reticulum 

(ER) retention motif that presumably regulates for- mation of the Ii/MHCII complex 

(13,14). 

 

As the main regulator of antigen presentation, Ii heterotrimerizes in the ER 

and associates with up to three MHCII αβ heterodimers to form pentamers, 

heptamers, and nonamers (15). Ii assists MHCII folding and prevents the loading of 

nascent endogenous ER polypeptides (16-18). For hIip35- and/or hIip43-containing 

Ii heterotrimers, ER egress occurs only upon binding of MHCII, which β chain masks 

the RxR motif (19). Two leucine-based motifs in the cytoplasmic tail of all isoforms 

target Ii and associated MHCIIs to the endocytic pathway, principally following 

internalization from the plasma membrane (20-22). Once in acidic compartments, Ii 

is degraded by a variety of proteases, freeing the MHCII groove and allowing the 

capture of exogenous peptides to be presented to CD4 + T cells (2). 

 

The transient cell surface expression of Ii trimers or Ii/ MHCII complexes 

has been exploited in cancer immunotherapy (23).  A CD74-specific LL1 mouse 

MAb, which has been humanized and called milatuzumab, has antitumor activity on B 

cell malignancies (24,25). This antibody exerts a variety of effects on tumor cells, 

such as anti-proliferative activity (26,27). Moreover, it has been radiolabelled and 

shown to be rapidly internalized by B cell lymphomas (28). Consequently, the 

possibility of finding new CD74-specific MAbs of greater affinity and potency is of 

interest. The CD74 D-6 MAb (D-6) has recently been produced and commercialized 

by Santa Cruz Biotechnology. In this study, we characterized this antibody and 

mapped its epitope to the cytoplasmic tail of Ii. 
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Methods 

 

Antibodies 

BU45 and PIN-1 mouse hybridomas secrete IgG1 antibodies recognizing the 

C-terminal and the N-terminal part of human Ii, respectively (29,30). In-1 is a rat 

IgG2b MAb specific for the N-terminal part of murine Ii (BD-Pharmingen, 

Mississauga, Canada). The CD74 D-6 mouse MAb (IgG1) was purchased from 

Santa Cruz Biotechnology (cat. no. sc- 137217; Santa Cruz, CA). All MAbs were 

coupled to Alexa- 647 (Invitrogen, San Diego, CA). 

 

Plasmids and cell lines 

hIip33, hIip35, hIip33LIML, and hIi (hIip33 + hIip35) were subcloned from 

previously described constructs into pcDNA3.1 plasmids (31,32). pREP4-hIip33Δ20 and 

pBud-DRα + DRβ have been described previously (33). The murine DAP cell line stably 

expresses CIITA and has been described previously (34). The human HeLa cells and 

mouse Raw 264.7 (Raw) cells were stably transfected using Lipofectamine and Plus 

reagents (Invitrogen, Carlsbad, CA) according to the manufacturer’s protocol. Cell 

populations were cloned by limiting dilution, and clones ex- pressing Ii were identified 

by intracellular staining with BU45. Cells were cultured in DMEM supplemented with 

10% FBS (Wisent, Saint-Bruno, Canada). 

 

Mice 

Transgenic mice expressing the hIip35 isoform of human Ii have been described 

previously (35,36). The C57BL/6 (B6) and BALB/c mice were purchased from 

Charles River Laboratories International (Wilmington, MA). The CBA/CaHN-

Btk
xid

/J (Xid) mice were obtained from Jackson Laboratories (Bar Harbor, ME). All 

experiments were done in accordance with the Canadian Council of Animal Care 

guidelines. 
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Flow cytometry 

Spleens were dissociated to obtain single cell suspensions. Red blood cells 

were lysed in 0.83% NH4Cl. For cell lines, adherent cells were detached with EDTA 

0.5 mM. All cells were resuspended (106) in staining buffer (PBS, FBS 3%, Hepes 

10 mM). For total staining, cells were fixed 5 min in 4% paraformaldehyde 

(except for primary cells), washed three times, and then permeabilized for 10 min 

in staining buffer containing 0.1% saponin. Finally, cells were stained 30 min with 

the indicated antibodies in staining buffer with saponin and washed. Cells were 

analyzed on a FACSCalibur® flow cytometer (Becton Dickinson, Mississauga, 

Canada). 

 

Results and discussion 

 

D-6 can be used for detection of mouse and human Ii by flow cytometry 

The D-6 MAb was obtained following immunization of mice with a synthetic 

polypeptide corresponding to the entire hIip33 isoform of human Ii (37). The sequence 

included the cytoplasmic, transmembrane, and luminal regions of the protein. D-6 was 

recommended for detection of CD74 of mouse, rat, and human origin by Western blot 

analysis, immunoprecipitation, immunofluorscence, and ELISA. We tested the capacity 

of D-6 to recognize Ii by flow cytometry in primary cells permeabilized with saponin. 

Indeed, Ii is mainly expressed in the endoplasmic reticulum (ER) and in the endocytic 

pathway (38). Splenocytes from C57BL/6 mice were isolated, permeabilized, and 

stained with D-6. As controls, we used splenocytes from mIi-deficient mice (mIiKO) 

and from transgenic mIiKO mice expressing the human hIip35 isoform 

(Tgp35/mIiKO).(35,39)  As shown in Figure 1A, the mouse CD74-specific In-1 control 

MAb efficiently stained mIi in WT splenocytes whereas no signal was detected in mIiKO 

or Tgp35/mIiKO cells. On the other hand, the human-specific BU45 control MAb 

confirmed the strong hIip35 ex- pression in the Tgp35/mIiKO mice. As expected, the 

D-6 staining profile was similar to the one obtained with BU45 in Tgp35/mIiKO cells, 
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showing that both MAbs recognize hIi. The results also showed that D-6 recognizes mIi 

but the signal was much reduced compared to that of In-1. To determine if the weak 

binding of D-6 to mIi was a particularity of splenic B cells, we tested the same MAbs in 

the mouse RAW264.7 macrophage cell line that expresses mIi and MHCII molecules 

following the stable transfection of the transcription factor CIITA (RAW CIITA) 

(40). In addition, we tested RAW CIITA cells super-transfected with either hIip33 

(RAW CIITA hIip33) or hIip35 (RAW CIITA hIip35). As shown in Figure 1B, In-1 

recognized the endogenous mIi in all three cell lines (left panel). D-6 and BU45 

showed very similar staining patterns, suggesting again that cross-reactivity of D-6 with 

mIi is weak. 

 

To decisively conclude that the recognition of mIi by D-6 was poor, we 

stained the mouse fibroblast cell line DAP stably transfected with CIITA, the B 

cell line CH12, and splenocytes from two other mouse strains (BALB/c and Xid) 

(Fig. 2). While In-1 staining profiles revealed strong mIi expression in all 

conditions (DAP cells express some mIi constitutively), the low signals obtained 

with D-6 confirmed the differential ability of these MAbs to detect mIi. Altogether, 

these results showed that D-6 can be used for the detection of Ii by flow cytometry 

and that it is only slightly cross-reactive with mouse Ii. 

 

D-6recognizes Ii only upon membrane permeabilization 

In human antigen-presenting cells, hIi and the hIi/MHCII complex can be 

detected at the plasma membrane (29). As a first step in mapping the region 

recognized by D-6, we stained the human B lymphoblastoid cell line LG2 with D-6 

and BU45. Figure 3 shows that only BU45 was capable of binding hIi at the cell 

surface. However, when cells were fixed and permabilized, the staining was found to 

be positive for both MAbs. These results suggest that D-6 either specifically 

recognizes an intracellular subset of the Ii pool or is directed at the cytoplasmic tail 

domain. 
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D-6 binds N-terminal cytoplasmic domain of hIi 

To determine if D-6 binds the cytoplasmic or luminal region of Ii, we used a 

panel of HeLa cells transfected with different forms of hIi. The truncated hIi mutant 

devoid of its cytoplasmic tail (D20) is anchored in the membrane and still associates 

with MHCII molecules (41). Cells expressing Δ20 were permeabilized and stained with 

BU45 and D-6. Figure 4 reveals that D-6 does not recognize hIi devoid of its first N-

terminal 20 residues. To confirm this finding, we conducted a competition 

experiment between D-6 and the well-characterized PIN-1 mouse MAb, which is 

specific for the cytoplasmic tail of all human Ii isoforms (30). The results showed 

that preincubation of the permeabilized cells with D-6 reduced the binding of PIN-1 

(Fig. 4B). 

 

As PIN-1 binding is inhibited following site-directed muta- genesis of the two 

leucine-based motifs located in the cytoplasmic tail (19), we tested the reactivity of D-

6 against an hIi variant (hIip33LIML) having its Leu7Iso8 and Met16Leu17 amino 

acids changed for alanines (Fig. 4C). While HeLa cells transfected with hIip33 or 

hIip33LIML were recognized by BU45, D-6 failed to bind the hIi mutant devoid of its 

endosomal sorting signals. 

 

Conclusion 

 

The invariant chain is critical for many immune functions such as antigen 

presentation, thymic selection, B cell maturation and DC motility. It is expressed at the 

plasma membrane, principally in B cells, and has been attributed the cluster of 

differentiation 74 (CD74) (42). The cell surface expression and rapid internalization of Ii 

make it an effective target for antibody-mediated immunotherapy of lymphoma (24). 

Thus, it is crucial that we further our understanding of Ii’s biology and assemble a panel of 

antibodies capable of detecting all subsets and isoforms. In this study, we characterized 

the new D-6 monoclonal antibody generated by Santa Cruz Biotechnology. We 
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showed that D-6 efficiently binds to human Ii and slightly cross-reacts with murine 

Ii in primary cells. The D-6 epitope clearly overlaps but may not be identical to the one 

of PIN-1, the latter MAb being human-specific. However, we cannot rule out that a 

difference in the affinity of PIN-1 and D-6 is responsible for the apparent species 

specificity of PIN-1. The epitope recognized by D-6 is localized in the portion of the 

cytoplasmic tail common to hIip33 and hIip35, more specifically in a segment 

encompassing the first 20 aa of the former (Fig. 5). The fact that D-6 recognizes the 

denatured and reduced Ii on immunoblots suggests that the epitope is not 

conformational (35). Although we have not specifically mapped the key residues 

in the epitope, the differential recognition of mIi and hIi points to the participation 

of at least one of the amino acids 11, 16 and 19, which diverged between the two 

species (Fig. 5, triangle). Moreover, this 9 aa region encompasses one of the two 

leucine-based motifs, which simultaneous mutation abolished D-6 reactivity. While 

the precise mapping of the epitope will await the thorough and systematic 

characterization of each amino acid, our results clearly demonstrate that D-6 

recognizes the intracytoplasmic portion of Ii. 
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Figure legends 

 

FIG. 1. D-6 recognizes human and mouse Ii in saponin-permeabilized 

primary cells. Cells were permeabilized with saponin and stained with In-1, BU45, 

or D-6. (A) Splenocytes were isolated from WT, mIiKO, and Tgp35/mIiKO mice. (B) 

Raw 264.7 cells (Raw) stably expressing CIITA were either mock-transfected (Raw 

CIITA) or transfected with hIip33 (Raw CIITA hIip33) or hIip35 (Raw CIITA 

hIip35). Cells were detached in EDTA, fixed in paraformaldehyde, permeabilized, 

and stained with antibodies. Data are representative of at least three independent 

experiments. 

 

FIG. 2. The weak cross-reactivity of D-6 toward mIi is observed in different cell 

types. (A) Control DAP cells and DAP cells stably expressing CIITA were detached 

in EDTA, fixed in paraformaldehyde, permeabilized, and stained with D-6 or In-1. 

(B) Non-adherent CH12 B cells were fixed, permeabilized, and stained with D-6 or 

In-1. The control represents intrinsic cellular autofluorescence. (C) Splenocytes 

were isolated from C57BL/6 (B6), BALB/c, or CBA/CaHN-Btkxid/J (Xid) mice. 



 

clxxiii 

 

Cells were permeabilized and stained with D-6 or In-1. Data are representative of at 

least two independent experiments. 

 

FIG. 3. D-6 recognizes Ii only upon cell permeabilization. (A) The human LG2 B 

cells were washed in PBS and stained with D-6 or BU45. (B) LG2 cells were fixed, 

permeabilized with saponin, and stained with either D-6 or BU45. The staining 

profiles (neg) represent the intrinsic autofluorescence of the fixed and permeabilized 

cells. Data are representative of at least two independent experiments. 

 

FIG. 4. D-6 recognizes the cytoplasmic tail of Ii. Cells were detached in 

EDTA, fixed, and permeabilized with saponin. (A) HeLa cells stably expressing 

DR1 alone, DR1 and hIip33D20 (DR1 D20), or DR1 and hIip35 (DR1 hIip35) 

were stained with D-6 or BU45. DR1 D20 expresses an hIi mutant form lacking the 

first 20 N-terminal residues of the hIip33 isoform. (B) HeLa cells stably 

expressing DR1 and hIip33 (DR1 hIip33) were incubated with PIN-1- Alexa647 

(left bar). Alternatively, DR1 hIip33 cells were pre-incubated with unlabeled D-6, 

washed, and incubated with PIN-1-Alexa647 (right bar). The results are expressed 

as a percentage of the binding observed for cells incubated with PIN-1 alone. (C) 

HeLa cells stably expressing either hIip33 (p33), DR1 hIip33, or a hIip33 mutant 

with its two leucine-based sorting signals changed for alanines (hIip33LIML) were 

stained with D-6 or BU45. Data are representative of at least two independent 

experiments. 

 

FIG. 5. Epitope mapping of the D-6  MAb. Schematic representation of the N-terminal 

region of the human Iip35 isoform (top row). The sequence of the mouse Iip31 is 

represented below. Only the non-conserved amino acids are shown. The two leucine-

based motifs at positions 7–8 and 17–18 are identified with circles. The cytoplasmic 

tail and the transmembrane domain are identified. The start of the human Iip33 

isoform and the following 20 amino acids deleted in the D20 mutant are marked. The 

arrowhead indicates the region encoding some or all of the amino acids forming the 

D-6 epitope. 
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Figures 

 

 

 

FIG. 1. D-6 recognizes human and mouse Ii in saponin-permeabilized primary 

cells. 
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FIG. 2. The weak cross-reactivity of D-6 toward mIi is observed in different cell 

types. 
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FIG. 3. D-6 recognizes Ii only upon cell permeabilization. 
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FIG. 4. D-6 recognizes the cytoplasmic tail of Ii. 

 

 

 

 

FIG. 5. Epitope mapping of the D-6  MAb. 



 

 

 


