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Résumé

Le système immunitaire est supporté par plusieurs types de cellules spécialisées.

Les cellules présentatrices d’antigènes favorisent, par leur activation, l’élimination des

pathogènes extra- et intracellulaires. La présentation de pepddes antigéniques exogènes

est principalement assurée par le CMH de classe-II. Le chargement de l’antigène dans la

niche peptidique des molécules du CMH s’effectue dans les compartiments de la voie

endosomiale. Certains de ces compartiments possèdent des caractéristiques particulières

afm de favoriser les interactions entre les différentes protéines impliquées dans la

présentation antigénique. Les MIICs en maturation peuvent contenir des vésicules

luminales dans lesquelles HLA-DR et HLA-DM interagissent. HLA-DM peut alors

catalyser l’échange peptidique contenu dans la niche peptidique de HLA-DR.

Les compartiments contenant des microvésicules sont nommés MVBs. Ces

derniers, sous certaines conditions, peuvent fusionner avec la membrane plasmique et

relâcher leur contenu dans le milieu externe. Les vésicules seront alors appelées

exosomes. Comme les exosomes sont générés dans les vfVBs et que ces derniers

contiennent beaucoup de HLA-DR, il est possible de détecter du DR à la surface des

exosomes. Plusieurs hypothèses ont été émises quant à la façon dont les protéines sont

intégrées dans ces membranes vésiculaires. La présence de radeaux lipidiques à la surface

des exosomes et l’introduction de certaines protéines dans les vWBs suivant une

ubiquitinadon peuvent entre autre influencer le ciblage protéinique vers les exosomes.

Nous avons tenté de démontrer par des approches de biologie moléculaire et

cellulaire que l’inclusion de HLA-DR dans les vésicules exosomales était indépendante

de l’ubiquitination. En effet, le ciblage des chimères DRf3_ubiqmtine et des molécules

DR dépourvues de résidus lysines cytoplasmiques n’est pas du tout modifié. Néanmoins,

nos recherches sur l’intégration du HLA-DM aux exosomes nous ont permis de

comprendre un peu mieux le ciblage de molécules du CI’vIH aux exosomes. En fait, le

HLA-DM possède dans sa portion cytoplasmique un motif tvrosine de format YXXL.

Ce dernier assure le maintien du HLA-DM à la membrane limitante des I\iIVBs.

Toutefois, il semblerait que l’interaction avec HLA-DR provoquerait le masquage de ce

motif et donc la présence de D1vI dans les exosomes. Nos résultats montrent donc que la

présence de DR ne peut être expliquée par l’ubiquitination; il apparaît plutôt que des

interactions entre protéines peuvent favoriser l’inclusion de certaines molécules du CMH

de classe-II dans les microvésicules exosomales.

Mots-clés HLA-DR, HLA-DM, ciblage endosomial, MVEs, exosomes, ubiquitinadon,
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Abstract

The immune system is supported by many specialized ceils. Activated antigen

presenting cefis promote elimination of extra- and intracellular pathogens. Exogenic

antigenic peptides are mainly presented on MHC class-II molecules and the binding of

antigen in MHC peptide-binding groove occurs in compartments of die endosomal

pathway. Some particular characteristics of these compartments are required to support

interactions between antigerilc presentation proteins. Iv1aturadng I’vIIICs contain

microvesicles in winch HLA-DR and HLA-DM interact. Peptide exchange in HLA-DR’s

peptide-binding groove is dien catalysed by HLA-DM.

Microvesicles-containing compartments are also cafled MVBs. Under certain

conditions, MVB’s limiting membrane frises with the plasma membrane to release theti

contents in die extraceflular milieu. These vesicles are named exosomes. As exosomes

are generated in MVBs in winch HLA-DR is bighly expressed, it is possible to detect DR

o exosomes. Many hypotheses have been proposed to explain die way proteins are

introduced into these vesicular membranes. Membrane composition of exosomes and

targeting of many proteins in Iv1YBs following ubiqintination can affect protein

introduction into these nanovesicles.

By a molecular and cellular approach, we have demonstrated HLA-DR

ubiquitination-independant inclusion into exosomal vesicles. Indeed, targeting of bodi

DR-ubiquitm chimera and lysine-less DR mutants js unaffected by tins process.

Neverdieless, our investigations on HLA-DM integration into exosomes have permitted

a better comprehension of MHC molecules targeting into exosomes. In fact, HLA-DM’s

cytoplasmic YXXL tyrosine motif confines HLA-DM to die hmiting membrane of

MVBs. However, die expression of HLA-DR into DM.5 cefis, shows diat DR

interaction widi DM masks die tyrosine motif and consequendy promotes DM entry

into exosomes. These resuits imply that DR presence in exosomal vesicles is flot a

consequence of ubiquitination; however, protein interactions appear to affect exosomal

inclusion of some MHC class-II molecules.

Keywords : HLA-DR, HLA-DM, endosomal targeting, MVBs, exosomes, ubiquitination
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Chapitre 1 Revue de littérature

1.1 PRÉSENTATION ANTIGÉNIQUE

Le système immunitaire constitue la seconde barrière de protection pour

l’organisme après la peau et les muqueuses. Les différentes cellules opérant dans ce

mécanisme disposent de moyens variés afin d’éliminer les pathogènes nitra- et

extracellulaires. Les lymphocytes B par exemple, possèdent la particularité de présenter

leur surface des particules (ou antigènes) provenant d’un envahisseur étranger. Ces

cellules font parties de la famille des cellules présentatrices d’antigènes (CPA). Il en est de

même pour les cellules dendritiques et les macrophages.

Dans le but d’activer des cellules effectrices, comme les lymphocytes T, les antigènes

doivent être disposés sur un récepteur, à la surface de la CPA, appelé le complexe majeur

d’bistocompadbffité (CMH). Ce dernier est encodé par les gènes contenus dans le bras

court du chromosome 6 et est divisé en deux classes : I et II (Figure 1)[1]. Chacune des

classes a une structure et une façon différente d’apprêter et de présenter l’antigène.
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Figure 1. Locus du complexe majeur d’histocompatibffité (CMH)

Les gènes encodant les molécules du complexe majeur d’histocornpanbhté (CMH) sont disposés sur ie

chromosome 6 chez l’humam et sont réparus en trois régions :1, II et III. Seuls quelques gènes importants

sont ici inscrits. Traduit de: [21

Le CMH de classe I est formé d’une chaîne polymorphe alpha composée de trois

domaines ai, a2 et a3 et d’une deuxième chaîne non-polymorphe liée de façon non

covalente à la première, la Ç32-microglobuhne (Figure 3). Les domaines ai et 02 sont

disposés de manière à permettre d’y nicher un peptide antigénique [3]. Toutes les cellules

nucléées expriment le CI’vIH-I à leur surface. Dans une situation physiologique normale,

le CMH-I présente à la surface cellulaire des pepddes endogènes dérivés de molécules du

soi. Ces peptides n’activent pas de réponse immunitaire grâce au phénomène de

tolérance [4]. Toutefois, lors d’une infection, les antigènes présentés sur le CMH de

classe I proviennent de pathogènes intracellulaires ou de protéines étrangères

cytosoliques dégradées en peptides par le protéasome (voir section 1.3.4.1) [5].
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La principale voie de présentadon antigénique par les CMH-I se traduit par la génération de pepedes par le

protéasome. Les protéines produites par un pathogène ou les protéines endogènes cvtoplasmiques

défectueuses seront dégradées et leurs produits seront sélectionnés, puis envoyés au réticulum

endoplasmique pour le chargement sur les molécules du CMH-I nouvellement synthétisées. Le complexe

CMH-pepdde traversera le Goïgi, puis les endosomes avant d’être finalement présenté à la membrane

plasmique. Traduit de l’original: [2] figure 3.

Le CMH de classe II se différencie par sa structure hétérodimérique. Il est

composé de deux chaînes polypeptidiques Œ et [3 (figure 3). Ces chaînes ont deux

domaines extracellulaires, OEl et [31, qui forment la niche peptidique. L’antigène qui s’y

lie, provenant en général du milieu extracellulaire, est apprêté dans les compartiments

endosoiniaux acides et peut être d’une longueur de li a 20 acides aminés {5j.

Figure 2. Schématisation de la présentation antigénigue par le CMH de classe-I



15

p—’

Plusieurs protéines sont impliquées dans le chargement de peptides sur les

molécules du CMH. Leur action est nécessaire afm d’assurer la stabilité des pepddes

antigéniques it la surface de la cellule. Ce mémoire s’attardera principalement à décrire la

voie de présentation antigénique du CMH de classe II et les signaux hypothétiques

nécessaires à son incorporation dans les microvésicules des compartiments

muhtvésiculajres.

Les molécules du CMH de classe-I sont consuwées d’une chaîne alpha ancrée dans la membrane

plasmique et d’une chaîne bêta (f32-microglobuline) liée à la chaîne alpha. La chaîne alpha est composée des

domaines l, et 2 et d’un domame transmembranaire Çf M) et cytoplasm;que. Le domame OEl forme la

niche pepdique servant à lier le pepdde anngémque. Les CMHs de classe-II sont des hétérodimères

formés d’une chaîne alpha et d’une chaîne bêta. Chacune des chaînes comporte une portion extracellulaire

(/f3 I et 2), une portion transmembranaire (TM) et une portion cvtoplasmlque. Les domames ul et f31

forment la niche de liaison peptidique des molécules du classe-II. Traduit de l’original : [2], figure 2.

Figure 3. Structure moléculaire des molécules du CMH
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1.1.1 HLA-DR, DP ET DQ

Les molécules classiques de classe II comprennent les « human leukocyte antigen

» (HLA)-DR, DP et DQ. Celles-ci sont synthétisées dans le réticulum endoplasmique

(RE) [6] sous forme d’un hétérodimère. Les molécules immatures ont une taille de 27

kDa pour le DRŒ et environ 25 kDa pour le DR. Àfm de poursuivre leur chemin vers

la surface cellulaire, les molécules HLA classiques seront ifimérisées et formeront un

complexe nonamérique avec la chaîne invariante (Ii) [7;8]. La chaîne invariante permet au

DR de sortir du RE par un signal approprié dans sa queue cytoplasmique. Elle favorise

aussi la stabilité du complexe par l’intégration de sa partie C-terminale dans la niche

pepddique du classe II. Ce lien empêche toute liaison d’un peptide endogène du RE. Le

nonamère traverse ensuite le Golgi, où les molécules seront glycosylées avant de se

rendre aux endosomes. Une partie de Ii y sera dégradée afin de ne garder que la partie

nichée dans la molécule présentatrice d’antigène. La partie restante porte le nom de «

CLIP » ou « class II-associated invariant chain peptide ». Le complexe CMH-CLIP, dans

certains cas, peut être exprimé à la surface cellulaire (Figure 4). Toutefois, l’action d’une

autre molécule du CMH de classe II, HLA-DM, peut interférer dans ce processus.
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La présentation anngémque par le CMH de classe-II est caractérisée par l’endocvtose des protéines

étrangères et leur dégradation au sein des compartiments endosomiaux. Les molécules du CMH sont

synthétisées dans le réticulum endoplasm.ique et voyage à travers l’appareil de Golgi avant d’atteindre les

endosomes tardifs. La chaîne invariante (non schématisée) se fera graduellement dégrader pour ne

conserver que la parue CLIP au sein de la mche pepudique du CMH. C’est à Cet endroit que la modulation

de la présentation andgémque sera faite par le HLA-DM. Ce dernier catalysera l’échange du CLIP pour un

pepude de bonne affinité avant que le complexe CMH-pepude ne soit présenté à la surface cellulaire suite

à l’exocytose. Traduit de l’original [2j figure 3.

1.1.2 HLA-DM

La structure de HLA-DM n’est qu’apparenté aux autres molécules du locus de

classe-II par 30°/o [9]. Par conséquent, KLA-DM ne possède pas de niche peptidique

fonctionnelle et n’est pas polymorphe [10;11]. Le HLA-DMŒ mature possède un poids

de 33-35 kDa, tandis que la chaîne f3 est de 30-3 1 kDa. C’est une molécule qui,

Figure 4. Schématisation de la présentation antigénigue par le CMH de classe-II

contrairement ît HLA-DR, n’est pas exprimée à la surface des cellules puisque sa queue
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cytoplasmique porte un motif tyrosine qui la retient au niveau des compartiments riches

en molécules de classe-II (MIIC) [12;13j. HLA-DM a, par conséquent, un rôle bien

différent des autres classes-II. En effet, il agit sur le CLIP maintenu dans la niche

peptidique du HLA-DR. Il catalyse l’échange du CLIP contre un peptide de plus forte

affinité [14;15j. HLA-DM agit aussi comme chaperon en stabilisant le HLA-DR non-lié à

un peptide [161. L’échange CLIP/peptide antigénique survient particulièrement dans les

endosomes tardifs et assure que seuls les complexes CMH-peptides stables seront

exprimés à la surface des cellules. Le pH acide des MIIC et l’interaction directe entre DR

et Dv1 sont essentiels à ce processus [14;15]. Ce rôle d’édition du peptide favorise une

présentation antigénique plus spécifique aux cellules T interagissant avec la CPÀ [17;18].

1.1.3 FILA-DO

Comparativement à HLÀ-DM, HLÀ-D() est près de 60% identique au DR, DP

et DQ, mais tout comme le DM, il est très peu polymorphe. Sa distribution tissulaire est

aussi plus restreinte que ces autres molécules de classe-II. HLÀ-DO est principalement

exprimée dans les cellules B et dans les cellules épithéliales thymiques [191. Le rôle de

DO a été élucidé par une étude sur la régulation de la présentation antigénique des

molécules de classe-II dans laquelle il était possible d’observer le blocage de l’échange

peptidique de DM par DO. Il était alors possible de noter une accumulation de CLIP

dans les compartiments endosomiaux [20]. DO est donc responsable du ralentissement

de l’action de DM. Il est essentiel à l’action de DM autant que DM lui est nécessaire. En

effet, DM permet la sortie de DO du réticulum endoplasmique et son ciblage vers le

lysosome. Sans cette action, DO n’est que très peu exprimé dans les cellules et semble

être dégradé prématurément [21]. La chaîne DOI3 porte dans sa queue cytoplasmique un

motif di-leucine qui, selon les conditions, peut affecter son ciblage vers les

compartiments lysosomiques. Toutefois, ce signal n’est pas requis lorsqu’elle est en

présence de DM. En effet, si le motif di-leucine contenu dans la queue cytoplasmique de

DO est muté, le complexe DM-D() se rend tout de même au lysosome. Le signal de DO

serait davantage complémentaire à celui de DM en ciblant le complexe DM-D() dans les

compartiments moins acides [22]. Par conséquent, l’interaction entre DM-DO permet à
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l’échange peptidique de se faire dans des compartiments précis. Ces compartiments

doivent être suffisamment acides pour empêcher l’action de DC) sur D1 et

subséquemment permettre à ce dernier d’accomplir son rûle catalytique. Ainsi, le Do

affecte indirectement le répertoire des pepudes antigémques présentés [23].

1.2 LEs EXOSOMES

1.2.1 VoIE ENDOCVflQUE

La voie endocydque est composée de compartiments de fonctions et

d’apparences différentes voir Figure 5). Les endosomes précoces constituent les

premiers compartiments de la voie endocydque et ce sont eux qui, lors de l’endocytose

d’une protéine exogêne ou membranaire, vont en permettre la dégradation ou le

recyclage éventuel. [24;25] Ce sont des compartiments ayant un pH entre 6 et 6.8 dû à la

présence d’une pompe à proton ATP-dépendante. Ils sont caractérisés par la présence de

EEAI et de récepteurs recyclés endocytosés. [26]. Les endosomes en maturation

accumulent graduellement des vésicules internes et donnent naissance aux

compartiments multivésiculaires MVB) [27]. Ces compartiments contiennent les

marqueurs lysosomiques Lamp-1/2, CD63 (aussi connu sous le nom de Lamp-3) et CD9

[28]. Les microvésicules internes sont formées par l’invagination de la membrane

limitante du compartiment, provoquant un bourgeonnement et la libération de la

vésicule dans le lumen. Conséquemment, il est possible de retrouver ces mêmes

marqueurs de lysosomes à leur surface.

Dans certaines conditions, encore mal comprises, les MVBs frisionnent avec la

membrane plasmique, permettant la libération des vésicules que l’on peut alors nommer

exosomes [29]. La relâche des exosomes est régulée par un mécanisme dépendant du

calcium dans des lignées de cellules hématopoïétiques comme les K562. Il a été

démontré que l’utilisation de monensine, un échangeur d’ions Na7H qui induit des

changements dans le calcium intracellulaire, provoque la génération de MVBs élargis.



20

Ceux-ci accumuleraient le Ca2 qui accentuerait la relâche d’exosomes. Ce processus peut

être bloqué par un composé chimique: le BAPTA-AM [30j.

Dans d’autres conditions, les MVBs vont progressivement s’acidifier, ce qui

provoquera un changement physiologique générant la formation de compartiments ou

corps multilamellaires (MLB). C’est à l’aide de billes d’or colloïdal couplées à de

l’albumine sérique bovine (BSA) que la formation de MLB a été démontrée comme

survenant plus tardivement dans la route endocytique que les M\TB5 [31]. L’acidification

continuelle permettra de finalement atteindre la dernière étape de la voie endocytique

les lysosomes. Ces derniers sont principalement responsables de la dégradation des

protéines qui y sont ciblées. Le processus de dégradation des molécules est incertain.

Certaines expériences soutiennent que les endosomes tardifs fusionnent avec les

lysosomes [32], permettant le déchargement de protéines. D’autres hypothèses suggèrent

davantage une tactique «ldss and run» selon laquelle les endosomes et les lysosomes

interagiraient continuellement par des frisions et fissions transitoires [33]. Il serait logique

de déduire que les protéines voyagent par transport vésiculaire entre les deux organites,

étant donné que ce mécanisme constitue le principal mode de transport dans le trafic

membranaire et les voies de sécrétions endocytiques [34].
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Les molécules synthétisées dans le réticulum endoplasmique sont acheminées vers l’appareil de Golgi d’où

elles bourgeonneront (A) avant d’être envoyées dans les endosomes. À parut des endosomes précoces, ces

protéines peuvent être disposées la surface de la cellule. Les protéines membranaires endocytosées se

retrouveront dans ces mêmes endosomes qui matureront en endosomes tardifs. L’mvagmation de la

membrane lnmtante aux sites couverts de manteaux de clathrme (B) induira la formation de

compartiments multivésiculaires (MVBs). Ces dermers fusionneront avec les lysosomes, provoquant la

décharge des vésicules mtralummales et leur destruction. Les MVBs peuvent aussi fusionner avec la

membrane plasmique afin de libérer leur contenu dans le milieu extérieur (non schématisé). Lne protéine

hvporhenque est représentée afin de montrer l’orientation de celle-ci dans les différents compartiments. l.a

poroon evtoplasmique est en orange J) et celle extracellulaire, en bleue (J’). Traduit de l’original

provenant du site du Dr. Bftgit Smger-Kriiger, Umversiràt Stuttgart, Inst. f. Biochemie (innv.uni

stuttgart.de/.../ opportunities.html)

Figure 5. La voie endocytigue
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1.2.2 BI0GENEsE DES EXOSOMES

Comme les exosomes sont originaires des MVBs, leurs compositions

protéiniques et lipidiques sont hautement apparentées. Ainsi, la machinerie responsable

de la formation des MVEs est directement liée ii la production d’exosomes. Ce sont des

études chez la levure qui ont principalement levé le voile sur le mécanisme d’intégration

de protéines dans les MVBs. Ce dispositif a été conservé dans l’évolution, puisqu’il est

possible de retrouver des homologues des molécules impliquées également chez les

mammifères. La formation des MvTBs requiert le métabolisme des lipides de la famille

des phosphatidyl-inositols (PI(3)P et PI(3,5)P2) par les kinases du même nom sans

toutefois que l’on connaisse le rôle exact de ces produits. En effet, le blocage des kinases

n’affecte pas le ciblage de protéines mais empêche la conception de vésicules dans le

lumen du compartiment [35]. La protéine Hrs, liant le PI(3)P, est aussi importante dans

la biogenèse des MVBs, puisqu’elles semble impliquée dans le recrutement de clathrines

aux endosomes. De plus, elle est responsable de la régulation négative du récepteur de

facteur de croissance épithélial (EGFR) [36]. Il faut noter qu’une grande partie de la

compréhension de la genèse des compartiments multivésiculaires a été dérivée de l’étude

de ce récepteur de facteur de croissance.

Beaucoup des molécules responsables de la formation des IVWBs sont aussi

impliquées dans le recrutement de protéines qui se retrouveront à la surface des vésicules

intralumenales. TsglOl, une protéine appartenant au complexe de transport responsable

du ciblage endosomal (ESCRT_I), a été détectée sur les exosomes de DCs tout comme

Alix, reliée à ESCRT-II et III. Ces protéines font partie de la machinerie qui sélectionne

les protéines ubiquitinées pour les cibler vers les microvésicules internes. Ces complexes

multi-protéiniques permettent l’invaginadon, le bourgeonnement et la fission de la

membrane limitante des endosomes (voir Figure 10 section 1.3.3.3). Plusieurs autres

protéines comme les Vps et les EAPs, sont inclues dans les complexes ESCRT. Certains

auteurs croient que la perte de protéines par l’internalisation dans les vésicules du lumen

serait trop importante pour que seules des protéines soient impliquées Il a donc

été proposé que certains lipides seraient responsables de la genèse des vésicules

intraluminales. Le LBPA (phospholipid lysobisphosphatidic acid) est exclusivement

retrouvé dans les endosomes et dans les vésicules internes, et l’endocytose d’anticorps
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liant ces lipides interfère avec la formation des I\ÎVBs [3$]. Toutefois, le mécanisme

concret est inconnu et le même modèle n’est pas observable chez la levure [35;37].

1.2.3 C&icTERIsTIQuEs DES EXOSOMES

Les exosomes sont des microvésicules dont le diamètre varie entre 30 et 100 nm

et dont la densité se situe aux alentours de 1,13 g/ml selon le contenu protéinique. Ils

ont une composition lipidique et protéinique très particulière et caractéristique (voir

Tableau I), dépendant de la cellule génératrice. Ils peuvent être sécrétés par des

rédculocytes [39], des cellules T cytotoxiques [401, des lymphocytes B [2$;41j, des cellules

dendridques [42-44], des macrophages [45] et des plaquettes [46). Ce sont principalement

des cellules de provenance hématopoïédque qui possèdent la capacité de relâcher les

exosomes.

Des études de protéomiques, de même que des analyses par immunoblot et microscopie

électronique, ont révélé la présence de marqueurs communs et de certains spécffiques au

type de cellule d’origine. Les protéines communes retrouvées incluent les chaperons

Hsc-70, -73 et -90, les sous unités des protéines G trimériques, le TsglOl, les protéines

du cytosquelette et les tétraspanines CD9, CD63, CD$1 et CD$2 [42;44;47]. Certaines

des protéines présentes sur les exosomes sont absentes de la surface cellulaire, ce qui

permet de les différencier des débris de membranes ou des vésicules apoptodques [43j.

1.2.3.1 Réticulocytes

Les rédculocytes sont des érythrocytes immatures contenant des restes de

compartiments cellulaires comme le Golgi et les endosomes. Lors de la maturation, ces

cellules devront éliminer certains récepteurs membranaires, comme le récepteur de la

transfermne chez les mammifères [4$]. Pour ce faire, le récepteur sera ciblé vers les

MVBs, puis sécrété à la surface d’exosomes [29;39;49;50]. C’est grâce à ces études qu’un

intérêt pour les exosomes est né. L’intégrine Œ4f31 (VLÀ-4 est aussi négativement
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régulée et ciblée vers les exosomes lors de l’érythropoïèse [511. Il est important pour les

érythrocytes d’évacuer cette protéine, puisque si elle se retrouve à la surface des

érvthrocvtes matures, elle pourrait provoquer des complications sanguines.

1.2.3.2 Lymphocytes T cytotoxiques

Les lymphocytes T périphériques, après activation, peuvent se différencier en

lymphocytes T cytotoxiques (LTC) possédant des granules caractéristiques. Ces granules

ont été identifiées comme étant des lysosomes sécrétoires ayant les apparences d’un

MVB par la présence de marqueur comme Iamp-l et CD63 [40]. En fait, avec des études

plus approfondies, il a été démontré que ces compartiments contenaient des vésicules

internes remplies de perforines et de granzymes. Ce sont les agents destructeurs

employés par les LTC pour détruire la cellule infectée en interaction avec celle-ci. Les

vésicules internes portent aussi à leur surface des molécules ayant un rôle important dans

l’interaction LTC-cellule cible, comme le récepteur des cellules T, le CD3 et le CD$.

C’est lors de l’activation des cellules Tc que les granules vont fusionner avec la

membrane plasmique afm de libérer leur contenu dans la synapse immunologique.

D’ailleurs, il a été proposé que la présence de protéines de stimulation et de

stimulation sur les vésicules assurait la spécificité de l’attaque [52]. Malgré tout, il n’y

avait jusque là aucune preuve que les particules contenant les perforines et les granzymes

étaient des exosomes. Ce n’est que quelques années plus tard qu’un autre groupe a

montré que les cellules T produisaient bel et bien des exosomes. En effet, suite à leur

activation in vitro, les lymphocytes T cytotoxiques semblaient sécréter des microvésicules

de morphologie comparable aux exosomes. D’un diamètre entre 50 et 100 nm,

délimitées par une double membrane lipidique et exprimant des molécules d’adhésion et

des marqueurs spécifiques aux compartiments endosomiaux (CD63), ces particules

sécrétées ressemblaient grandement aux vésicules exosomales. Ces caractéristiques ont

été établies par des techniques éprouvées dans l’étude de ces microvésicules comme la

microscopie électronique, l’immunobuvardage et la c tométrie en flux [53].
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1.2.3.3 Cellules présentatrices d’antigènes

Les cellules présentatrices d’antigènes (CPA) sont certainement la catégorie de

cellules la plus étudiée en ce qui a trait à la caractérisation des exosomes. Ces cellules

regroupent entre autres les cellules dendritiques, les macrophages et les lymphocytes B.

Ce sont des cellules spécialisées dans la présentation de particules antigéniques. Elles

activeront des cellules effectrices afin d’enrayer les pathogènes présents dans l’organisme

infecté (voir section 1.1). Ces cellules expriment donc les molécules du CIv1H de classe I

et de classe II. Le CMH-II se retrouve en grande partie dans les endosomes pour y lier

son peptide andgénique. Ces compartiments tardifs portent alors le nom de MIIC et

acquièrent les caractéristiques des MVB lors de leur maturation. Plusieurs protéines se

retrouvent à la surface des I\IVB et/ou à la surface des microvésicules internes. Les

tétraspanines sont particulièrement enrichies sur les microvésicules (CD8I, CD82 et

CD63) (voir section 1.2.5.2) avec le CMH-II classique, tandis que Lamp-l/2 et HLA

DI’I se retrouvent surtout sur la membrane limitante des vfVBs {2$;54j. Toutefois, cette

distribution protéinique varie d’une CPA à l’autre.

Les cellules dendritiques (DC) immatures expriment à leur surface le marqueur CD1a et

sécrèteront des exosomes portant cette même protéine, de même que du CD63 qui, lui,

est absent de la surface cellulaire. Les exosomes de DC comprennent aussi du CD59, très

peu de CD$O/$6, ICAM-I et aucune trace de CD2O, un marqueur spécifique aux cellules

B. Les exosomes des lymphocytes B, quant à eux, expriment fortement les molécules

CD2O, CD$O/$6, ICÀM-I, mais très peu de CD63 et aucun CD la. Selon cette étude,

l’expression du CD63 dépendrait de la lignée de cellules B testée [47J.

Néanmoins, la différence entre exosomes provenant de lymphocytes B et de DC ne

s’arrête pas là. Des études plus approfondies ont été effectuées afin de déterminer la

composition lipidique et l’organisation membranaire des exosomes.

De façon générale, les exosomes sont riches en lipides tels que les sphyngomyèlines, les

phosphatidyl-inositols / sérines /cholines /éthanolamines et les gangliosides (GM3). Ce

sont ces différentes familles de lipides, de même que la présence de cholestérol, qui

permettent aux exosomes d’acquérir une résistance aux détergents non-ioniques [55].

Cette propriété a d’abord été établie pour les radeaux lipidiques ou « rafts » enrichis en
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ces mêmes lipides avant d’être testé sur les vésicules exosomales [56]. Notons que la

composition en cholestérol peut différer entre CPA. Les cellules B sécrètent des

exosomes enrichis en cholestérol par rapport à la membrane plasmique, tandis qu’il ne

semble pas y avoir de distinction entre la teneur en cholestérol de la membrane

plasmique et celle des exosomes chez les DC.

L’analyse des lipides des exosomes des DC a aussi permis d’observer le mouvement des

phospholipides de la double membrane lipidique par un phénomène nommé le « flip-

flop ». Ce déplacement mène à l’asymétrie des lipides de la membrane des exosomes. Il

semblerait que le pH du milieu affecte aussi la fluidité de la membrane, le pH neutre la

rendant plus rigide. Cet aspect affecte conséquemment la fusion des vésicules

exosomales avec les autres membranes, de même que la stabilité de ceux-ci lorsqu’ils

circulent dans l’organisme [57].
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Tableau I Composition lipidique et protéinigue des exosomes

Présentation antigénique CMH-I et II, CD$O et CD86 (co
stimulation)

Molécules d’adhésion Tétraspanines:

CD63, CD9, CD37, CD53, CD$1, CD$2

Intégtines: a3, a4, OEM, [31, [32

MFG-E8 (cellules murines)

Transport et fusion membranaire Annexines: I, II, W, V, VI, VII

RAPIB/RABGDI, Rab7, Rab2

Protéines de choc thermique HSC7O/73, HSP84/90

Protéines du cytosquelette Actine, tubuline, coEne, meosine

Glycolipides et protéines reliées aux FlotilEne, CD55, CD59, GM1, GM3, Gi2a
radeaux lipidiques

Enzymes Pyruvate kinase, alpha enolase

Autres facteur d’élongation la5 14-3-3, clathdne,
ferritine

protéines ESCRT : Alix, TsgIOl

Résultats obtenus suite à des analyses de protéomiques, de «western blot» et de microscopie électronique

sur des exosomes provenant de lymphocytes B humains, de cellules dendnnques mutines, de cellules

épithéliales intestinales humaines et mutines, de rédculocytes et de mastocytes. Tableau tiré de [58j

1.2.4 FoNcTioNs DES EXOSOMES

1.2.4.1 Présentation antigénique

Tel que mentionné plus haut, les exosomes provenant de cellules présentatrices

d’antigènes (CPA) portent les molécules du CMH. Ainsi, les exosomes dérivés de cellules
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B ont été les premiers testés pour l’activation directe de clones T CD4” [41]. Il a alors été

établi que les peptides endocytosés et liés au CMH-II se retrouvaient à la surface des

exosomes et que ces complexes étaient capables d’activer des cellules T spécifiques. Des

molécules accessoires telles que B7.1/.2, ICA1 et LFA-3 semblaient aussi présentes

dans les préparations exosomales. La découverte de molécules de co-stimulation à la

surface des exosomes des DCs a permis de supporter l’hypothèse d’une présentation

antigénique alternative à celle effectuée par les cellules et même d’envisager, grâce à ces

molécules, la possibilité d’éradiquer des tumeurs (voir section cancer/immunothérapie).

Les cellules dendritiques folliculaires (CDf) peuvent aussi présenter des pepddes aux

CPAs grâce aux exosomes. En effet, les CDFs, principalement impliquées dans la

stimulation continue des lymphocytes B dans les centres germinaux, peuvent non

seulement capturer des antigènes natifs sous forme de complexes immuns, mais aussi

présenter des antigènes apprêtés sur des molécules du CMH-II [1• La microscopie de

base a permis d’observer cette molécule à la surface des CDfs (revue dans [601). Malgré

cela, les CDFs ne possèdent pas d’activité phagocytaire [61] et ne synthétisent pas le

classe-II elles-mêmes [621. Il fallut utiliser la microscopie électronique pour démontrer

que les CDFs portaient en fait à leur surface des microvésicules représentant des

exosomes originaires des cellules B. La capture d’exosomes semble ainsi donner aux

cellules folliculaires un rêile de raffinement de la réponse immunitaire [631. Il a ainsi été

proposé que les exosomes avaient un rôle dans le maintient de la réponse mémoire

cellulaire à long terme et dans la tolérance des lymphocytes T [41].
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1.2.4.2 Autres

1.2.4.2. 1 Cancer et immmzotIérapie

Les LTCs sont généralement disposés à éliminer une masse cancéreuse. Cependant, leur

activation dépend de la présentation d’antigènes tumoraux spécifiques par les DCs.

Comme mentionné plus haut, les DCs peuvent relâcher des exosomes portant les

molécules du CI’vIH-I et activer des LTCs (voir section 1.2.4.1 ci-dessus). Pour tester

cette hypothèse, des exosomes ont été mis en contact avec des peptides dérivés de

tumeurs autologues murines et ensuite avec des cellules T. En poussant l’expérience in

vivo, il a été possible d’observer la régression d’un carcinome murin De plus,

certains chercheurs semblent aujourd’hui enclins à employer les DCs en immunothérapie

anti-cancéreuse, tandis que les exosomes font tranquillement leur entrée dans les études

cliniques (revue dans [64]).

1.2.4.2.2 Propa<gation de pat!]ogènes

Prion. Le pnon est une protéine exprimée de façon ubiquitaire et dont le

changement conformationnel provoque une accumulation neurocervicale nocive[651.

L’implication des exosomes dans la propagation des prions a été soupçonnée suite à la

mise en culture de cellules saines dans un milieu provenant de cellules infectées. En effet,

les premières devenaient infectées à leur tour [66]. La démonstration de l’incorporation

de la protéine prion infectieuse dans les exosomes a été faite en mettant ce milieu sur

gradient de sucrose. Il a ainsi été possible d’isoler des exosomes interagissant avec la

protéine prion infectieuse (PrPsc) [671.

VIH. Il est connu que le virus de l’irnrnunodéficience humaine (VIH)

bourgeonne préférentiellement dans les microdomaines lipidiques enrichis en cholestérol

[68j. Conséquemment, il peut se faire autant à la surface cellulaire qu’au niveau des

compartiments multivésiculaires [69]. En comparant la composition protéique des

virions et des exosomes, il a été possible de noter la présence des mêmes protéines. Ces

dernières différaient de celles contenues dans les radeaux lipidiques ou la membrane
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plasmique. Les virions semblent donc exploiter le mécanisme de biogenèse des exosomes

[701. De plus, «the Trojan exosome hypothesis» suggère l’emploi de la voie de

communication intercellulaire des exosomes par le VIH pour accélérer sa propagation

[711.

1.2.5 CIBLAGE DES PROTEINES AUX EXOSOMES

1.2.5.1 Microdomaines lipidiques

Les radeaux lipidiques sont des domaines résultant de l’agrégation et de

l’association de lipides et de protéines spécifiques dont la composition globale est

différente du reste de la membrane plasmique. Il est possible de les isoler grâce à leur

insolubilité dans les détergents non-anioniques et à leur faible densité dans les gradients

de sucrose [721. Les radeaux lipidiques n’ont pas été immédiatement associés à la

composition membranaire des exosomes. Les exosomes sont enrichis en cholestérol et

ils contiennent des gangliosides G\11, des protéines comme CD55 et CD59 ancrées dans

des glycosides-phosphatidylinositol (GPI) [73], des protéines kinases Lyn de la famille

des Src, et des sous-unités de la protéine G. Ces différentes molécules sont reconnues

comme étant des marqueurs typiques des radeaux lipidiques. Leur expression dans des

domaines résistants aux détergents a été montrée par l’analyse du milieu de culture de

cellules et d’associer ainsi les radeaux lipidiques aux composés membranaires des

exosomes. Il est donc possible de croire que les domaines lipidiques seraient

responsables du ciblage de ces protéines vers les exosomes. Le CI’vIH de classe-II

pourrait aussi être ciblé aux exosomes par son entrée dans ces domaines lipidiques

puisqu’il est retrouvé partiellement associé aux domaines résistants aux détergents

D’un autre côté, l’ubiquitinadon joue un grand rMe dans le ciblage de protéines vers les

radeaux lipidiques (voir chapitre Ubiqumnation). Ainsi, l’entrée de protéines dans les

exosomes est peut-être le résultat de l’action de plusieurs facteurs internes et externes.
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1.2.5.2 Tétraspanines

Les tétraspanines sont des protéines membranaires relativement conservées dans

l’évolution, et qui ont tendance ii se regrouper entre elles et avec d’autres protéines afin

de former des micro-domaines de la membrane plasmique. Cette famille est caractérisée

par la présence de quatre domaines transmembranafres et un profil d’expression

cellulaire très ubiquitaire. Leurs r6les sont variés passant de l’adhésion la stimulation

des cellules T [75].

1.2.5.2. 1 Structure

Les protéines de la famille des tétraspanines possèdent une structure globale

semblable avec des domaines extra- et intra-cellulaires (figure 6). La partie extracellulaire

est formée par deux boucles de tailles différentes. La grande boucle contient les motifs

caractéristiques tels le cystéine-cystéine-glycine (CCG), qui peut former des ponts

disulfures avec d’autres cystéines de la boucle. De plus, cette boucle contient plusieurs

sites de N-glycosyladon. Certaines cystéines sont retrouvées au niveau du cytoplasme et

sont aussi particulières ii la famille. Elles sont d’ailleurs grandement impliquées, sinon

responsables, de la formation de « filet de tétraspanines» lorsqu’elles sont pairnitoylées

(revue dans [76]).
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Les cylindres verts représentent les domaines transmembranatres numérotés de 1 4. Les ponts disulfures

formés entre les résidus conservés de la grande boucle sont schématisés par des lignes noires (exemple de

CD81). G, glycine C, cvstéme ; N, asparagtne E, glutamate. Traduit de l’original: [1

1.2.5.2.2 Ciblcge des tétraipmines ters les exosomes

Tl est encore impossible de dire de quelle façon les tétraspanines sont

transportées dans les MIICs. Peut-être sont-elles directement dirigées du Golgi vers les

endosomes ou peut-être passent_elles par la membrane plasmique avant de se retrouver

dans ces compartiments tardifs? Il ne semble n’y avoir aucun signal de ciblage consensus,

malgré le fait que certaines tétraspanines vont posséder un motif tyrosine en C-terminal.

Celui-ci est impliqué dans l’internalisation et le ciblage lysosomal et basolatéral [77]. Le

CD63 contient le motif GYEVN lui permettant d’être exprimé principalement dans les

lysosomes. Le transport de cette tétraspanine du trtmi-Go1gi vers les lysosomes nécessite

la protéine adaptatrice AP3 [7$]. Le niveau différentiel d’expression de CD63 entre la

surface cellulaire et les compartiments endosomiauxs porte croire que le transport de

cette protéine varie entre la membrane plasmique et les endosomes [28].

Figure 6. Structure générale des tétraspamnes
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Les tétraspanines sont hautement impliquées dans la formation de complexes

polypeptidiques qui pourraient faciliter l’incorporation d’autres protéines dans les

microvésicules internes des MVBs. Ces complexes préviendraient donc le recyclage des

molécules et faciliteraient leur élimination de la surface cellulaire [79]. Ces complexes

formés par les tétraspanines sont aussi appelés «filet» (web). La capacité de ces

protéines à interagir entre elles et avec d’autres protéines partenaires semble découler de

la présence de résidus glycine hautement conservés dans la région transmembranaire. Ce

sont des études biochimiques sur le CD9 qui ont permis d’établir la possibilité

d’interactions inter- et intramoléculaires [$0]. Le « filet de tétraspanines» revêt une

grande importance puisqu’il est impliqué dans plusieurs contacts cellule-cellule et dans la

fusion intercellulaire. Entre autre, il a été noté que le CD81 se retrouvait dans la synapse

immunologique des cellules B et T, ce qui semble suggérer son implication dans

l’interaction entre cellules ([81] et revue dans [75]).

1.2.5.2.3 Intenictions prote’ine-prote’ine

Les tétraspanines peuvent s’associer entre elles mais aussi avec d’autres

partenaires (voir Figure 7). Ceux-ci varient d’une cellule à l’autre, les plus communs étant

les membres de la famille des intégrines et de la superfamille des immunoglobulines.

L’interaction tétraspanine-partenaire peut être influencée par la stoechiométrie des

protéines et elle est résistante aux détergents. La liaison tétraspanine-tétraspanine, quant

à elle, ne dépend pas de la stoechiométrie, mais nécessite la palmitoylation de ses résidus

cvstéine cytoplasmiques [$2]. Le regroupement de protéines tétraspanes, de molécules

partenaires et de cholestérol donne naissance à des microdomaines membranaires

enrichis en tétraspanines (fEM) (revue dans [83;84]). Cette association est fonctionnelle

puisqu’elle est observée à la surface d’exosomes provenant de CPAs et que ceux-ci sont

capables de présentation antigénique (voir section 1.1). Des protéines se retrouvant dans

les exosomes suite à une association avec des tétraspanines est donc une hypothèse

envisageable.
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A Vue aérienne des interaction tét.raspamne-tétraspanine et tétraspamne-partenatre.

B Vue de côté de ces mêmes interactions. Panneau de droite : l’agglomération est facilitée par la

pahmtoyladon des résidus cystéines conservés. Teintes de vert, tétraspamnes; brun et rose, superfamille des

immunoglobuline; bleu, mtégrmes. Traduit de l’original: [75].

Le CMH-II a la particularité de s’associer avec certaines tétraspanines à la surface

des cellules présentatrices d’antigènes. En effet, certaines sous-populations de CMHs

vont s’associer et présenter le même antigène à la surface de la cellule. Ces molécules

sont reconnues par l’anticorps anti-CDw78, qui peut reconnaître les protéines HLÀ-DR

formant des complexes entre elles [85], comme il est possible de le voir dans les TEMs

(revue dans [86]). Il est donc envisagé que le contact tétraspanines-CMH-I1 soit sélectif.

Des études biochimiques et l’observation de co-localisadon à la surface cellulaire ont

permis de démontrer que les tétraspanines CD9, CD37, CD53, CD63, CD8Ï et CD82

peuvent interagir avec le CMH-II. Dans les compartiments MIICs, le CD82 s’associe

même avec HLA-DM et HLA-DO [54].

Les tétraspanines sont retrouvées en grande quantité à la surface des exosomes ainsi que

dans les membranes des vésicules internes des MVEs [28]. Ainsi, les exosomes dérivés de

cellules présentatrices d’antigènes sont enrichis en CMH-II et en tétraspanines, laissant

présager l’influence de celles-ci sur le ciblage du CIvIH-II.

Figure 7. Intéractions dans les microdomaines enrichis en tétraspanines
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Les tétraspanines et les microdomaines lipidiques ne sont pas les seuls facteurs

influençant le ciblage de protéines vers les vésicules intraluminales des MVEs.

Effectivement, l’ubiquitinarion peut aussi être grandement impliquée dans le trafic de

protéines dans la voie endocydque et donc peut jouer un rôle dans leur entrée au sein des

MVBs.

1.3 L’urnQuITINATIoN

1.3.1 DEcouviRTE

L’ubiquidne, d’abord appelée « ubiquitous immunopoietic polypeptide» ou

LTBIP, est une protéine de 76 acides aminés dont le poids moléculaire est de 8500 Da.

Elle a d’abord été isolée du thymus bovin, pins dans plusieurs autres tissus d’origines

diverses. L’ubiquitme était principalement reconnue comme responsable de la

différenciation in vitro des cellules T et B via les récepteurs -adrénergiques et l’activation

de l’adénylate cyclase {87j. C’est une molécule qui a été hautement conservée au cours de

l’évolution, ce qui suggère un rôle biologique important. Les premières démonstrations

d’une liaison covalente ont été faites avec les histones H2A [8$;89]. Plusieurs études sur

l’ubiquitination ont été réalisées afin d’identifier les autres molécules impliquées dans

cette modification post-traductionnelle et dans le but d’en déterminer le rôle dans la

dégradation des protéines. La découverte de la destruction protéinique par protéolvse

pet-mis, une vingtaine d’années plus tard, aux chercheurs Ciechanover, Hershko et Rose,

d’obtenir le Prix Nobel de Chimie de 2004 (revue de leurs travaux dans [90]).

1.3.2 PRocEssus D’UBIQUITINATION

L’ubiquidnadon est une modification post-traducdonnefle dont les fonctions

sont très nombreuses, la plus répandue étant la dégradation des protéines via le

protéasome 26S. Afin de suivre cette route, l’ubiquitine liera la protéine cible via un lien
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covalent entre sa glycine C-terminale et une lysme de la protéine. Selon la quantité

d’ubiquitines liées au substrat ou entre elles, il est possible de classifier l’ubiquitination en

trois types: (1) mono-ubiquitination, (2) multi-ubiquitination et (3) poly-ubiquitination.

La mono-ubiquitination est le lien entre un seul polypeptide ubiquitine et une lysme

d’une protéine cible, ce qui induira soit l’endocytose, le trafic membranaire ou la

réparation de l’ADN selon la protéine impliquée. La multi-ubiquitination représente,

quant à elle, l’attachement d’une ubiquitine sur plusieurs lvsines présentes sur la portion

cytoplasmique de la cible. Elle provoque en général l’internalisation de la protéine

ubiquitinée. finalement, la polv-ubiquitination consiste à la liaison de plusieurs molécules

d’ubiquitine entre elles et dont la première liera le substrat d’intérêt (voir Figure 8). Ce

dernier type d’ubiquitination est possible grâce à la présence de lysines au sein de

l’ubiquitine. Cette dernière contient sept lysines. La fonction et l’implication de trois de

ces lysines (Lys29, Lvs48 et Lvs63)ont mieux été cernées [91].

Selon la lvsine employée pour former une chaîne de polv-ubiquidnes, le destin de

la protéine cible peut changer. Par exemple, lorsque la polv-ubiquitination se fait par un

lien avec la lysine-48, les protéines membranaires du noyau, du cytoplasme et du

réticulum endoplasmique seront envoyées au protéasome pour y être dégradées et ce,

suivant la liaison d’un minimum de quatre ubiquitines [92]. La lysine-63 serait davantage

responsable de l’endocytose de protéines membranaires en plus d’autres processus

cellulaires ; un rôle différent pouvant être expliqué par une conformation différente de la

chaîne de poly-ubiquitine formée [93].

-Internalisation

Mono-ubiquitination -Ciblage intracellulaire
-Réparation de l’ADN
-Régulation des histones

Multi-ubiquitination -Endocytose

-Lys29: ?
Poty-ubiqwtsnation . -

-Lys48: Degradanon proteasomale
-Lys63: Endocytose, réparation de l’ADN

Figure 8. Types d’ubiguitination

Lb, ubiquitine K, résidu lysme. Insptrée de la figure I de [941
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L’ubiquitination requiert l’activité de trois enzymes. Tout d’abord, la glycine se

retrouvant en C-terminal de l’ubiquitine sera activée par l’enzyme d’activation El (étape

1 dans la Figure 9). Cette étape nécessite de l’ÀTP et permettra la formation d’une

ubiquitine adénylée avec reirchement de pyrophosphate inorganique (PPi). Ce dernier

pourra ensuite lier un résidu cystéine de El par un lien thioester. L’ubiquitine est par la

suite transférée sur une autre enzyme, E2 (étape 2), responsable du transport et de la

conjugaison de l’ubiquitine vers la dernière enzyme, la ligase E3 (revue dans [Ï)•
L’intéraction entre E2 et E3 provoque le transfert de l’ubiquitine vers la protéine cible

(étape 3). L’ajout graduel d’ubiquitines sur le substrat pour former une chaîne de poly

ubiquitines provoquera sa dégradation par le protéasome 26S (étape 4) (voir section

1.3.3.1 ci-dessous). L’ubiquitine sera alors recyclée grâce . l’action d’enzymes de

désubiquitination (étape 5). Ces enzymes sont généralement des protéases qui

reconnaissent les résidus ou domaines C-terminaux de l’ubiquidne. Elles sont divisées en

deux classes : «ubiquitin C-terminal hydrolases» (LTCHs) et «ubiquitin-specific

proteases» (UBPs). Les UBPs sont les plus répandues et possèdent des fonctions, des

caractéristiques et des mécanismes d’action différents leur permettant de reconnaître une

variété de cibles (revue dans [96]). Le recyclage de l’ubrquitme permet ainsi de qualifier

i’ubiquitination de processus réversible.

AT? AD?+Ii

AIP AMP+PI

©

J cible

Cytoplasme

Figure 9. Réaction enzymatique de l’ubiquitination

L’ubiquidne est activée par l’enzyme d’activation lEi (1) et transférée i l’enzyme de conjugaison E2 (2). E2

et la protéine cible lie une ligase E3 spécifique afin de procéder au transfert de l’ubtqmtme vers le substrat

d’intérêt 3). L’attachement de plusieurs ubiqumnes entraîne une poly-ubiquitination et le ciblage de la
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protéine vers le protéasome 26S pour la dégradation (4), tandis que les molécules d’ubiquitmes seront

recyclées grâce aux enzymes de désubtquitmauon (5). PPi, pvrophosphate inorgamque; Pi, phosphate

inorgamque Ubi, ubiquitine. Traduit de l’original: [96;97j.

1.3.3 FoNcTioNs DE L’UBIQUITINATION

1.3.3.1 Dégradation par le protéasome

La poly-ubiquitination entraîne plus souvent qu’autrement la dégradation

protéasomale (revue dans [9$]) de la protéine affectée dans le but, dans certains cas,

d’arrêter l’induction de signaux ou d’empêcher le recyclage. Le protéasome 26S est en

fait une protéase composée de deux sous-unités dont la fonction avait été découverte par

son habileté à dégrader les conjugués lysozyme-ubiquitine [1• Les sous-unités 19S, ou le

complexe de régulation, sont responsables de la reconnaissance du substrat ubiquitiné et

de l’apport énergétique du complexe, et couvrent chaque extrémité de la sous-unité 20S.

Cette dernière porte le nom de protéasome et est garante de l’activité protéolytique. Le

20S est composé de quatre anneaux organisés en une structure Œf3J3Œ, une forme

déterminée par l’analyse du cristal du protéasome de la levure [100]. Les sites catalytiques

sont principalement contenus dans les anneaux f3, tandis que les anneaux u maintiennent

la stabilité de l’ensemble du complexe (revue dans [1011).

Toutefois, il ne s’agit pas simplement d’être poly-ubiquitiné pour être dégradé par

le protéasome ; l’action de protéines détentrices de domaines de liaison de l’ubiquidne

((JBD) est souvent nécessaire afin de promouvoir la destruction d’une molécule

ubiquitinée. Certaines familles de protéines dites «navettes» contiennent un domaine

«ubiquitin-like» (UBL) et un domaine «ubiquidn-associated» (UBA). Ceux-ci leur

permettent alors d’interagir à la fois avec les poly-ubiquitines et le protéasome. Les

protéines comportant des UBDs peuvent agir de façon transitoire ou font tout

simplement partie des sous-unités stables du complexe protéasomal. Ainsi, la simple

interaction avec un récepteur de poly-ubiquidnadon au sein du protéasome provoque

l’entrée de la cible vers la chambre catalyque [102]. Les hgases E3 peuvent aussi

contenir des domaines UBLs favorisant la liaison avec le protéasome et donc la
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dégradation du substrat [103]. Certaines études ont montré, que lors d’une poiy

ubiquitination incomplète, les protéines cibles nécessitent l’action d’une autre enzyme : la

E4. Cette dernière coopérerait avec E3 afin d’allonger la chaîne de poly-ubiquitines pour

envoyer la protéine cible vers le protéasome 26S (revue dans [104]).

1.3.3.2 Intemalisation et dégradation lysosomale

Afin d’arrêter une cascade signalétique engendrée par l’interaction d’un récepteur

membranaire avec son ligand, il est souvent nécessaire de provoquer l’endocytose du

complexe. À partir de là, le complexe récepteur-ligand peut soit retourner à la membrane

plasmique (recyclage), soit être ciblé vers les lysosomes (dégradation). La cellule retrouve

ainsi son état de base. L’ubiquidnadon est impliquée à deux niveaux de ce processus:

l’internalisation à partir de la membrane et le ciblage endosomial.

La majorité des protéines membranaires régulées négativement chez la levure S.

cerevime requierent l’ubiquidnation afin d’être internalisées. Ce procédé fait généralement

suite à la liaison du Ugand et induit la dégradation du récepteur, non pas par le

protéasome, mais plutôt dans la vacuole (lysosome). À l’aide de mutants de la machinerie

d’ubiquitination et de protéines membranaires dépourvues de lysines, il a été possible de

prouver l’importance de l’ubiquitine dans cette interruption de signalisation [1051. Chez

l’humain, plusieurs canaux ioniques et récepteurs subissent un sort similaire (revue dans

[1061). En fait, la plupart des protéines ubiquitinées à la surface cellulaire sont ciblées

vers les lysosomes pour leur dégradation et la mono-ubiquidnadon expliquerait la

différence entre le ciblage protéasomal et lysosomal (revue dans [107J). De plus,

l’internalisation serait directement assurée par la molécule d’ubiquitine. Il a été montré

qu’une molécule peut être internalisée lorsque sa portion cytoplasmique est remplacée

par un polypeptide ubiquitine. C’est un motif di-leucine encodé dans ce dernier qui est

responsable de l’entrée de la molécule chimérique [1081.

Les résidus lysines sont essentiels à l’ubiquidnation, mais il semblerait que dans

certains cas la phosphorylation d’une sérine adjacente soit requise. Ceci a été démontré

par des d’études d’internallsation du récepteur de la phéromone, Ste2p, chez la levure.
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En effet, cette protéine présente un signal SINNDÀKSS dont l’ubiquitination de la

lysine est dépendante de la phosphorylation des sérines voisines, influençant

conséquemment l’internalisation ([1 0$; 109]).

1.3.3.3 Ciblage endosomal

Tel que mentionné ci-haut, une protéine membranaire nécessite parfois une

ubiquitination afm d’être négativement régulée par endocytose et dégradée dans les

lysosomes. Toutefois, avant de se rendre au lysosome, les protéines passent par les

compartiments multivésiculaires (MVB) où leur destin est déterminé. Effectivement, les

protéines de levures et humaines qui seront internalisées dans les vésicules du lumen

seront dégradées ou sécrétées sous forme d’exosomes, tandis que celles qui demeurent ii

la membrane limitante du I\IVB pourront être recyclées (revue dans [110]).

Le ciblage vers les MVBs n’est pas seulement effectué sur les molécules provenant de la

membrane, mais aussi sur celles ressortant du Golgi. Les protéines nouvellement

synthétisées passent par l’appareil de Golgi, où elles peuvent être ubiquitinées afin d’être

directement envoyée du Golgi aux endosomes (revue dans [111]). L’ubiquitination titre

de signal de la voie endosomiale a d’abord été envisagée par des observations faites sur le

récepteur du facteur de croissance épidermal (EGFR. L’expression de surface de celui-ci

était maintenue malgré la surexpression d’une ubiquitine ligase spécifique, et même si

une augmentation de son entrée dans les lysosomes était notée [112]. La mono

ubiquitination est encore une fois responsable de ce type de ciblage. Lorsque l’ubiquidne

lie la queue cytoplasmique d’une protéine transmembranaire, le signal est reconnu par les

protéines de la famille des ESCRT (voir section 1.2.2 ci-dessus). Les protéines ESCRT

portent toutes des domaines de liaison de l’ubiquitine (UBDs) leur permettant de

reconnaître les cargos ubiquitinés. Les ESCRT-I, II et III, vont agir de façon séquentielle

dans le but de déplacer le cargo vers les vésicules bourgeonnant dans le MVB. Ce

système a d’abord été particulièrement bien établi chez la levure, mais est maintenant

aussi bien connu chez l’humain (revue dans [97;102j) (voir Figure 10).



41

L’attachement d’une protéine pottant un motif d’interaction d’ubiquitine telle que Hrs (hepatocvte-growth

factot-tegulated tvrosme-kmase substrate) déclenche le processus d’entrée de la proréme membranaire

dans les vésicules intralumjnales. Un manteau de clathrme permettant la concentration de récepteurs

ubiqumnés peut alors se former. Ensuite, Hrs recrute ESCRT-I par l’mteracnon avec l’une de ces sous

umtés ÇrSG-lOl) qui pourra alors lier l’ubiqmtme. Les ESCRT-II et III sont par la suite assemblées et la

protéine est déplacée vers les vésicules du MVB. La protéme ÀAÂ (AlPases associated xnth various

cellular activides) permet le désassemblage de la machinerie ESCRT, tandis que l’ubiqmune est recyclée

grâce â l’enzyme de dé-ubiqmtmadon (orange). Une autre enzyme de dé-ubiquitmanon (bleu) est parfois

disposée à mème la membrane bmirante de l’endosome afin de contrer l’effet de l’ubiqmnne hgase E3. Lin,

ubiqmtme; MVB, compartiment muldvésiculawe. Modifiée de l’original: [97].

Le ciblage vers les MVBs de protéines mono-ubiquitinées suggère leur

incorporation possible dans les exosomes. Effectivement, l’équipe du Dr Stoowogel

récemment démontré la présence de protéines ubiquidnées dans les exosomes. Ce

phénomène est inattendu puisque les enzymes de déubiqindnadon détachent l’ubiquidne

des protéines avant leur entrée dans les MVBs [113]. Pour démontrer leur hypothèse, ils

ont traité les vésicules exosomales au carbonate alcalin afin de permettre l’ouverture des

Figure 10. Ciblage de Drotéines membranaires ubicuitinées vers les MVBs

membranes et la relâche de leur contenu. Seules les protéines ancrées dans la membrane
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restaient intactes. Ainsi, ils ont constaté que les molécules détectées dans les exosomes

n’étaient pas membranaires, mais probablement solubles. De pius, l’emploi d’anticorps

spécifiques aux protéines polv-ubiquitinées a permis de constater une majorité de ces

dernières à l’intérieur des exosomes. Il a été proposé que la présence de protéines polv

ubiquitinées dans les exosomes résulte d’un phénomène de micro-autophagie. En effet,

plusieurs protéines ubiquitinées sont retrouvées dans les h’sosomes sécrétoires lors de la

micro-autophagie d’une cellule [114]. Conséquemment aux découvertes du Dr

Stoorvogel, les protéines ubiquitinées pourront maintenant servir de marqueurs pour les

vésicules exosomales [115].

1.3.4 ASPECTS IMMUNOLOGIQUES

1.3.4.1 Apprêtement et présentation d’antigènes

La présentation antigénique reliée à l’activation des lymphocytes T cytotoxiques

nécessite l’apprêtement d’un pepdde antigénique, généralement intracellulaire, et son

exposition à la surface de la cellule sur une molécule du CMH-I (voir section 1.1) [5]. Ces

différents peptides sont générés par le protéasome qui, comme mentionné plus haut,

détruit les protéines qui y sont ciblées suite à une polv-ubiquitination. Par l’usage

d’inhibiteurs du protéasome, il a été possible de démontrer que la présentation de

plusieurs protéines était inhibée. En fait, cela résultait de l’échec dans l’assemblage en

complexes stables des CMH-I dû à l’absence d’antigènes (revue dans [1161). Certains

virus inhibent le protéasome dans le but d’éviter la réponse immunitaire. Le blocage n’est

toutefois pas complet, puisque le protéasome est essentiel à la survie cellulaire [117].

1.3.4.2 Régulation négative du CMH de classe I

Les virus ont développé plusieurs tactiques leur permettant de ne pas être

découverts lorsqu’ils infectent une cellule. Le blocage de la présentation antigénique en

est une. Il est aussi possible de carrément empêcher le CMH-I de se rendre à la surface.

C’est ce que réussit à faire le virus herpès causant le sarcome de Kaposi KHSV). Deux

des protéines qu’il encode, K5 et K3, vont agir comme ubiquitine ligases (E3) et réguler

négativement l’expression de surface du CMH-I [118]. Le CMH-I ubiquitiné sera
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conséquemment envoyé vers les lysosomes pour y être dégradé. Ces ligases sont

principalement exprimées dans le réticulum endoplasmique, mais interagissent avec la

molécule du CMH après son passage dans le Golgi. Puisque les ligases K3 et K5

requièrent l’action des enzymes de conjugaison (E2) présentes dans les endosomes

tardifs, elles doivent être présentes dans ces compartiments (revue dans [117J).
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1.4 Objectifs et hypothèses de travail

Les exosomes peuvent aujourd’hui être employés à des fms thérapeutiques et

immunologiques. Une meilleure exploitation de ces outils commence par la

compréhension de leur formation et de leur composition protéinique. L’objectif principal

de nos recherches a été d’établir les mécanismes relatifs à l’intégration des protéines du

CMH-II, plus particulièrement de la molécule classique HLA-DR et de la molécule non-

classique HLA-DM, dans les exosomes. Pour ce faire, nous avons abordé le problème

sous deux angles différents : l’ubiquidnadon et l’exploitation de motifs de ciblage.

En premier lieu, nous avons émis l’hypothèse que l’ubiquitination était

responsable du ciblage de HLA-DR dans les membranes exosomales. Aucune étude n’a

encore montré l’ubiquitination de DR, mais ce dernier possède dans sa queue

cvtoplastnique plusieurs résidus lvsines susceptibles d’être ubiquitinés. On sait déjà que

l’ubiquidnation est impliquée dans le ciblage de protéines membranaires dans les MYBs

(revue dans [1191). Les MVBs sont les compartiments qui, lorsqu’ils fusionnent avec la

membrane plasmique, vont relâcher des exosomes. Ainsi, beaucoup de protéines

ubiquitinées se retrouvant dans les I\fVBs seront reconnues par la machinerie

responsable de l’invagination, du bourgeonnement et de la fission de la membrane

limitante des MVBs et finiront dans les exosomes (revue dans [97;102j). Les objectifs de

cette partie du travail sont: 1) établir un système avec les cellules HeLa pour approfondir

nos études sur les exosomes; 2) tester l’effet direct de l’attachement de l’ubiquitine par

l’usage de chimères DR3-ubiquitine sur l’incorporation du DR dans les exosomes; et 3)

déterminer indirectement l’importance de l’ubiquidnation dans le ciblage de DR aux

exosomes par l’usage d’une molécule HLA-DR sans résidus lysines.

En second lieu, nous avons évoqué la possibilité d’un motif influençant l’entrée

de HLA-DM dans les exosomes. HLA-DM possède un motif tvrosine dans sa queue

cytoplasmigue qui lui permet de se déplacer de l’appareil de Golgi vers les endosomes

tardifs. Ce motif 1m permet d’être rapidement intemalisé de la surface cellulaire et d’être

exprimé à la membrane limitante des MIICs [12;13J. Ces derniers peuvent aussi être
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appelés MVB lorsqu’ils accumulent des vésicules internes. Récemment, il a été démontré

que c’était au sein des ces vésicules internes que DM interagissait avec DR afin de

moduler la présentation antigénique [1201. De plus, il a été montré que la mutation du

motif tyrosine de HLA-DM provoquait son expression à la surface des cellules et donc

probablement modifiait son ciblage dans la voie endocytique [121. Les objectifs alors

poursuivis sont: 1) caractériser les exosomes sécrétés par les cellules HeLa et les

lymphocytes B; 2) tester l’importance du motif YXXL dans le ciblage de DM aux

exosomes; et 3) établir le rôle de DR dans l’inclusion de DM dans ces vésicules

exosomales.
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2.1.2 RESUME

L’ubiquitination est une modification post-traductionnefle impliquée dans la

dégradation protéasomale/lysosomale et le trafic intracellulaire des protéines. La

mono-ubïquïtination a été associée au ciblage protéique dans les membranes

internes des compartiments multivésiculaires (MVBs). Les MVBs sont générés

par l’invagination et la fission de la membrane limitante. Lors de la fusion des

MVBs avec la membrane plasmique, leur contenu est relâché à l’extérieur de la

cellule et les vésicules s’appellent alors des exosomes. Les cellules présentatrices

d’antigènes, les réticulocytes et même les cellules HeLa sécrètent des exosomes.

HLA-DR, une molécule du complexe majeur d’histocompatibilité, est accumulé

dans ces vésicules membranaires. Toutefois, le mécanisme exact de cette

inclusion n’est pas encore bien caractérisé.

Afin de déterminer le rôle de l’ubiquitination dans ce processus, nous avons

transfecté de façon stable des cellules HeLa avec une molécule HLA-DR

chimérique. La région transmembranaire de la chaîne bêta a été fusionnée à une

molécule d’ubiquitine à l’emplacement de sa portion cytoplasmique. Dans le but

de minimiser la poly-ubiquitination, nous avons employé une molécule

ubiquitine dont la lysine 48 a été mutée pour une arginine (K48R). Cette chimère

était faiblement exprimée à la surface cellulaire, mais s’accumulait dans la voie

endocytique. Les exosomes sécrétés par ces cellules ont été isolés et analysés par

immunobuvardage.

Nos résultats n’ont révélé aucune inclusion sélective des chimères aux exosomes.

Pour s’assurer du ciblage exosomal ubiquitine-indépendant de DR, nous avons

répété ces expériences avec une molécule DR dépourvue de tous résidus lysines

cytoplasmiques. Cette protéine mutante est bien exprimée à la membrane

plasmique et se retrouve dans les compartiments portant des marqueurs

lysosomiques. Curieusement, la mutation des lysines de cette molécule n’affecte

pas son entrée dans les exosomes et nous oblige à conclure que ce ciblage est

donc indépendant de l’ubiquitination.
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2.1.3 ABSTRACT

Major histocompatibility complex class II molecules accumulate in exocytic

membranes that are secreted from antigen presenting cefis. Such vesicles are

called exosomes and are released foflowing the fusion of muitivesicular bodies

(MVBs) with the plasma membrane. The exact signais or molecules implicated

in the selective incorporation of HLA-DR ïnto the internai membranes of MVBs

and exosomes have yet to be characterized. Mono-ubiquitination is a post

transiatïonai modification recently associated with internalization of receptors

from the cd surface and with sorting ofvarious cargo molecules into MVBs. To

gain insight into the role of this post-translational modification in the trafficking

of MHC class II, we stably transfected HeLa ceils with an HLA-DR molecule

where the beta chaïn cytopiasmic tau was repiaced by ubiquitin. Mthough the

steady-state expression of this chimera was low in transfected celis, Western blot

analysis did not reveai a strong accumulation into exosomes purifled from the

culture medium. To further characterize the role of ubiquitïnation in sorting of

class II moiecuies in exosomes, we generated by site-directed mutagenesis a DR

molecule devoid of iysine residues in its Œ and 3 chain cytoplasmic tails.

Expression level of this molecuie in HeLa ceils was very similar to that of the

wiid-type DR1 heterodimer. Both are well expressed at ceil surface and

immunofluorescence microscopy showed colocalization with late endosomes

markers. However, eimination of the cytoplasmic iysines by site-directed

mutagenesis did flot preclude incorporation of HLA-DR into exosomes.

Mtogether, these resuits suggest that ubiquitination of MHC ciass II molecuies is

not a prerequisite for incorporation into exosomal membranes.
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2.1.4 INTRODUCTION

Histocompatibility leukocyte antigens such as HLA-DR are MHC-II molecules required

for peptide presentation to CD4+ T cefls(l). HLA-DR molecuies are formed following

die association of a and [3 chains in the ER (2). Three aipha-beta heterodimers form a

nonameric complex mcluding three invariant chains (Ii (3;4). The luminai part of Ii folds

in the peptide groove to avoid binding of endogenous peptides in the ER (5) The

complex ends-up in endosomes where the Ii is degraded, except for die residual class-II

associated Ii peptide (CLIP) in die class II groove. This fragment is removed by the non

classical MHC molecule, HLA-DM, which catalyzes pepride exchange in MHC class-II

rich compartment (MIIC)(6;7).

MIICs inciude distinct types of vesicles of which multivesicular boches (MVBs) are the

most characteristic structuraflv(8). The accumulation of internai vesicles js due to die

inward budding of endosomes microdomains (9) and these structures would piav a

crucial roie in die loading of peptides on the major histocompatibffity complex class II

(MHC-II) molecuie (10). FRET experiments by Neefjes’s group have recendy

demonstrated that DR and DM interact exclusively on die internai membranes of MVBs

(11). When die hmitmg membrane of these vesicles frises widi lysosomes, die protein

contents js most likely degraded by lvsosomal hydrolases (reviewed in(12;13). However,

when fusion occurs with die plasma membrane, microvesicles are released in die

extracellular environment(14;15). Most ceil types have been shown to secrete diese 50-90

om vesicles, which are dien called exosomes. Exosomes from APCs wouid have

irnmunomodulatory properties dirough diefr interaction widi DCs (reviewed in(16;17).

Exosomes are enriched in tetraspanins, lipid rafts and immunosdmulating molecules.

MHC class I and class II, mosdy HLA-DR, selectively accumuiate in exosomes but die

sorting means involved have yet to be characterized (17). Mono-ubiquitinadon is a llkely

mechanism as this post-transladonal modification was shown to regulate internalization

and MVE entrv of the stimuiated EGf receptor (18-20). Moreover, studies in yeast
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demonstrated the importance of ubiquitination reactions in the transport of cargo

molecules into the vacuole (reviewed in (21)). Tins particular sorting requires also

ESCRT-I (composed of Vps23, Vps2$ and Vps37 in yeasts) function to recruit the

ubiquitined cargo and promote its sorting in MVEs. The internalization signal device of

ubiquitin is encoded in the polypeptide itself: fusion in frame of ubiquitin to the

cytoplasmic tail of a transmembrane protein induces its internalization even if the

protein lacks lvsines (22;23). By the fusion of ubiquitin in the cytoplasmic tail of the

invariant chain, it was shown that the molecule xvas rapidlv internalized and send to

endosomes/iysosomes compartments. The ubïquitin di-leucine motif seemed

responsible of tins targeting (22).

To analyse the potential impact of ubiquinnation on die sorting of HLA-DR to die

internai membranes of MVEs, we created two different mutant class II molecules. First,

we replaced the cvtoplasmic tail of the DRf3 chain by die ubiquitin poivpeptide. Aiso, to

prevent any form of ubiquitination of the cbss II molecule, we generated lysine-less DR

alpha and beta chains. Upon transfection of these constructs into HeLa ceils, exosomes

were purifled to smdy their incorporation. Our resuits suggest that ubiqutination is not

implicated in microvesicular sorting.
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2.1.5 ExPERIMENTM. PROCEDURES

Plasmids

FÏLtI-DR/3 inutagenesis

The cvtoplasmic mi of HLÀ-DRj3 was replaced b the ubiquitm polypeptide. To

construct the SRŒ—puroDR-ubi plasmid, we used the PCR overlap extension method

(24). A first fragment vas amplifled from pBSDR3OO$ using the universal primer and

mutagemc primer overlapping the end of the DRf3 transmembrane and the N-terminal

region of the ubiquitin protem (oligonucleotide DR133’b: 5’-

GAAGATfCTGCAITCGÀÀAGTAG ATGAAC-3’). A second reacdon was made on

the pCW8 plasmid, encoding a ubiquitin mutant with a lysine to argmine change at

position 48 (25), using a complementary 5’ primer (Lbi-DRb5’c: 5’-

GTFCATCTACTTTCGÀÀTGCAGATCT TC-3’) and a 3’ primer (L’bi3’BamHI-C/aI.d:

5’-GGCCTfATCGATGGATCCTCAACCACCT CYfAGTCT-3’). Following die

overlap reacdon, the PCR product vas subcloned into the SjiI and C/aI sites of pBSDR[3

and then subcloned into die BamHT site of SRŒpuro. The DNA ahgnment was

confrmed by sequencing.

In order to create truncated DRŒKGRGstop lysine less mutant, a first fragment

vas amplified from pBS DRŒC)ri2 using die reverse primer and a mutagenic primer

(DRaKG:RGstop.c 5’-TTC ATC ATC AGG GGT TAA CGC ÀAA AGC-3’). A

second fragment was amphfied from pBS DRŒOri2 using a complementary mutagenic

primer (DRaKG:RGstop.b: 5’-GCT TIT GCG rfA ACC CCI GAT GAI GAA-3’)

and the universal primer. Ihe two overlapping PCR products were mixed and a fmal

PCR reaction was completed using the ftanking primers. Ibis PCR product was

subsequendy digested with PstI, cloned into RSV.5neo DRŒ and sequenced.
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Ceils limes and transfections

Ceils were cultured in DMEM supplemented with lO% fetal bovine serum (Wisent, St

Bruno, Québec) and appropnate selective agents (sec below). ReLa cefis were

transfected using Fugene6 (Roche Diagnosis, Canada). G-418 (Gibco-BRL, Burhngton,

ON) was added to a final concentration of 500 1g /ml. Ceils were sorted using magnedc

beads (Dynal Inc., NY, USA).

Antibodies

L243 mAb (IgG2) binds a specific DRŒ conformational determinant (26). The anti

Lamp-3 (CD63) monoclonal andbody H5C6 (IgG1,1c) is from the Developmental Studies

Hybridoma Bank, NICHD, University of Iowa, lA. The 50K19 mAb reacts with die

human CD9 (27). XD5.117 (IgG1) js an anti-DR3 mAb (28). The anti-Lamp-1 (CD1O7a)

mAb H4A3 (IgG1,lc) reacts with die 110 kDa lysosomal-associated membrane protein

(Developmental S tudies Hybndoma Bank).

fluorescence microscopy

Cefis were plated on cover slips in 24 wefl plates and cultured for 3 days before

intracellular staining as described (29;30). Convendonal epifluorescence micrographs

were obtained on a Zeiss Ccli Observer system equipped with an Axiovert 200M

microscope. Images were digitafly deconvoluted with die AxioVision 3.1 software using

die nearest neighbor deconvoludon method that uses Agard’s formula (31).

Exosome extraction andpurification

Cefis were grown in ten 175-cm2 flasks in medium supplemented with serum that was

spun at 100000 g for 60 min to remove bovine exosomes. When ceils reached

confluence (3 X
lO

ceils), fresh exosome-free cefi culture media vas added to flasks and

ceils were incubated 24 hours. Cd culture media was harvested and centrifiiged for 10

min at 1200 g to remove die cefis and cellular debris. The supernatant vas fthered on a

0,22 pm Qiagen stericup. After a second centrifugation at 1200 g, die medium xvas

centrifuged for 30 min at 10000 g and exosomes were coflected following a spin for 60
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min at 100000 g. The final pellets (approximateh’ 60 ig of proteins for HeLa ceils and 90

ig for B ceils) were resuspended in 5 ml of 2.6 M Sucrose, 20 mM Tris/HCL, pH 7.2

and overlaid with a linear densitv gradient (2.0-0.25 M Sucrose in 20 mM Tris/HCL, pH

7.2). Exosomes were centriftiged in a SW4ITi rotor for 18 h at 270000 g. fractions of I

ml were collected and precipitated in 20% TCA for 30 min on ice. Exosomes were spun,

washed with cold acetone and spun again. Supernatant was removed and pellets were

dried.

Electron microscopy

Hela CIITA exosomes a,iaysis bj negatii’e staining

After ftotation gradients, exosome fractions (about 10 particles per ml were centnfiaged

on foimvar-coated electron microscopy nickel grids using an aixfuge Airfuge, Beckman,

Palo Alto, CA, USA) (32;33). Exosomes were centrifuged at 120 000 g (20 psi for 5

minutes and staining was performed direcdv on grids fixed in PBS-PFA 4% and

preincubated with PBS-ovalbumin 1% to prevent non-specific binding. Grids were then

incubated in PBS-primary antibodies for 1h at RI before three consecudve 5 min PBS

washes. Exosomes were then incubated with 12 nm or 18 nm gold beads-coupled

secondary antibodies for I h in PBS (Jackson Laboratories). After three washes, samples

were st2ined with a drop of 3% phosphotungstic acid (pH 6.0) and dried out. The grids

examined on a transmission electron microscope (Hitachi 7100, japan)

F[eLtz CIITA t’eus ana/ysis in Epovj’-embedded sectIons

HeLa CillA cefis were frxed in 2.5°/o g1utara1dehde in 0.IM cacodylate buffer. Post

fixation of cefi pellets vas performed using 2% Os04 in s-coffidine buffer for 2 hours at

21°C. The ceil pellet was dehydrated in acetone before embedding and polymerization.

Epoxy (SPURR) sections were stained using lead citrate and uranyl acetate.

Western blotting

The exosome fractions were solubilized in reducing SDS sample buffer. Samples were

boiled and loaded on 12% SDS-PAGE. Gels were transferred to Hybond ECL

membranes Amersham, Canada) and blotted with specific mAbs. Secondary

peroxydase-coupled goat and-rabbit and anti-mouse antibodies were used (Bio/Can.
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Scientific, Ont. Canada). After washings, the membrane was developed by

chemiluminescence (Boehringer-Mannheim, Germany) on Kodak XAR-5 fiims.

2.1.6 RESULTS AND DISCUSSION

HeLa CIITA ceils possess multivesicular bodies and secrete exosomes.

Altbough exosomes have been purified from a varietv of ceil types and bries, we

ascertained that our HeLa ceils used for protein expression could secrete such vesicles.

First, we performed electronic microscopv on HeLa ceils expressing the class II

transactivator CIITA. Figure 1 lA shows the presence of a multitude of multivesicular

bodies MVBs) (*) close to the plasma membrane (PM). The small internal vesicles are

likely to be shed as exosomes and we collected the culture medium from such ceils for

electron microscopy analyses. Exosomes were concentrated by ultracentrifiigadon and

punfled on a sucrose gradient. Material corresponding to a density of 1,08 to 1,18 g/ml

was analyzed (Fig. IIB). The morphology, size (50-lOOnm) and die presence of

molecules such as CD63, CD9 and HLA-DR (data not shown), allowed us to conclude

that HeLa ceils produce exosomes.

An HLA-DR3-ubiquitin chimera does not preferentially accumulate into

exosomes

To assess die potendal impact of ubiquitination of class II molecules on cd surface

expression and incorporation into exosomes, we have used a svstem described previously

for die invariant chain. Nakatsu et al. have shown diat fusion of ubiquitin to this class II

chaperone couÏd mediate efficient endocytosis from die plasma membrane and deiver

the chimera to die endocytic padiway (22) .We have used a mutant form of die ubiquitin

polypepdde where die lysine 48 \vas mutated to arginine in order to minimize die

chances of getting polyubiquidn chains (Fig. 12A and B). Ibis chimeric [3 chain xvas

stably expressed into HeLa ceils together with a truncated cx chain devoid of lvsine

residues in its cytoplasmic region (Fig. 12C). Ceils positive for DR at die plasma

membrane were sorted widi a DR-speciflc antibody. When compared to cefis expressing
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die wild-type DR molecule, the HeLa DRtxKGRGstop/DR[3-ubiK48R cefis showed a

reduced total expression as measured by flow cytometry on permeabUized ceils (Fig.

13A). Moreover, plasma membrane expression vas dramadcaflv reduced for the chimeric

molecule. Confocal microscopy revealed that the intracellular distribution of the

cbimeric molecule xvas very similar to die one obsewed for wild-type DR in as much as

both accumulate in CD63+ punctuate vesïcles of die endocytic pathwav (Fig.13B).

However, many ceils displaved a diffuse staining remmiscent of an accumulation in die

ER (flot shown). This would be consistent with die fact that a substantial fraction of die

[3 chain remains EndoH-sensidve in diese ceils (Fig.13C).

The reduced cell surface expression of die chimeric DRŒKGRG5top/DR[3-ubiK48R

molecule could be explained by die dileucine-hke motif found in die ubiquitin molecule,

winch acts as an internalization signal (22). Ubiquitin is known to influence targeting of

many molecules from ceil surface to MVBs (reviewed in (34)). We reasoned diat die

chimeric molecule would probablv accumulate in these muldvesicular compartments and

be shed as part of exosomes. We used die stablv transfected HeLa ceils expressing DRŒ

KGRG/DR[3-ubilK48R and control DRI to isolate exosomes. After ultracentrifugation

of die culture medium, die exosomes were isolated bv uhracentrifugation on a sucrose

gradient. Fractions were collected and precipitated with TCA. Exosomes are mainly

found between 1.08 and 1.18 g/ml (*) (35). Figure 14 shows die accumulation of wild

type DR[3 in exosomal vesicles as wefl as die presence of die chimera in die

corresponding fractions. The tetraspan protein CD9 is enriched in exosomal fractions

(36) and immunoblotting of tins marker confirms the integnty of die preparations. The

class II molecules diat accumulate in die exosomes were ail resistant to EndoH,

suggesting a passage through die Golgi apparatus (flot shown). Aldiough diffîcuh to as

certain quantitatively, diese results suggest diat the weak ceilular expression of die

chimeric DR-ubiquitin molecule cannot be explained b’ die selecuve shedding into

exosomes. These experiments rely on a chirneric molecule winch could exhibit a

conformational defect or winch could flot reproduce die effect of ubiquitinadon in a

specialized compartment. Moreover, by sorting ceils expressing die chimera at die

surface, we might have selected ceils widi defects in their endosomal pathway or in dieir
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degradative machinery. Also, we could flot mIe out that some polyubiquitination events

occurred. These caveats prompted us to study the role of class ubiquitination by a

different approach.

A DR molecule devoid of lysine residues in its cytoplasmic tails accumulates in

exosomes. Ubiquitin xvas showo to covalendy bmd target proteins through an

isopeptide bond between its glycine76 residue and a specific target’s lysine residue

(reviewed in (37)). As HLA-DR possesses one and two lysine residues in its 3 and (X

chain cytoplasmic tails, respecdvely. Thus, ubiquitination could be invoked as a

regulatorv post-translational modification. To rule out tins possibffity, we created lvsine

less L (DRx KGRGstop) and f3 (DR[35AAA) chains that were stably transfected

together in HeLa ceils. We also used a DRŒTM molecule devoid of most of its

cytoplasmic tail but retairnng one lysine at die juncdon of die transmembrane (3$). This

last molecule vas paired widi a wild type DRf3 chain (DRŒTM/DRf3 wt, fig. 12c).

Surface and total stainings were performed using die L243 antibody specific for

DRŒ/DRf3 heterodimers (fig. 15a). Bodi molecules had comparable expression levels

and fluorescence microscopy showed co-localizatton of die modified DR molecules widi

a late endosome marker; Lamp- 1.

Exosomes were prepared and die immunoblotting revealed die presence of class II

molecules and CD9 to very comparable levels between die two transfectants. The

molecules bearing lysines are flot preferentiaily integrated in exosomes than diose wbich

cannot be ubiquitinated. Nevertheless, our resuits are, over ail, supported by a recent

study (39). In tins paper, ubiquitinated proteins were demonstrated to be present in

exosomes. Interestingly, proteins found in exosomes are flot transmembrane proteins

but seems to be soluble proteins. Their integration would come from die invagination of

die limiting membrane of vfVBs that wffl include cytoplasm (39). Normaliy, if a

membrane protein is ubiquitinated and send to l\IVBs, its ubiquitm moiety wffl be

recycled before die inclusion into vesicles; explaining die absence of ubiquitinated

transmembrane protein in exosomes. Sur, many proteins send in MVBs and integrated

in exosomal vesicles are ubiquinn-independent and might depend on die action or

segregadon by odier proteins like tetraspanins (40;41).
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The de Gassart group bas proposed tbat tbe entrv of MHC class II mto exosomes

depends on their association with lipid raft domains(42). They support the idea that low

recycling kinetic proteins accumulate in lipid rich microdornains for degradadon or

exosomal secredon. They also sustain that tbe rafrs could constimte a platform for

sorting of ubiquidnated cargoes into exosomes (42).

2.1.7 CONCLUSION

Many different mechamsms were exposed to explain how cargo molectiles are sorted

into exosomes but die issue is stiil a matter of debate. Here, we are exciuding one of the

hypotheses by demonstrating die lack of a role for ubiquitination in die incorporation of

HLA-DR in exosomal vesicles. Indeed, die DR3-ubiquitin cbimera and lvsine-less DR

molecules are found in exosomes to levels reftecting diefr total level of expression.

Therefore, more studies are needed to determine or to explain die HLA-DR insertion in

secreted microvesicles. For example, die importance of Upid rafts and/or die association

witb tetraspan molecules should be investigated, allowing a better understanding of die

role of these antigen presenting proteins in adaptive immunity.
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(A) HeLa CIITA ceils were fixed, embedded and polymerized for electron microscopy

observation of internai compartments. Muitivesicular bodies are identified by an asterisk

(*) and are shown near die plasma membrane (PM). (B) Exosomes fr-om HeLa CIITA

ceils were punfied on a connnuous sucrose gradient (0.25 M-2 M sucrose). Fractions

were coflected and IEM was performed on whole-mounted exosomes from fraction 3.

Bar, lOOnm.

2.1.9 FIGulOEs

A) B)
,.1.

Figure 11. HeLa CIITA ceils possess multivesicular bodies and secrete exosomes.
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Figure 12. Molecules used in this study.

(A) Complete sequence of the DRt3-ubiquitin chimera. Amino acids in are from the

DRf3 chain. The - and are part of DRf3 transmembrane. The black amino

acids are from ubiquitin polypeptide in winch the bold lysine is the one mutated for an

arginine (K). (B) Schematic representadon of the DRJ3-ubiK48R chimera stably

transfected in HeLa ceils. (C) Schematic representation of DRŒ and DRI3 cytoplasmic

tail modifications.
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Figure 13. HLA-DR-ubiguitin chimeras are endoH sensitive.

(A) Surface and total expression of HLÀ-DR wt and DRŒKGRG/DR3-ubiK48R in

stably transfected HeLa cefis following staining with anti-DR andbody (L243) and FACS

analvsis. (B) HeLa DR1 and DRŒKGRG/DRf3-ubiK48R were permeabilized to analyze

internai localization. Ceils were stained for DR (L243, green) and for a specffic late

endosome marker (CD63, red). (C) Western blotting of total Ivsates exposed (+) or flot

(-) to Endo H, loaded on SDS-page gel, and revealed with DP43 specific andbodv XD5).
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Figure 14. Ubiguitin does flot positively affect HLA-DR exosomal targeting.

Exosomes from HeLa DRI and HeLa DRŒ KGRG/DR3-ubiK48R were punfied on a

contmuous sucrose gradient (0.25 M-2 M sucrose). Fractions were coflected and blotted

for expression of DR XD5) and CD9 (50R.19). Exosome-associated MHC class II

molecules float at a density of about 1.08 to 1.18 g/ml. Asterisks (*) indicate exosomal

fractions.
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Figure 15. Lysine-less DR molecules accumulate in large compartments.

(A) Surface and total expression of DRŒ TM/DR3 wt and DRŒKGRG/DR3 5AAA in

stably transfected HeLa cefis following staining with and-DR antibody (L243) and FACS

analvsis. (B) Ceils were permeabffized to analvze internai localization. Ceils were stained

for DR (L243, red) and for specific late endosomal markers (Lamp-l, green).
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Figure 16. Lysine-less DR molecules have a normal level of expression in

exosomal vesicles.

Exosomes from HeLa DRŒ TM/DRÇ3 wt and KeLa DRŒ KGRG/DRf3 5ÀAÀ were

obtamed and analyzed as described in fig. 14. Asterisks (*) indicate exosomal fractions.
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2.2.2 RESUME

Le HLA-DM est une molécule non-classique du CMH de classe-II modulant la

charge de pepddes antigéniques sur des molécules telles que HLA-DR. L’échange

peptidique s’effectue dans les compartiments riches en molécules du classe-II (MIICs).

HLA-DM peut s’accumuler dans ces compartiments grâce à son signal de ciblage YTPL.

Les MIICs regroupent des compartiments tels que les compartiments multivésiculaires

MVBs) contenant plusieurs vésicules internes dans lesquelles DR et DM interagissent.

Les molécules HLA-DR matures chargées d’un peptide seront exprimées à la surface,

mais s’accumulent aussi dans les exosomes. Ces nanovésicules sont relâchées par les

cellules suite à la fusion des MVEs avec la membrane plasmique. Il est possible d’isoler

les exosomes par l’uftracentrifugation du milieu de culture. Malgré la co-localisadon de

DR et DM dans les MIICs, la présence de DM sur les exosomes n’a pas encore été

démontrée.

Dans l’article qui suit, nous montrons par immunoblot la présence de DJ’vI dans

les exosomes sécrétés par les cellules B 721.45. De plus, nous avons obtenu des resultats

semblables avec les cellules HeLa transfectées avec CIITA. Afin de mieux comprendre

les mécanismes influençant l’inclusion exosomale, HLA-DM a été transfecté dans des

cellules HeLa. Curieusement, dans ces conditions, HLA-DI’vI n’était pas introduit dans

les exosomes. Néanmoins, l’inactivation de son motif tyrosine YTPL par mutagénèse

dirigée et la co-expression de HLA-DR provoquaient tous deux son expression dans les

exosomes. Nous avons démontré l’interaction de DR et de DM par co

immunoprécipitation. Les résultats obtenus avec cette technique suggèrent aussi le

masquage possible du motif tyrosine de DM par DR.

Ces résultats démontrent que les signaux de ciblage cytoplasmiques des protéines

membranaires peuvent affecter leur inclusion aux exosomes et laissent présager la

modulation probable de ces signaux par des interactions protéines-protéines.
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2.2.3 ABsTRAcT

HLA-DM is a non-ciassicai I’vIHC ciass II moiecule that modulates the loading of

antigenic peptides on molecuies such as HLÀ-DR. Peptide exchange occurs in class II

rich compartments of the endocytic pathway where DM accumulates due to its tyrosine

based targeting signal. These compartments include multivesicular boches in wbich HLA

DR and -DM interact at the level of the internai membranes. Mature pepdde-loaded

HLA-DR molecuies end-up at the ceil surface but also accumulate in exosomai vesicles.

These small structures are shed presumably tbïough the fusion of multivesicular boches

with the plasma membrane and are obtained by bigh speed centrifugation of the cefi

culture medium. Despite their co-localization with HLA-DR in MHC II-nch

compartments, tEe presence of HLA-DM in exosomes remains to be demonstrated.

Here, using the 721.45 B lymphoblastoid ceil lime, we showed by immunoblot chat DM

was present in exosomes. A sirnilar conclusion xvas reached when looldng at exosomes

from HeLa cefis transfected with CIITA. To gain insight into che intraceflular

mechanisms regulating exosome entry and cargo retention, HLA-DM xvas transfected

into HeLa ceils. Interestingly, under these conditions, DM vas excluded from exosomes.

However, it was found in exosomes when its YXXL sorting motif vas inactivated by

site-directed mutagenesis or following co-expression of HLA-DR. Immunoprecipitation

assay showed DR-DM interaction and the possible masking of the YXXL motif of DM

by HLA-DR. Altogether, these resuits demonstrate chat sorting signais in the

cytoplasmic domains of transmembrane proteins can regulate exosome entry and raise

the possibility chat protein-protein interactions can modulate tEe activity of such signais.



73

2.2.4 INTRODUCTION

Muffivesicular bodies (MVBs) of the endocytic pathway contam internai vesicles winch

are formed by inward budding of the outer membrane of the compartment [1]. They

contain lipids and transmembrane proteins such as endocytosed activated receptors that

wffl be degraded by lysosomai acid hydrolases upon fusion with lysosomes (reviewed in

[2;3]). AlternadveIy, upon fusion with the plasma membrane, I’v[VBs are thought to

release their content outside the cell in the form of exosomes [4;5]. These 50-90 nm

exocydc membrane vesicles have been descnbed mosdy in hematopoietic ceils but there

have been numerous reports suggesting that they are part of a more general ceflular

phenomenon (reviewed in[6]). 0f the various roles attributed to exosomes, some overlap

ceil-specific effector functions. One of the most striking examples of their potential

importance is the capacity of DCs-denved exosomes to induce a specific T ceil response

[7]. Interesdngly, it xvas demonstrated that exosomes could be used as a cell-free tumor

andgen-presentmg adjuvant for immunotherapy [8]. One persistent feature of exosomes

secreted by human and mouse APCs is the extensive enrichment of classical MHC class

II molecules such as DR. Tins vas obsewed for almost every MHC class II expressing

cefi, including cd brie transfectants and tumor cefis [9-12]. The mechanisms that regulate

cargo entry into such sub-organelle structures are beginning to emerge. In yeast, mono

ubiquitination-dependent or -independent mechanisms have been descnbed to explain

sorting of proteins into the vacuoles [13]. The evidence that monoubiquitinadon could

regulate entry into I’JVB vesicles of APCs is compefling. The group of Emr has shown

that tins post-translational modification can serve as a signal for cargo entry into NIVBs

and demonstrated the importance of the ESCRT macbinery in tins pathway (reviewed in

[3]). In mammalian ceils, monoubiquitination of activated tyrosine kinase receptors such

as EGFR would allow degradation following endocytosis from die plasma membrane

and sorting into internai membranes ofMVBs [14].

Other mechanisms involved in I\{VB sorting are not as wefl characterized. It vas recendy

proposed for 1vIHC class II molecules that lipid raft domains might constitute die

platform for entry into vfVBs internai vesicles. Proteins with low recycling kinetics can
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be packaged mto these microdomains for degradation or for exosomal secretion [15].

The exact relationship between the exosomal and degradative outcome of MVB sorting

is flot clear [16]. Stifi, as internai vesicles of some MVBs wffl become exosomes, the

clathnn coats, HRS proteins and the ESCRT complexes are most hkely involved in their

biogenesis [1].

HLA-DM is a well-characterized non-classical MHC class II molecule winch as been

shown to regulate die peptide loading onto classical MHC II molecules. Its principal

functions include removal of the invariant chain peptide (CLIP), pepdde editing and

stabilization of empty J\IHC II moiecuies (reviewed in [17]). Contrary to classical MHC

II molecules such as HLA-DR, DM contains a functional tyrosine-based lysosomal

sorting motif and is found mosdy inside late endosomes, referred to as MIICs (MHC

class II compartments), and lysosomes [18-201. Once thought of as specialized

compartments, MIICs are now considered as regular endosomal structures enriched with

the MHC II presentation machinery [21;221. On the whole, these late endosomal

compartments share a distinct multivesicular or multilaminar morphology, die former

consisting of an outer membrane enclosing free vesicles wbile die later is formed by

concentrical membrane sheets [23;24].

The exact sub-vesicular location of DM is not clear. IEM studies using vanous ceil types

suggest diat DM mosdy localized to die Urniting membrane of MVEs [25-27]. Clearly

however, some DM or reporter molecules fused to the cytoplasmic tail of DM[3 have

been observed on internai membranes of MVBs or multilaminar compartments

[18;19;28;29j. Very recently, die group of Neefjes has demonstrated using fluorescence

resonance energy transfer (FRET) diat DR-DM interactions occur solely in

microdomains located at die level of die MVBs’ internai membranes and winch are sites

of peptide editing [301. The presence of DM in diese vesicles should translate in its

incorporation into exosomes. Given die functional importance surrounding die exact

localizadon of DM, we sought to gain insights into its possible incorporation into

exosomes and die molecular features regulating its localization. Our results suggest diat

die whereabouts of HLA-DM inside MVBs are influenced by die tyrosine-based sorting

signal on its [3 chain and by other class II molecules.
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2.2.5 ExPERIMENTAL PROCEDURES

Plasmids

The RSV.5 DMY-A plasmid was generated by overlap PCR to modify the cytoplasmic

230-YTPL sorting motif. In order to mutate tyrosine 230 in die DM[3 cytoplasmic

region, a first PCR reaction was performed on pBS 1-DM(3.1 using the reverse primer

and a mutagenic primer (DI’vII3Y23OÀEco47IlIb: 5’-AGG AAG AGG AGT AGC CT

AGA GTG GCC AGC-Y). A second fragment was amplifled from pBS 1-DMf3.1 using

complementary mutagenic primer (DI’vII3Y23OAEco47IIIc: 5’-GCT GGC CAC TCT

AGC GCT ACT CCT CIT CCT-3’) and the universal primer. The two overlapping

PCR products were mixed and a final PCR reaction was completed using the flanldng

primers. Tins PCR product was subsequently digested with Sud and HindIII, cloned

into pBS 1-DMI3.1 and sequenced (pBSDM3Y230A). Finally, a SalI-XbaI fragment

cloned into RSV.5 neo plasmid [31].

Antibodies

L243 mAb (IgG2) binds a specific DRŒ conformational determinant [32]. The anti

Lamp-3 (CD63) monoclonal antibody H5C6 (IgG1,ic) is from the Developmental Studies

Hybridoma Bank, NICHD, University of Iowa, lA. The 50H19 andbody mAb reacts

wïth the human CD9 XD5.1 17 is an anti-DR (IgG1) mAb [34]. MaP.DMI against

HLA-DM was from Pharmingen (Pharmingen, USA) [35]. The rabbit semm against the

cytoplasmic tail of DMf3 has been previously described [361. Goat and-mouse and goat

and-rabbit IgG coupled to l2nm and l8nm gold were obtained from Jackson

ImmunoResearcli Laboratones (Pennsylvania, USA). Goat and-mouse and goat anti

rabbit IgG coupled to AlexaTMFluor were from Molecular Probe (Pennsylavania, USA).

Celis 1h,es and transfections

The Epstein-Barr virus-transformed HLA-hemizygous B cell lime 721.45 lias been

described [37]. HeLa DRŒTM +DRf3 (here cafled DR) and HeLa DM.5 cefis were

obtained from Dr. R.P Sékaly [35]. HeLa DM.5 is a clone from HeLa DM cefis (a gift

from Dr. R.P. Sékaly) obtained after transfection of the DMŒ and DMf3 cDNAs [35].

HeLa CIITA cefis were previously described [10;38]. Cefis were cultured in DMEM, 10%
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fetal bovine serum (\Visent, St-Bruno, Qc.) and appropriate selective agents (see below).

HeLa ceils were transfected with DMŒ and DmÇ3Y-A using Fugene6 (Roche Diagnosis,

Canada). Selective agents were added to a fmal concentration of 500 !ig /ml of G-41$

(Gibco-BRL, Burbngton, ON). Ceils were sorted using magnetic beads (Dynal Inc., NY,

USA). HeLa DM.5 were transfected with wild type DRŒ/t3 (HeLa DM.5+DR) also

using Fugene6 and selected by adding neomycin (500ug/mI), puromycin(400ug/ml)

(Sigma) and hygromycin (50 units/ml) (Cedarlane Laboratones, Ontano, Canada). They

were sorted as descnbed earlier.

FIow Cytometric Analysis

Ce/Ï szi%we staining: Ceils were harvested using trypsin and incubated with primary mouse

antibody. After 45 min. at 4°C, ceils were washed twice in PBS and were incubated for

another 45 min. at 4°C with alexa-4$$ conjugated goat-and-mouse secondary andbody in

PBS. Ceils were analyzed on a FACS®calibur (Becton Dickinson, USA, CA). As negadve

control, ceils were stained using secondary Ab alone.

Intrucelliilar stuinitg: Cefis were fixed in 4% formaldehyde, permeabili%ed and stained as

previously descnbed [36j.

fluorescence microscopy

Ceils were plated on cover slips in 24 well plates and culdvated for 3 days before

intracellular staining as described [36;39]. Convendonal epifluorescence micrographs

were obtained on a Zeiss Cefi Observer system equipped with an Axiovert 2001’vI

microscope using the 100X oil lens. Images were digitallv deconvoluted wïth the

AxioVision 3.1 software using the nearest neighbor deconvoludon method that uses

Agard’s formula.

Exosome extraction andpurification

Ceils were grown in ten 175-cm2 flasks in medium supplemented with serum that was

spun at I00000g for 60 min to remove bovine exosomes. When ceils reached confluence

(3 X 108 cefis), fresh exosome-free ceil culture media was added to flasks and cefis were

incubated 24hrs. Cefi culture media vas hanrested and centrifuged for 10 min at 1200 g
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to remove die cefis and ceflular debris. The supernatant was ftltered on a 0.22[lm Qiagen

stericup. After a second centrifugation at 1200 g, the medium vas centrifuged for 30 min

at 10000 g and 60min at 100000 g (2X). Approximately 60 ig of exosomal proteins were

used for HeLa cefi gradients. B-cefl experiments were done with 90 1g of exosomal

proteins. The amount of exosomal protein was measured with a Sbimatadzu UV-Vis

scanning spectrophotometer. The fmal pellet was resuspended in 5 ml 2.6 M Sucrose, 20

mM Tris/HCL, pH7.2 and floated into an overlaid linear density gradient (2.0-0.25 M

Sucrose, 20 mM Tris/HCL, pH 7.2) in a SW4ITi tube for 18 h at 270000 g. Gradient

fractions of I mi were collected and TCA-precipitated (20%TCA v/v, 30 min on ice).

Fractions were spun, washed with cold acetone and spun again. Supematant xvas

removed and pellets were dried.

Immunoprecipitation

HeLa DM.5, DR1 and DM.5+DR ceils were lysed into CHAPS i/o pH 5.5. After

centrifugation, supernatants were harvested and washed with 10i1 of magnetic beads

((Dynal Inc., NY, USA) for 1h at 4°C with agitation. Cd lysates were transferred into

new microtubes containing 20.d of magnedc beads coupled to MaP.DM1 (MapDM)

antibody or to rabbit serum against DMf3 cytoplasmic tail (Rabbit DM). Samples were

incubated 4 hours at 4°C with agitation. Beads were centrifuged and washed tree times

with lysate buffer containing CI-lAPS 0,5% before resuspension in CX Blue Dye buffer

(Biorad) for western blotting analysis.

Western blotting

The exosomes fractions and immunoprecipitadon samples were solubffized in reducing

SDS sample buffer. Samples were boiled and loaded on 12% SDS-PAGE. Gels were

transferred to Hybond ECL membranes (Amersham, Canada) and blotted with specific

mAbs. Secondary antibody (peroxydase-coupled goat anti-rabbit and and-mouse;

Bio/Can. Scientific, Ont. Canada) was used at 1:1000 dilution for 2 hours at room

temperature. After washings, die membrane vas developed by chemiluminescence

(Boehringer-Mannheim, Germany) on Kodak XAR-5 films.

Preparation andExamination ofNegative Stain by electron microscopy



78

After flotation gradients, exosome fractions were centrifiiged on nickel grid using an

airfuge. Exosome fractions (approx. iO particles per ml) were loaded into a micro

altracentnftige tube (Airfuge, Beckman) (32;33). Formvar coated electron microscopy grid

were placed into die bottom of die tube. Exosomes were centrifugated at 120 000g (2Opsig)

for 5 minutes in an Airfuge ultracentrifuge (Beckman, Palo Alto, CA, USA). Staining of

exosomes was performed direcdy on grids. Grids were fixed in PBS-PFA4% and pre

incubated with PBS-ovalbumin 1% to block non-specific binding. Gnds were then

incubated in PBS-primary antibodies for 1h at RT and dien followed by 3 consecutive 5

min PBS wash. Exosomes are then incubated with l2nm- and l8nm-bead coupled

secondary andbodies for 1h in PBS (Jackson Laboratones). Afrer three washes, samples

were st2.ined with a drop of 3% phosphotungstic acid (pH 6.0) and dried out. The grids were

examined on a transmission electron microscope (Hitachi 7100, Japan)

2.2.6 RESULTS

HLA-DM is present in exosomal fractions of the B-lymphoblastoid ccli lime,

721.45.

Ceil-derived exosomes have been biochemically def5.ned by their protein composition,

their density on sucrose gradients (1.15-1.18g/mI) and their dimension in EM

(35;36;46;65). Classical MHC class II molecules are ubiquitously enriched in exosome

vesicles produced by most class II positive ceils (45-48). It was suggested that HLA-DM

molecule was excluded from diese vesicles in human B cefis (36). However, while

attemptmg to conftrm die impact of HLA-D() on die exclusion of DM from intemal

membranes of MVBs in B ceils (61), we found diat a significant amount of DM xvas

incorporated into exosomes. These were extracted from die ceil culture media of 721.45

B ceils and purifled by sucrose density gradients, as descnbed (46). Fractions coilected

from die gradient were blotted for die presence of I\{HC class II, CD9 and HLA-DM.

The CD9 glycoprotein is a 24 kDa tetraspan family member associated widi surface and

exosome membranes (35;66). Tins tetraspanin is higiny enriched in munne DC-denved

exosomes (65). Therefore, CD9 vas hencefordi used as an exosomal marker in ail our

experiments. Western blot experiments showed die presence of DR molecules mosdy
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inside fractions with sucrose densides ranging from 1.11 to 1.27 g/ml (Fig. I 7A). This is

similar to D1-derived exosomes which migrate on a continuous sucrose gradient at

densides of 1.14-1.20 g/mJ (65). Exosomes isolated from tissue culture supernatants

from various ceil types typicafly have a sucrose buoyancy of 1.13g/ml (67). However,

exosomal membranes densides can vary depending on protein content, and float up to

sucrose densities that can fluctuate between l.08-l.20g/ml (36;42;65;68). Here, only

membranes with a sucrose density of 1.08-1.18 g/ml were considered exosomal

membranes and were identifled by asterisks (j. The CD9 distribution overlaps die HLA

DR signal and confrrms the exosomal nature of these membranes. As for DR and CD9,

DM vas found in fractions 3 and 4 (F3-F4) corresponding to exosomes (Fig. 17A). Ail

three molecules were also detected in some heavier density fractions (F5-F$) which most

probably represent membranes derived from apoptotic ceils. These have been descnbed

to bat at densities ranging from 1.24-1.28 g/ml (35).

To confirm that HLA-DM was indeed present in these B cefi denved exosomes, we

turned to immunoelectron microscopy. Membranes equilibraimg at 1.11 g/ml (F3) were

spun, washed and immunolabeled for HLA-DR, CD9 and HLA-DM (Fig. 17B). Staining

for DR vas very strong with formation of 12 nm bead rings around exosomes sharing an

average size of 90 nm. Labeling for CD9 xvas also very strong widi many binding events

on single exosomes. Importandy, staining for DM was also distincdy positive but clearly

at lower levels. The presence of DM on exosomes xvas not totaily unexpected in light of

die work of Van Lith et at, who reported that DO can drag some DM from die internai

to die limiting membranes of MVBs (61). NfVBs from Mel JuSo ceils and theiz DO

transfected counterpart were, respecdvely, 7O% and 50% positive for DM inside die

internai vesicles.

HeLa CIITA exosomes accumulate HLA-DM.

The presence of DM in exosomes was confirmed using HeLa ceils transfected with

CIITA, a transactivating factor regulating die constitutive and inducible expression of

class II related genes (69). We tested exosomes released from HeLa CIITA for die

presence of class II molecules. IEM shows that HeLa CIITA ceils produce exosomes

diat are enriched for I\IHC class II molecules (Figure I sA). Sucrose gradient
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experiments show that DR molecules can be found in light densitv exosomal fractions,

1.09-1.15 g/ml (Figure 1$B). The CD9 expression coincides with the MHC II expression

pattern within these fractions. Finallv, we have found that DM was also present in

exosomal fractions 3 and 4, confirming the above-described resulis using B ceils.

HLA-DM’s tyrosine motif prevents entry into exosomes.

It is well established that H2-MÇ and HLA-DMÇ3 chains encode a functional tvrosine

based sorting motif (YXXL) responsible for their lysosomal localization (52-54). Such

motif is also found in the cytoplasmic tail of many proteins such as Lamp-1, the

transferrin receptor and the mannose 6-phospate receptor (70). A DM molecule devoid

of its cytoplasmic YTPL motif accumulates at the plasma membrane. To determine die

relative importance of trafficldng signais in exosomes entry, we used a DM molecule

devoid of its cytoplasmic YYPL motif. Thus, we compared exosomes from stably

transfected KeLa ceils expressing DMu-DM3 molecules (1DM) or the DMŒDM[3Y-A

mutant (DMY-A). Flow cytometric analysis of permeabilized ceils confirmed the high

and comparable levels of expression for both molecules (Fig. 1 9A). As expected, DM is

expressed at very low levels at the cd surface of HeLa DM ceils. Fluorescence

microscopy confirmed the enrichment of wild-tvpe DM in late endosomal

compartments, as assed by colocalization with CD63 (Fig. 19B). On the other hand, as

previously described, the DMY-A mutant was redistributed at die plasma membrane and

did not seem to accumulate in defmed intracellular structures (52-54).

Exosomes were isolated from the culture media of stably transfected Hela DM and

HeLa DMY-A cefis and analyzed bv western blotting. Surprisinglv, we found no

accumulation of DM in exososomal fractions. Indeed, exosome fractions 2 to 4 (1.10-

1.16 g/ml) are almost complerelv devoid of HLA-DM (Figure 19C). As for exosomes

prepared from HeLa CIITA and B ceils, die CD9 marker is emiched in densities ranging

from 1.10-1.16 g/ml (F2-4). However, die DMY-A molecule vas found dramadcally

ennched in die lighter exosomal fractions (1.10-1.17 g/ml), which are also positive for

CD9. These results strongly suggest that HLA-DM’s tyrosine motif has a cntical role in

sub-compartment trafficking and incorporation into exosomal vesicles.
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In order to confirm these resuits, we analyzed by IEM die presence of DM on

exosomes. The exosomal fraction were spun on grids and stained for DM, CD9 and

CD63. Fig. 19D shows that DM molecules were only detected in exosomal fraction

taken from DMY-A cefis (F3: 1.13 g/ml). The equivalent fraction from HeLa D1v1 ceils

xvas completeiy negative widi no detectable binding. The presence of the tetraspanin

CD63 on exosomes confirms die endocytic nature of these membranes (36;71). Based

on these observations, we conclude that DMY-A is included in exosomes as a resuit of

the inacdvation of die tyrosine motif encoded in its f3 chain cytoplasmic tail.

Interestingly, CD63 also encodes a tyrosine-based motif, suggesting that other levels of

control related to the nature of die moiecule itseif operate to regulate sorting into I’v[VBs.

HLA-DR expression resuits in the inclusion of HLA-DM into exosomes.

The fact that DM was incorporated into exosomes secreted from a B ceil une and

CIITA-expressing HeLa ceils suggested that other components of the class II antigen

presentation machinery might play a role in die trafficking of DI’vI. An obvious candidate

was HLA-DR, winch was found associated to DM on die internai membranes of MVBs

(11). DM-expressing HeLa ceils were stably transfected with HLA-DR (Fig. 20A) and

die two molecuies were shown to co-localize in cytoplasmic vesicles (Fig. 20B). Then,

die exosomes secreted from these cefis were purified and die Western biot analysis

revealed that DR expression triggered die accumulation of DM molecules into die

exosomal fractions of die sucrose gradient (Fig. 20C). Furdier investigations using

immunoprecipitation showed die actual interaction between HLA-DR and HLA-DM in

HeLa DM.5+DR cefis. Interestingly, oniy MaP.DM1 andbody xvas capable of DR

precipitation (Fig 20D). The rabbit serum seems unable to recognize its DMf3

cytoplasmic epitope when HLA-DR is co-expressed with HLA-DI’vI. Tins resuit suggests

die masking of die YTPL motif of HLA-DM by HLA-DR.

2.2.7 DiscussioN

The means by winch DI’vI is excluded from exosomes in transfected HeLa ceils remains

to be determined. Membrane exchange between die internai and Umiting membranes of

MVBs is a continuous process (59;72). DM molecules entering MVBs internal structures
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could be retrieved to the limiting membrane by adaptor proteins such as Alix, which was

suggested to regulate back fusion of internai membranes (73). Alternatively, Alix may

bind the YXXL motif of DM and redirect its trafficking to internai vesicles intended for

degradation. These resuits are particularly exciting and compatible with current

hypothesis in the NfVB sorting pathway. Indeed, the adaptor protein AUx (AIP1) as been

shown to modulate the structural and functional properties of LBPA-containing late

endosomal compartments (74). These elegant in vitro experiments show the

spontaneous formation of multivesicular bodies and its inhibition by Alix protein. It was

also demonstrated that AUx specifically recognize the YPXL/I motif of PacC protein

(75). Similar, resuits were obtained with the discovery of the interaction between the

YPXL-Type L domain of the equine infectious anemia virus and the AUx protein (76).

Additionafly, AUx interacts with the ESCRT-I component, TsglOl and with CHMP4

protein. Taken together, these resuits strongly suggest that die AUx adaptor protein

could share a duai function of regulating the structural morphology of l\if\TB5 and die

sorting of tyrosine encoded transmembrane protein inside these compartments. We can

hypothesize that unless its motif js somehow masked, HLA-DM wffl bind Alix through

its tyrosine motif and wffl be relocated at die limiting membrane. Interestingly, truncated

forms of DM arising from differential splicing have been suggested to encode molecules

devoid of their YXXL motif (77). According to our resuhs, such molecuies would likely

be included into exosomes.

How can wild-type DM accumulate in exosomal preparations of B ceils and HeLa

CIITA? Most llkeiy some mechanism dominates over the effect of die sorting motif.

Other proteins induced by CIITA could affect the localization of DI’vI or interact in a

way that overcomes recognition of its YXXL motif, allowing the complex to attain the

intemal membranes of MVBs and flot be retrieved or be targeted to lysosomes. CIITA

regulates the expression of over 50 genes, some of winch may influence die behavior of

DM (7$). Our resuits show that MHC class II moiecuies are likeiy candidates.

Transfection of DR in DM HeLa cefis was sufficient to redistribute a fraction of die

DM pooi into exosomes. Long lasting DI’vI/DR complexes that did flot dissociate could

be dragged to exosomes for extracellular release. Tins would predict a cefl-type and/or

hapiotype-dependent localization of DI’d in exosomes and may explain die work of
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Escola and collaborators who suggested that DM ïs excluded from die internai vesicies

ofmuhivesicular cornpartments and exosomes of B ceils (36).

The mechamsm by which DR overcornes DM exclusion from exosornes is stifi a matter

of speculadon. First, the effect could be direct. The close proximity between DR and

DM cytoplasmic tails might create steric hindrance, preventing adaptor moiecules to

mteract with DM and keep ri on die hmidng membrane. Thus, die complex would be

free to access fegions of invagination and irnvard budding. Once on die internai

membranes, DM would edit peptides on MHC class II molecules before dissociation of

die complex and fusion of die internai vesicles widi die limiting membrane of die

MIICs. Inevitably, such turnover between die internal and externai membranes wffl

resuit in die secredon of DM exosomes upon fusion of die whole compartment with

the plasma membrane (79). Alternadvelv, die interaction with DR may drag DM into

lipid rafts diat wffl be incorporated into internai vesicles to allow pepdde exchange. It bas

been shown diat DR is incorporated inside Triton-insoluble lipid rafrs along die

intraceilular transport route and at die plasma membrane ($0;$1). These membrane

microdomains have been found in exosomes and account for the sorting of raft resident

proteins within exosornai membrane (42). The fact diat DR enters lipid rafts suggests

diat this padiway may ailow its incorporation into exosomes. The structural basis for die

seiective inclusion of proteins into lipid rafts has yet to be discovered. Stiil, as recently

suggested, die fact diat DMY-A ïs present at die ceil surface and not acdveiy

reinternalized may 1) slow down mobility, 2) favor inclusion into membrane

microdomains or protein web and 3) increase efflciency of sorting into exosomes (50).

Interestingly, KLA-DM is not pardcularly enriched in these membrane enudes but radier

accumulate in suprarnolecular tetraspanin membrane complexes (82). The possibility

remains diat DR is sorted to exosornes through mono-ubiquitination of ris cvtoplasmic

ivsine residues. However, our resuits show diat mutation of ail K residues in diese

domains does not prevent exosornal sorting (Gauvreau, Brunet and Thibodeau,

manuscript in preparation).

A second possibffitv is diat die effect of DR is indirect and does not necessitate an

interaction widi DM. Tbis hypodiesis cornes frorn early swdies by the group of Neefjes

showing diat DR expression in HEK 293 flbroblasts triggers the formation and
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accumulation of MVBs and multilamellar compartments (83). The mechamsm by wbich

DR can affect the organization of the endocytic pathway lias flot been charactenzed but

the effect necessitates the presence of intact transmembrane and/or cytoplasmic regions

of the heterodimer (83). How this effect of DR can alter the function of some proteins

with tyrosine-based sorting signais remains to be determined. Stiil, the use of DR and

DI’vI mutants that are unable to interact with one another (84) could shed some light on

the need for a physical interaction in the incorporation of DI into exosomes.

In conclusion, our resuits shed some light on the mechanism allowing DM accession to

the internai vesicles of NIVBs where its peptide editing activity can manifest. We are

presendy testing die impact of die DR-bound peptide and of invariant chain in the

recrrntment of Di\1 into exosomes. The role of the cytoplasmic tails of DR in masiting

die tyrosine-based motif of DM is also under investigation.
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2.2.9 F00TN0TEs

Abbreviations:

ER: endoplasmic reticulum.

MHC: major histocompatibffity complex

I’vfVB: muldvesicular bodies

MIIC: MHC class II compartments.

CLIP: class II invariant chain peptide.

DM: HLA-DM.

DR: HLA-DR.
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2.2.11 FIGuRJEs

• .

Figure 17. HLA-DM is present in exosomes

ceil lime 721.45.

secreted from the B-lvmDhoblastoid

(A) Exosomes from 721.45 were purifled on a condnuous sucrose gradient (.25M-2M

sucrose). Fractions were coflected and blotted fof expression of DRf3 (XD5), CD9

(50H.19) and DMf3 (rabbit ann-DM). Exosome-associated MHC class II molecules float

at a density of about 1.08 to 1.18 g/ml. Asterisks (j indicate exosomal fractions. (B)

IEM was performed on whole-mounted exosomes from fraction 3. Exosomes were

stained with rabbit anti-DR semm or 50H.1 9 (CD9) and Map.DMÏ (HLÀ-DM mouse

ruAbs. Secondary Abs were 12 nm bead-coupled goat anti-mouse and 1$ nm bead

coupled goat anti-rabbit antibodies. Bar, 100 nm.
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Figure 18. HeLa CIITA exosomes accumulate HLA-DM.

(A) Whole-mount IEI’vI using rabbit the anti-DR serum was performed on exosornes

from untransfected HeLa or HeLa CIITA ceils as in Fig.17. Bar, lOOnm. (B) Exosomes

purifled from HeLa CIITA culture medium were analyzed for DR, DM and CD9 as in

Fig.17.
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Figure 19. HLA-DM’s tyrosine motif prevents entry into exosomes.

(A) HeLa ceils expressing DM or DMY-À cefis were stained using Map.DMI for DM

expression at the plasma membrane (Surface) or foflowing permeabilization (Total). (B)

Permeabffized HeLa ceils were stained intracellularly to analyze intraceflular localization.

Cefis were stained with the DM specific rabbit serum (red) and with the mouse CD63

monoclonal antibody (green)(H5C6). (C) Exosomes extracted from the culture medium

of HeLa DM or DMY-A ceil unes were analyzed as in Fig. 1. (D) IEM vas performed on

whole-mounted fraction 3 purifled exosomes using H5C6 (CD63), 50H.19 (CD9) and

Map.DM1 (HLA-DM) mouse mAbs. Bar, 100 nm.
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Figure 20. HLA-DM is found in exosomes upon co-expression of HLA-DR.

HeLa DM ceils were supertransfected with DR and DRI3 cDNÀs and sorted for high

DR expression. (A) Cefis were stained at the cefi surface for DR expression and upon

permeabifization to measure DM expression. (B) Co-localizadon of DR and DM vas

performed following permeabifizadon of HeLa ceils and intracellular staining. Ceils were
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stained with IgG1 vIap.DM1 andbody (green) (HLÀ-DM) and with IgG2.1 monoclonal

andbody L243 (HLA-DR) (red). (C) Exosomes from HeLa DM and HeLa DM-DR

were analyzed as in Fig.1. (D) DM interaction with DR was evaluated by

irnmunoprecipitation.. Ceils were lysed into Chaps l% pH 5.5 buffer and supernatants

were incubate with magnetic beads coated with MaP.DM1 andbody and rabbit anti-

DM13 specific serum. The blots were carry out with XD5 (DR[3) and the and-DM rabbit

serum (DM).
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La présentation antigénique est largement dépendante du bon fonctionnement de la voie

endocytique. Chacune des molécules ayant un rôle à jouer dans celle-ci sera ciblée vers les

différents compartiments endosomiaux. Par exemple, le chargement du peptide dans la niche

peptidique des molécules du CMH de classe-II se fera dans les endosomes tardifs MIIC. Ainsi,

c’est à cet endroit que les molécules non-classiques du CvIH-II, HL-DM et HLA-DO, se

retrouveront afin de moduler la présentation antigénique des molécules classiques HLA-DR.

Les MIICs en maturation adoptent graduellement la morphologie d’un compartiment

mubvesiculaire (I’vWE). Celui-ci contient dans sa lumière interne plusieurs microvésicules

pouvant être sécrétées à l’extérieur de la cellule lors de sa fusion avec la membrane plasmique.

Les exosomes de cellules présentatrices d’antigènes sont reconnus comme enrichis en HLA-DR,

mais ne contenaient, jusqu’à maintenant, pas de HLA-DM. Ainsi, cette discussion abordera les

hypothèses relatives à l’entrée du HLA-DR et du HLA-DM dans les membranes exosomales et

l’impact de ce ciblage dans la présentation antigémque.

3.1 L’ubiquitination et le ciblage exosomal de HLA-DR

3.1.1 L’uBIQuITINE EST IMPORTANTE POUR L’INTEGRATION DE

PROTEINES DANS LES MVBS

Les MVBs sont formés suite à l’invaginadon de certaines régions de leur membrane

brnitante permettant la libération de microvésicules dans leur lumen. La fusion de ces I’vEVEs

avec les lysosomes permet la dégradation de leur contenu, tandis que la fusion avec la

membrane plasmique résultera en la libération extracellulaire des vésicules internes sous forme

d’exosomes. Ainsi, les protéines qui sont envoyées vers les MVBs, et qui sont internalisées dans

les vésicules, peuvent être détruites ou sécrétées (Revue dans [1211). La majorité des protéines

qui seront ciblées vers les endosomes tardifs possèdent dans leur séquence l’information

nécessaire pour un tel déplacement. Il est possible toutefois que le ciblage soit le résultat de

l’action d’une molécule intermédiaire telle que l’ubiquitine. L’ubiquitme est grandement
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impliquée au niveau de la dégradation protéasomale, mais aussi dans le trafic endocytique et

la destruction lysosomale.

Ce sont des études sur une protéine de levure, la carboxypepddase S (CPS), qui ont

démontré l’implication de l’ubiquidnadon dans l’intégration de protéines au sein des MVBs.

Cette protéine est directement envoyée de l’appareil de Golgi vers les endosomes avant d’être

incluse dans les MVEs. La mutation d’une lysine contenue dans la CPS induira sa rétention au

niveau de la membrane limitante du MVE. Cela suggère donc une grande importance de

l’ubiquitmation dans l’internalisation de cette protéine dans les vésicules intraluminales des

MVBs. Par la suite, de nombreuses publications ont démontré un phénomène semblable,

plaçant l’ubiquidnation au rang des voies majeures de l’entrée aux MVBs (revue dans

[1 19;122;123]).

3.1.2 LEs CHIMERES UBIQUITINE

L’ubiquitine est impliquée au niveau de l’internalisation, de même que du ciblage

intracellulaire de plusieurs protéines suite sa liaison sous forme mono ou poly-ubiquitinée.

Dans le but d’évaluer l’implication physiologique de la mono-ubiquitination des récepteurs de

tyrosine kinase, certains groupes ont remplacé la queue cytoplasrnique du récepteur du facteur

de croissance épidermal (EGFR) par une molécule d’ubiquitine [1241. L’absence des signaux

natifs de la protéine permet d’étudier l’effet direct de l’ubiquitinadon, quel qu’il soit. Afin

d’étudier les différents types de modifications post_traductionnelles, ils ont muté l’une des

lysines contenue dans la molécule d’ubiquitine; la Lys4$. De cette façon, il est possible de passer

outre la poly-ubiquitination et donc la dégradation potentielle par le protéasome. De plus, la

mutation des glycines C-terminales permet l’observation d’une mono-ubiquidadon particulière,

puisqu’elle permet d’éviter tout attachement des molécules d’ubiquidne du pool intracellulaire. Il

été possible d’observer ces différentes chimères à la surface de la cellule, ce qui diffère des

résultats que nous avons observés.

Nos chimères ont été construites de façon à remplacer la queue cytoplasmique de la

chaîne bêta de HLA-DR par un polypeptide d’ubiquitine. Les molécules d’ubiquitines
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employées étaient soit de type sauvage ou de type mutant (ubiK48R (Figure 12). Ces

chimères avaient la particularité de n’être que faiblement exprimées en surface autant en

transfections transitoires que stables (Figure 13a). C’est en fait la présence d’un motif di-leucine

contenu dans l’ubiquitine qui serait responsable de l’internalisadon des cbimères [1081. Nous

n’avons toutefois pas testé la vitesse d’internalisation de la chimère, ce qui nous aurait permis de

déterminer si les molécules se présentent à la surface et sont promptement internalisées ou si

elles ne font qu’être envoyées plus rapidement dans la voie endocytique. Le faible niveau

d’expression de nos chimères nous empêchait, effectivement, d’effectuer des essais

d’internalisation. Nous avons aussi noté la sensibilité de nos chimères à l’endoglycosidase H

(Figure 13e), excluant probablement la possibilité d’une endocytose rapide des molécules.

Puisque les chimères n’acquièrent pas des oligosaccharides complexes, leur expression de

surface est probablement plus faible. Pourtant, des études portant sur la maturation de HLA

DR semblaient montrées que l’acquisition d’oligosaccharides N-glycosylés n’était pas nécessaire

à l’expression de surface ni à l’association des chaînes du complexe [1251. Néanmoins, la

glycosylation est parfois essentielle pour la solubilité et la liaison des chaînes de certaines

protéines transportées vers la surface [1261. Bref, l’hypothèse du ciblage vers les endosomes est

probablement plus crédible.

Il est aussi possible que nos molécules aient été vicdmes d’une inhibition du recyclage.

Il a déjà été noté qu’une ubiquitine remplaçant la portion cytoplasmique du récepteur de la

transferrine (TfR) empêchait tout recyclage de la protéine et provoquait sa rétention dans les

vésicules endosomales [127]. La surexpression de protéines Hrs accentuait davantage cet effet

probablement en reconnaissant le récepteur et en assurant son ciblage vers les manteaux de

clathrines. Ce phénomène favorise à la fois l’endocytose et la destruction dans les

compartiments lysosomaux. Néanmoins, dans notre cas, nous n’avons observé aucune

destruction de nos molécules chimériques. Il nous a été possible d’obtenir leur expression dans

des lignées HeLa stables et leur expression en transfections transitoires ne semblait pas diminuer

dans une période de 72 heures (résultats non montrés). Soit que la destruction est relativement

lente ou soit que les molécules ne sont qu’accumulées dans des compartiments endosomaux

pour finalement se retrouver à l’intérieur des MVBs. Conséquemment, il serait possible d’en
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apercevoir une quantité importante à la surface des exosomes. Pour avoir une réponse plus

précise sur le niveau de dégradation de nos chimères, il aurait été intéressant de faire des essais

de « pulse chase ». En effet, l’usage d’un précurseur radioactif pour une période précise nous

aurait permis de déterminer le temps exact requis à l’élimination des chimères. Toutefois,

l’expression relativement faible en transfections transitoires rendait ces études peu envisageables

dans l’immédiat. Néanmoins, cette technique permettrait probablement une meilleure

compréhension de l’expression de nos molécules chimériques.

Nos expériences ont démontré que les chimères sont effectivement retrouvées à la

surface des exosomes. L’accumulation endosomiale est donc probable. Par contre, le niveau

d’expression exosomale des chimères est plus faible que celui d’une molécule HLA-DR sauvage

(Figure 13). S’il y avait eu réelle accumulation, la quantité de DR mutants aurait été plus grande.

Peut-être qu’une trop grande quantité de protéines ubiquitinées provoque une saturation de la

machinerie de ciblage aux MVBs [1281, empêchant une plus grande inclusion dans les exosomes.

Ainsi, les molécules chimériques seraient vouées à rester à la membrane limitante des MVBs. Il

est aussi possible que le transmembrane de DR ait un r6le important dans l’entrée des vésicules

exosomales et que sa présence contrecarre l’effet de l’ubiquitination. Il a déjà été montré que le

transmembrane des molécules du CMH de classe-II murin placé dans une immunoglobuline M

induisait son ciblage vers des compartiments endosomiaux précis [1291. De plus, il a été

démontré que la substitution du transmembrane de la chaine bêta pour celui de la chaîne alpha

modifiait le parcours endocytique employé par les CMHs, de même que la présentation

antigénique [1301. Ces études permettent d’évaluer l’importance du transmembrane au sein du

ciblage endocytique et pourraient expliquer les résultats obtenus avec nos molécules HLA

DRŒ/13-ubi. Ainsi, le comportement difficilement caracténsable de nos molécules chimériques

ne nous offrait aucune conclusion convaincante. Nous avons donc décidé de pousser plus loin

l’investigation de l’ubiquitmation de DR en créant des protéines HLA-DR dépourvues de

lysines cytoplasmiques.
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3.1.3 HLA-DR POSSÈDE PLUSIEURS RÉSIDUS LYSINES DANS SA

QUEUE CYTOPLASMIQUE

HLA-DR est une molécule hétérodimérique classique du CMH de classe-II. Elle

possède une queue cytoplasmique encodant généralement les signaux nécessaires à ces

déplacements vers les différents compartiments cellulaires. HLA-DR se déplace habituellement

dans la voie endocytique grâce à la chaîne invariante. En effet, celle-ci possède dans sa portion

cytoplasmique deux motifs de ciblage di-leucine de format LI-ML. Néanmoins, HLA-DR

possède plusieurs résidus lysines qui pourraient être des sites potentiels d’ubiquitination. La

portion cytoplasmique de la chaîne alpha contient deux lysines dont l’une près du

transmembrane et l’autre trois acides aminés plus loin. La queue cytoplasmique de la chaîne bêta

ne contient qu’une seule lysine à six acides aminés du transmembrane. En mutant ces

différentes lysines, nous avons tenté de démontrer l’implication de l’ubiquitinadon dans le

ciblage de HLA-DR aux exosomes. Si l’ubiquitination est une modification importante pour

l’entrée de HLA-DR dans les exosomes, la mutation des lysines devrait drastiquement diminuer

la quantité de DR dans ces vésicules. Dans les cellules HeLa transfectées, nous avons noté une

expression comparable des molécules ne contenant aucunes lysines (DRŒKGRG/ DR35AÀA)

et des molécules DR sauvages (Figure 15a). Leur ciblage endosomial ne semblait pas non plus

dénoté de particularité puisque les deux se retrouvaient dans les compartiments tardifs marqués

par LAMP-1. Seule l’accumulation de grosses vésicules dans les cellules exprimant

DRŒKGRG/ DRI35ÀAÂ était notoire (Figure 15b). Peut-être que ces endosomes élargis sont la

conséquence de l’entassement des protéines mutantes à la membrane limitante des

compartiments multivésiculafres. Conséquemment, très peu de DRciKGRG/ DRI35AAA serait

détecté dans les exosomes isolées des cellules transfectées. Toutefois, l’expression exosomale de

ces molécules mutantes est aussi importante que celle des protéines sauvages (Figure 16). Il

semblerait que l’absence de lysines ne modifie pas l’intégration des molécules du CMH de

classe-II dans les membranes exosomales.

Cependant, ce ne sont pas toutes les protéines possédant une lysine ou plusieurs lysines

dans leur domaine cytoplasmique qui sont ubiquitinées. Il a été publié que la présence de
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plusieurs lysines dans une protéine de levure n’introduisait pas celle-ci dans les MVEs ni ne

provoquait son ubiquitination. En effet, la protéine membranaire DPÀP B contient 4 lysines

dans sa portion cytoplasmique et n’est présente qu’à la membrane limitante des MVBs [131].

Cette particularité laisse suggérer la nécessité de résidus spécifiques à proximité des lysines. C’est

en fait ce qui s’est produit lorsque le signal d’ubiquitination contenu dans la queue

cytoplasmique d’une protéine ubiquitinée (CPS) a été introduit dans celle de DPAP B. Il

semblerait que non seulement la lysine de la séquence introduite « PVEKAPR» soit essentielle à

l’ubiquitination, mais que d’autres résidus soient primordiaux à l’interaction avec l’ubiquitine

ligase [1321. De plus, il a été mentionné que l’ubiquidne ligase est, dans plusieurs cas,

primordiale à l’intégration de protéines dans les MVBs [133].

Tout récemment, le groupe de Le Pecq a développé une méthode permettant de

contrôler ou de manipuler le contenu des exosomes. Ils ont identifié des domaines d’adressage

qui provoque le ciblage spécifique des protéines aux exosomes. Le domaine C1C2 de la

lactadhérine semble lier spécifiquement les lipides des exosomes. Conséquemment, la

lacthadérine n’est retrouvée que dans les exosomes. Ce domaine C1C2 appartient à une famille

de domaines qui médie la liaison des surfaces lipidiques. Certaines protéines comme les facteurs

de coagulation V et VIII portent aussi ce domaine. Il semblerait que l’espace prévu pour

enchâsser les têtes des lipides dans les domaines Cl et C2 favoriserait la liaison avec des

membranes lipidiques spécifiques. Ils ont donc fusionné ce domaine avec certaines protéines

solubles résultant en leur présence à la surface des exosomes. Ila aurait été possible de penser

que l’expression de HLA-DR pourrait être contrôlée de la même façon, ce qui permettrait

d’augmenter l’efficacité de la présentation antigénique. On pourrait introduire une quantité

saturante de DR afm que les exosomes porteurs puissent présentés un maximum de peptides.

Toutefois, cette technique n’a pas encore été testée sur les protéines membranaires, mais ne doit

pas être sous-estimée. Évidemment, cette manipulation est principalement utilisée à des fins

thérapeutiques et diagnostiques. Par exemple, les exosomes exprimant une protéine de choix

sont injectés dans un organisme afin de provoquer la production d’anticorps. Cette application

est particulièrement intéressante lorsque l’on veut monter une réponse immunologique contre
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un pathogène difficile à combattre [134]. Cette technique permettrait de contrôler encore

mieux le contenu protéique des exosomes déjà utilisés en thérapie anti-tumorale.

finalement, une autre hypothèse pouvant expliquer la présence de DR dans les

exosomes est l’interaction protéine-protéine avec les tétraspanines. Comme déjà décrit dans la

section 1.2.5.2, les tétraspanines ont la tendance à se regrouper afm de former un filet. Elles

peuvent interagir entre elles ou avec une protéine partenaire. Il a été démontré, entre autres, que

certaines tétraspanines pouvaient lier les IgM et donc possiblement les domaines

immunoglobulines de protéines telles que DR [135]. De plus, une autre étude a montré que

HLA-DR se retrouvait dans les radeaux lipidiques de la membrane plasmique avec les

tétraspanines CD3$ et CD9 [135;136]. Puisque les exosomes possèdent aussi ces domaines

lipidiques, l’interaction de DR avec les tétraspanines est alors envisageable. Peut-être que les

radeaux lipidiques jouent aussi un rôle dans la présence de DR aux exosomes. Bien avant toutes

ces découvertes, le groupe de Cresswell avait publié que HLA-DR, -DM et —DC) s’associaient à

la protéine tétraspanine CD82 dans les compartiments MIIC [54]. Ces derniers acquièrent la

morphologie des I\TVBs lors de leur maturation. Il est donc probable que cette interaction

favorise l’entrée de DR dans les vésicules exosomales. Ainsi, peut-être que les domaines

lipidiques et les tétraspanines forcent l’expression de DR par un retardement de son recyclage.

Pour en savoir davantage, il faudrait déterminer les domaines d’interactions des

tétraspamnes avec DR pour pouvoir les muter. Il serait donc possible de voir l’impact sur le

ciblage exosomal de DR par le blocage de l’association tétraspanine-HLA-DR. En interrompant

la formation des radeaux lipidiques à l’aide, par exemple, de méthyl-[3-cyclodextrine, un

détergent qui diminue la présence de cholestérol dans les doubles couches lipidiques, on

pourrait déterminer le rôle de ces domaines lipidiques dans l’entrée de DR aux membranes

exosomales.
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3.1.4 POURQUOI RETROUVE-T-ON DR DANS LES EXOSOMES?

Le mode de formation et de sécrétion des exosomes est de mieux en mieux cerné. Par

contre, leur utilité n’est pas encore totalement établie. Certains groupes ont démontré que les

exosomes pouvaient agir en tant que messager (voir section 1.2.4.1), tandis qu’une d’autre

équipe décrivait les exosomes comme des véhicules servant à l’élimination des particules

rendues inutiles [291. Les deux fonctions sont plausibles. Les protéines en route vers la

dégradation lysosomale sont majoritairement retrouvées dans la lumière des I’vfVBs. La fusion

avec la membrane plasmique peut donc provoquer la sécrétion extracellulaire de ces protéines

inutiles. D’autre part, la présence importante de molécules présentatrices d’antigènes, d’adhésion

et de co-stimulation à la surface des exosomes, peut très bien expliquer la fonction de messager.

Les exosomes peuvent activer les cellules T afin d’accentuer ou d’accélérer la réponse

immunitaire contre un pathogène, de même qu’ils peuvent présenter des peptides particuliers

pour induire une réponse spécifique. En effet, le chargement d’un peptide tumoral it la surface

d’exosomes exprimant le CMH de classe-I leur octroiera la capacité d’activer les cellules T

cytotoxiques spécialisées afin qu’elles détruisent la tumeur [44]. Est-il alors possible de dire que

la cellule présentatrice d’antigènes sécrétant des exosomes portant du DR est «consciente» de

son action? Ou est-ce seulement un hasard que ces protéines se retrouvent dans un endroit

précis à un moment précis? Existe-t-il une signalisation intracellulaire indiquant aux cellules

qu’elles doivent sécréter des membranes exosomales? Peut-être que l’internalisation d’un

peptide antigénique par les immunoglobulines de surface des lymphocytes B provoque une

cascade signalétique aboutissant à la fusion des MVBs avec la membrane plasmique? Peut-être

est-ce la dégradation de l’antigène dans les endosomes tardifs qui donne le signal? En fait, il a

déjà été décrit que le changement de la concentration en calcium intracellulaire favoriserait la

formation de très gros MVBs et donc une plus grande sécrétion d’exosomes [301. Il est donc

possible qu’une voie de signalisation affectant les canaux potassiques et sodiques permettent

une relâche contrôlée d’exosomes. Si tel est le cas, il est possible de croire que les exosomes ont

une véritable fonction in vivo.
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Néanmoins, les exosomes sont aujourd’hui testé afm de servir de vecteur

immunologique grâce à la présence de certaines protéines dont HLA-DR (revue dans [64]).

Ainsi, il est important de comprendre les facteurs influençant l’entrée de DR dans les vésicules

exosomales. S’il est si difficile de comprendre le mécanisme exact contrôlant le ciblage de DR

vers les exosomes, c’est principalement dû à sa présence à plusieurs endroits différents dans la

cellule. DR ne possède aucun motif restreignant son expression aux vésicules exosomales ou

aux MVBs. Il est exprimé à la surface des cellules autant que dans les compartiments

intracellulaires. L’expression cellulaire de HLA-DM est quant à elle plus limitée. Il n’est que très

peu exprimé en surface, dû à son motif tyrosine, mais est retrouvé en grande quantité à la

membrane limitante des MVBs. On sait toutefois que cette molécule n’est pas

préférentiellement exprimée dans les exosomes (voir section suivante).

3.2 L’implication de HLA-DR dans l’entrée du HLA-DM aux

exosomes.

3.2.1 MoTIFs DE CIBLAGE DES MOLECULES DU CMH DE CLASSE-II

Pour circuler à travers la voie endo-lysosomique, il existe quelques signaux de ciblage

dont les plus connus sont ceux contenus dans la queue cytoplasmique de protéines

transmembranaires (revue dans [1) En général, ce sont des motifs dégénérés formés de

courtes séquences linéaires d’acides aminés dans lesquelles deux ou trois résidus hydrophobes

sont primordiaux à la fonction. Les deux grandes classes de signaux regroupent les motifs

«tyrosine» et t< di-leucine ». Leur nom reflète la nature des résidus critiques qu’ils contiennent.

Le ciblage aux endosomes et lysosomes se fait principalement dans les portions membranaires

recouvertes d’un manteau de clathrine et requiert l’interaction entre les protéines membranaires

et celles composant le manteau. Ces manteaux de clathrines contiennent aussi des protéines

adaptatrices qui varient selon l’emplacement intracellulaire du manteau (revue dans [1371). La

membrane plasmique contient, dans ces domaines, la protéine adaptatrice AP-2, tandis que dans
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le réseau du Golgi et les endosomes on retrouve la AP-1. Les endosomes peuvent aussi

contenir des protéines Hrs, mais dans un tout autre type de manteau de clathrine. Ces protéines

sont ainsi les éléments nécessaires à la reconnaissance des signaux de ciblage.

Les motifs «tyrosine» sont pour la plupart de format NPXY ou YXXØ, où le X

représente n’importe quel acide aminé, tandis que le symbole 0, signifie l’emplacement de tout

acide aminé avec une chaîne latérale encombrante ou dite «bulky» et hydrophobe. Le NPXY

provoque normalement l’internalisation rapide des protéines membranaires tout comme

pourrait faire le YXXØ. Par contre, ce dernier peut aussi induire le trafic d’une protéine dans les

lysosomes et les compartiments apparentés, de même que faciliter l’inclusion de certaines

protéines dans la membrane plasmique basolatérale des cellules polarisées (revue dans [77]).

Plusieurs protéines sont reconnues comme portant le signal YXXØ telles le récepteur de la

transferrine, les protéines lysosomiques LAMP-1 et LvIP-2, et même le HLA-DM. Le motif

tyrosine de la queue cytoplasmique de HLA-DM, YTPL, est maintenant relativement bien décrit

et est responsable de la présence de cette protéine dans les compartiments endosomaux riches

en classe-II (JvIIIC) [12;138]. Les MIICs sont l’endroit préférentiel pour le chargement de

peptides sur une molécule classique du CMH-II comme HLA-DR. Il est donc important que le

HLA-DM s’y retrouve afin de faciliter l’échange du CLIP pour un peptide de meilleure affmité.

Le motif YTPL de DM serait aussi impliqué dans le transport de HLA-DO vers les endosomes

tardifs. Malgré la présence d’un signal de ciblage fonctionnel de type di-leucine dans la queue

cytoplasmique de la chaîne bêta de HLA-DO, il a été démontré que le signal de DIvI était

suffisant pour transporter le complexe aux MIICs [22]. Par ailleurs, il nous a été permis d’établir

l’importance du motif ïTPL de DM lors d’études portant sur l’inclusion des molécules du

CMH de classe-II dans les vésicules exosomales. Il semblerait que celui-ci serait responsable de

l’expression stable à la membrane Umitante des compartiments multivésiculaires et non pas dans

les microvésicules internes qu’ils contiennent (discuté dans la section plus basse). Nous avons

aussi établi que la mutation du résidu tyrosine contenu dans le motif provoquait non seulement

l’accumulation de protéines HLA-DM à la surface des cellules mais aussi sa présence dans les

membranes exosomales (discuté plus bas).
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Les motifs de ciblage di-leucine sont aussi présents dans la queue cytoplasmique de

plusieurs protéines transmembranaires et possèdent autant de fonctions variées que les signaux

« tyrosines ». Les deux classes de di-leucines sont représentées par les séquences EjXXXL[LIj

et DXXLL, et peuvent provoquer l’internalisadon, le ciblage endo-lysosomal et le trafic

endocytique. La chaîne invariante (Ii), grandement impliquée dans la sortie des molécules HLÀ

DR du réticulum endoplasmique et de leur ciblage vers les endosomes tardifs, possède dans sa

partie cytoplasmique deux motifs di-leucine. Le premier, Leu7-Ile8, se situe près du

transmembrane tandis que le second, Met’6-Leu1, est plus loin dans la séquence, près du C-

terminal. Chacun est suffisant au ciblage du complexe Ii-CMH [139;140j. La chaîne invariante

permet effectivement au HLA-DR de se rendre dans les compartiments appropriés pour

recevoir son peptide antigénique juste avant que la queue cytoplasmique de Ii ne soit dégradé

par des enzymes.

Les motifs di-leucines interagissent aussi avec les protéines contenues dans les manteaux

de clathrine, comme les protéines adaptatrices AP. Cette interaction favorise l’internalisation i la

membrane ou dans les différents compartiments de la voie endocytique (revue dans [1)•

La chaîne bêta de HLA-DR semblerait aussi porter un signal de ciblage. Il a été établi

que le motif FL, contenu dans les derniers acides aminés de la queue cytoplasmique de la chaîne

bêta de DR, serait responsable de son intemalisation et de son ciblage vers les endosomes

précoces dans les cellules polarisées [141]. Cette séquence agirait comme un motif di-leucine.

L’importance de ce signal au niveau des cellules présentatrices d’antigènes a été notée par des

essais de délétion et de mutations du domaine cytoplasmique de HLA-DR, permettant

d’observer une défectuosité dans le signalement intracellulaire et la présentation antigémque lors

de l’absence du signal di-leucine [142;143]. Il a été montré que les peptides présentés sont alors

indépendants de l’action de DM. En effet, les cellules employées n’expriment ni DM, ni chaîne

invariante. Conséquemment, peut-être que la liaison du peptide se fait alors dans un

compartiment différent des MIICs. En fait, ce phénomène est fort probable puisque la niche

peptidique de DR est inoccupée. Cela lui permet donc d’acquérir des peptides dans les

endosomes précoces [1431. Ainsi, DR n’est sans doute plus exprimé dans les endosomes tardifs

ou les MVBs et, par conséquent, les molécules DR, dont le motif di-leucine est muté, ne
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devraient pas être détectées dans les exosomes. Cependant, des observations de notre

laboratoire semblent indiquer l’opposé. En effet, il nous a été possible de noter la présence de

molécules DR tronquées dans les vésicules exosomales isolées de cellules transfectées. L’emploi

d’une molécule DR ne possédant pas de queue cytoplasmique (TM/TM) et par le fait même, ne

contenant plus de motif di-leucine, ne semble pas modifier l’entrée de DR aux exosomes

(résultats non montrés). Peut-être que le ciblage endosomial de DR est dépendant du type de

cellules utilisées. Les études de Zhong ont principalement été faites dans des lvmphoblastes,

tandis que nous avons travaillé avec des cellules HeLa.

D’un autre c&é, le motif di-leucine ne semble pas toujours reconnu par la machinerie

d’endocytose puisqu’il est possible d’observer une quantité stable de HLA-DR à la surface des

cellules transfectées. Effectivement, la transfection transitoire ou stable de la molécule HLA-DR

seule dans des lignées cellulaires de type 293T ou HeLa, démontre une expression constante et

élevée à la membrane plasmique [144j. De nos observations en microscopie a fluorescence et en

cytométne en flux, il ne semble pas y avoir une accumulation dans les compartiments précoces

ni une plus grande internalisadon (résultats non montrés).

3.2.2 HLA-DM EST PRESENT DANS LES EXOSOMES DE CELLULES B

Les lymphocytes B sont des cellules spécialisées dans la présentation andgénique. Elles

expriment à leur surface les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité telles que le

HL\-DR. Afin de procéder à l’apprêtement d’un antigène sur HLA-DR, la molécule HLA-DM

est nécessaire. Cette dernière agit en catalysant l’échange pepddique. Seulement les antigènes

présentant une très forte affmité pour les molécules DR seront alors présentés à la surface des

cellules. Ce phénomène se déroule dans les compartiments tardifs portant le nom de Ï\IIIC.

Ceux-ci se transformeront, au fil de leur maturation, en MVB. Les cellules B possèdent plusieurs

de ces compartiments mulitvésiculaires où il est possible de retrouver les molécules HLA-DR et

HLA-DM. Celles-ci ne sont toutefois pas exprimées au même endroit dans les MVBs. En effet,

HLA-DR est principalement présent à l’intérieur des MVBs, à la surface des vésicules
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intraluminales. Conséquemment, on le retrouve à la surface des exosomes sécrétés par les

lymphocytes B. La molécule HLA-D1\1 est, quant à elle, maintenue à la membrane limitante des

compartiments [281. Donc, elle ne devrait pas être exprimée dans les vésicules exosomales.

Nonobstant, les exosomes que nous avons isolés du milieu de culture des cellules B 721.45

contiennent du KLA-DM (Figure 17 a). Comment se fait-il que nous ayons détecté du DM sur

les exosomes et pas l’équipe d’Escola ? Afin de quantifier les protéines présentes sur les

exosomes, le groupe d’Escola a comparé l’expression des protéines avec le rapport d’expression

cellules/exosomes du récepteur de la transferrine (TfR). Ce dernier n’est que très faiblement

introduit dans les membranes exosomales. Ainsi, DM ne serait que deux fois plus présent dans

les exosomes que le TfR. Ils en ont conclu que DM n’était pas enrichi dans les exosomes

contrairement au HLA-DR. Tout comme nous, ils ont travaillé avec des cellules B. Toutefois,

leurs cellules exprimaient le HLA-DRI5 et nos cellules B possèdent un HLA-DR1. Peut-être

que le différent haplotype pourrait expliquer la divergence des résultats obtenus. Dans certains

cas de maladies auto-immunes, une plus faible affinité de DR15 pour les peptides a été montrée

[145). Il est probable que DRY5 interagisse moins bien avec DM, ce qui pourrait expliquer la

faible présentation antigénique et peut-être l’absence de DM dans les exosomes obtenus des

cellules B DR15+.

Le groupe de Neefjes a récemment publié des résultats qui supportent nos conclusions

[120]. En effet, ils ont démontré la présence d’une interaction entre DI’vI et DR à l’intérieur

même des MVBs. Il leur a été possible de montrer leur interaction exclusive dans les structures

internes des MIICs par l’emploi de FRET (fluorescence resonance energ transfer. Les deux

molécules se retrouvent à la membrane limitante des MVBs, mais l’association, ou la production

de FRET, n’était observable que dans les vésicules intraluminales. Ainsi, si la formation des

structures internes des MVBs est inhibée, DR et DM aboutissent à la membrane limirante et

n’interagissent plus. Il est donc probable que l’interaction entre DR et DM dans les

microvésicules internes soit responsable de la présence de DM dans les exosomes provenant des

lymphocytes B. De plus, puisque l’interaction semble exclusive aux membranes internes, cela

permet d’affirmer que les exosomes que nous avons obtenus ne sont pas des artéfacts de

membrane plasmique, mais bien des vésicules provenant de l’intérieur de la cellule.
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3.2.3 HLA-DM POSSEDE UN MOTIF QUI LE RETIENT A LA MEMBRANE

LIMITANTE DES MVBs

Tel que mentionné dans le paragraphe précédent, la molécule HLA-DM est retrouvée

dans les membranes exosomales sécrétées par les lymphocytes B. Il est possible de croire que

toutes les cellules exprimant la protéine HLA-DM relâcheront des exosomes protant DM.

Toutefois, ce n’est pas le cas. Les exosomes libérés par les cellules HeLa DM.5 ne contiennent

pas de DM (Figure 19c). I’vialgré la surexpression de cette molécule, il semblerait que HLA-Di\{

n’est pas intégré à l’intérieur des I’vfVBs. En comparant ces résultats avec les exosomes

provenant de cellules n’exprimant que HLA-DR, nous avons constaté que la principale

différence résidait dans la capacité de DR à être exprimée à la surface des cellules. Donc nous

avons tenté les mêmes analyses sur des cellules transfectées avec la molécule DMY. Le résidu

tyrosine contenu dans le motif de ciblage YTPL de cette molécule, a été remplacé par une

alanine et permet d’observer du Dlvi à la surface des cellules [121 (Figure 19). Cette modification

du ciblage pourrait indiquer que les déplacements de DM dans la voie endocytique sont

différents. Effectivement, il a été possible de détecter du HLA-DM sur les exosomes sécrétés

par les cellules HeLa DMY. Toutefois, l’expression inhabituelle de DM à la surface des cellules

pourrait nous laisser croire que les exosomes sont en fait des fragments de membrane

plasmique. Cependant, la densité des vésicules isolées se situe bien dans la portion exosomale.

En effet, il semblerait que les vésicules apoptotiques aient une densité plus élevée que les

exosomes, de même qu’une morphologie qui leur est particulière [43). De plus, nous avons

observé les fractions exosomales des cellules DI’viY par microscopie électronique. La

morphologie s’est avérée comparable aux autres exosomes obtenus (Figure 17 & Figure 19). Les

exosomes avaient une taille semblable et exprimaient les mêmes protéines contrôles.

Il semblerait donc que le rôle du motif tyrosine serait de s’assurer du maintien du HLA

DM à la membrane limitante des MVBs. Ce phénomène pourrait être expliqué par la liaison de

protéines adaptatrices. En effet, certaines protéines contenues dans les manteaux de clathrines

peuvent reconnaître les motifs tyrosine et ainsi assurer la localisation des protéines aux
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membranes. Par exemple, il a été suggéré que la protéine AUx serait impliquée dans la fusion

des vésicules internes avec la membrane limitante des MVBs [1461. Son interaction avec DM

pourrait donc assurer sa relocalisation à la membrane du MVB. Mais alors, comment se fait-il

que nous ayons retrouvé DM dans les exosomes des cellules B alors que le motif tyrosine est

toujours fonctionnel? Nous avons émis l’hypothèse que le phénomène était du à la présence

d’autres molécules du CMH de classe-II.

3.2.4 MASQUAGE DU MOTIF YXXL PAR HLA-DR

Pour que HLA-DM puisse catalyser l’échange du peptide contenu dans la niche de

HLA-DR, les deux molécules doivent tt ou tard interagir dans la voie endocytique. HLA-DM

possède une interface relativement conservée entre différentes espèces et qui pourrait contenir

les résidus interagissant avec DR. Effectivement, un résidu cystéine sur la chaîne bêta de DM

semble être impliqué dans ce lien. De plus, DM interagirait avec la face latérale de DR où l’on

retrouve la terminaison N-terminale du peptide lié et impliquerait des résidus précis sur les

chaînes alpha et bêta [147;148]. Puisqu’il y a interaction entre les deux molécules du CMH de

classe-II, il est possible que cette association soit responsable de la présence de DM dans les

exosomes provenant des lymphocytes B. Pour valider cette hypothèse, nous avons généré des

cellules exprimant à la fois DM et DR. Ainsi, les cellules HeLa DM.5 ont été transfectées de

façon stable avec un plasmide encodant HLA-DR. Ces cellules expriment des hauts niveaux de

DR et il est possible d’observer DR dans les mêmes compartiments que DM (Figure 20b).

Comme mentionné plus haut, les exosomes sécrétés par les cellules HeLa DM.5 ne contiennent

pas de DM. Curieusement, lorsque la molécule HLA-DR est exprimée par transfection dans ces

mêmes cellules, on peut détecter la présence de DM dans les exosomes (Figure 20c). Il

semblerait donc que l’interaction entre les molécules se fait effectivement dans les vésicules

internes des MVBs [120] et pourrait expliquer l’expression de DM sur les exosomes provenant

de cellules B. Cependant, ces résultats ne démontrent pas que DR et DM interagissent dans ces

conditions et qu’il en résulte un ciblage différentiel de DM. En effet, les cellules DM.5+DR

n’expriment pas la chaîne invariante et conséquemment pas de CLIP. HLA-DI\1 interagit avec

DR afm d’échanger le CLIP pour un peptide antigémque, il est possible que sans CLIP, DM ne
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s’associe plus avec DR. Pour démontrer une interaction entre DR et DM, nous avons

effectué des co-immunoprécipitations. Pour ce faire, nous avons employé des billes magnétiques

sur lesquelles nous avons couplé l’anticorps monoclonal MaP.DMI, qui reconnaît HLA-DM.

L’immunoblot nous a permis de détecter la présence de DR lors d’une co-itnmunoprécipitation

de DM effectuée sur les cellules HeLa DM.5 +DR (Figure 20). Cette association semble

indiquer un effet direct de DR sur le ciblage de DM.

Les observations faites sur le ciblage de la molécule DMY nous intriguaient toujours.

Mous avons donc décidé de pousser plus loin nos investigations afm d’évaluer les implications

de l’interaction de DR avec DM. Notre hypothèse était que l’association de DR avec DM

masquait le motif tyrosine provoquant l’inclusion de DM dans les exosomes. Certaines

protéines détentrices d’un signal de ciblage « tyrosine» sont retrouvées dans les exosomes. La

tétraspanine CD63, par exemple, contient un motif de format YXXØ qui est reconnu par la

protéine adaptatrice AP-3. Cette dernière permet l’expression de CD63 aux lysosomes [7$]. La

protéine CD63 a été retrouvée dans beaucoup d’exosomes caractérisés. La majorité des

tétraspanines forment entre elles des microdomaines dans lesquels elles interagissent (voir

section 1.2.5.2.2). Peut-être que l’intégration de CD63 dans les exosomes est le résultat du

masquage de son motif tyrosine par les autres tétraspanines présentes et pourrait supporter

notre hypothèse.

Ainsi, nous avons cette fois couplé nos billes avec un sérum de lapin reconnaissant une

portion de la queue cytoplasmique de DM13. Les unmunoblots n’ont révélé aucune molécule de

DR lorsque DM était co-immunoprécipité (Figure 20d). Dans les cellules contrôles, autant que

dans les cellules DM.5+DR, DM était détecté, mais DR n’apparaissait nulle part. En fait, il est

possible que l’anti-sérum anti-DMF3 ne reconnaisse pas le DM lorsque le DR est présent. Donc,

l’interaction de DR avec Di\1 empêcherait la reconnaissance de l’épitope par l’anti-sérum.

Puisque ces cellules sécrètent des exosomes portant du DM, tout comme les exosomes

provenant des cellules DMY, il est possible que l’interaction de DR avec la molécule DM

masque le motif YTPL de cette dernière. Le motif de rétention à la membrane limitante des

MVBs serait ainsi non-fonctionnel, ce qui permettrait au DM d’accéder aux vésicules internes et

d’être relâché à la surface d’exosomes. Toutefois, il se peut que l’expression de DM dans les
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exosomes soit la conséquence d’une modification morphologique des compartiments

endosomiaux tardifs par l’expression de DR.

Il serait néanmoins important de vérifier que les exosomes sont porteurs des deux

molécules à la fois. Il serait possible que les exosomes que nous ayons isolés n’expriment qu’une

seule des deux molécules. Nous pourrions s’assurer de cette co-expression par des doubles

marquages en microscopie électronique ou encore par co-immunoprécipitation des exosomes. Il

faut aussi noter que nous n’avons pas évalué la quantité de DM se retrouvant dans les exosomes

sécrétés. Peut-être que certaines cellules relâchent des exosomes bourrés de DM et que d’autres

cellules n’expriment que très peu de DM exosomal. Il faudrait donc quantifier les exosomes

chargés sur les gels de polyacrylamide pour les analyses par immunoblot. La majorité des

groupes utilise la méthode Bradford pour déterminer la quantité de protéines isolées. Tout

récemment, l’équipe de Obregon a évalué la quantité d’exosomes sécrétés par les DCs par une

méthode de microscopie à balayage au laser et de restitution d’image (()bregon C. et u4 en

préparation).

Il est aussi possible de croire que la queue cytoplasmique de DR ne joue aucun rôle

dans le ciblage de DM vers les exosomes. Pour vérifier cette hypothèse, il serait très intéressant

de transfecter dans les cellules DM.5, une molécule DR dont la queue cytoplasmique est

tronquée. Ainsi, en l’absence de la portion cytoplasmique de DR, il serait possible d’en noter

l’impact sur les déplacements de DM. Dans un cas où DM se rendrait toujours aux exosomes,

on pourrait alors émettre l’hypothèse de l’interaction des parties transmembranaires. Tandis que

si DM ne se présente plus aux exosomes lorsqu’exprimée avec le DR tronqué, l’hypothèse du

masquage du motif tyrosine de DM par DR reste toujours plausible. (Voir figure Figure 21)
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Figure 21. Modèle proposé du masquage du motif tyrosine de DM par DR et de l’impact

sur le ciblage de DM.

Se référer au texte 3.2.4 ci-haut.
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3.2.5 L’EXPRESSION DE HLA-DR FAVORISE LA FORMATION DE MIICs

Avant d’être exprimées à la surface des cellules, les molécules du CMH-II sont dirigées

vers les endosomes tardifs où elles pourront fixer un peptide antigénique provenant de

protéines ingérées. Dans les CPAs, ces endosomes ont en général l’apparence de compartiments

multilamellaires ou multivésiculaires portant le nom de MIIC. L’enrichissement en molécules du

CMH-II explique cette appellation [149j. Quelques années plus tard, le groupe de Neefjes

montré que la formation des MIIC pouvait être induite par l’expression du HLA-DR dans les

cellules 293T transfectées[150]. La molécule DR se retrouverait dans les compartiments

multilamellaires Ces compartiments ne seraient pas présents dans les cellules transfectées avec

des molécules contrôles. De cette facon, II est possible que le ciblage de DM soit modifié suite

à l’expression des molécules de classe II classiques. Conséquemment, il sera possible d’observer

du DM à l’intérieur des endosomes tardifs et probablement à la surface des exosomes relâchés.

Toutefois, ce sont principalement des compartiments multilamellafres contenant très peu de

vésicules qui sont formés en présence de DR. Ainsi, un rôle indirect de DR sur le ciblage de

DM pouvant expliquer l’incorporation de cette dernière dans les exosomes semble improbable.

3.2.6 POURQUOI RETROUVE-T-ON LE HLA-DM DANS LES EXOSOMES?

La principale fonction de DI\1 est de catalyser l’échange du peptide contenu dans la

niche peptidique de DR et d’assurer la stabilité des molécules DR vides (revue dans [1511).

Alors, quel serait l’avantage pour l’organisme a ce que les CPA sécrétent des exosomes portant

du Dv1? Il a été montré que certains exosomes provenant de cellules présentatrices d’antigènes

pouvaient transférer leur molécule du CMH de classe-II aux cellules T spécifiques. Pour ce faire,

les cellules T devaient d’abord interagir avec le complexe CMH-peptide à la surface des

exosomes avant que ceux-ci fusionnent avec la membrane plasmique des cellules T [1521. Ainsi,

les cellules ne possédant pas de DM ou un DI\I non fonctionnel pourraient l’acquérir par

l’endocytose des exosomes porteurs. DM pourrait par exemple favoriser, par son rôle d’édition

des peptides, la présentation des antigènes rencontrés dans sa cellule d’origine ce qui pourrait



118

accélérer la réponse spécifique. Néanmoins, la présence de DM à la surface d’exosomes n’a

pas été évaluée iii vivo. Il faudrait donc tester les exosomes présents dans le sérum avant de tirer

toutes conclusions sur le rôle potentiel de DM dans les exosomes. Il ne suffirait que de faire des

analyses sur le sérum d’humains volontaires selon des procédés d’isolation exosomale

semblables à ceux employés in vitro. Un groupe de chercheurs ont d’ailleurs réussi l’isolation de

membranes exosomales à partir de plasma de donneurs, de même que par la mise en culture des

cellules du sang [153].



chapitre 4 conctusion

Le système immunitaire constitue la principale barrière de protection des organismes

complexes contre les envahisseurs étrangers. Le bon fonctionnement de ce système est

hautement dépendant de l’efficacité des cellules lvmphocvtaires et présentatrices d’antigènes. Il

est donc essentiel que les molécules portant les pepddes andgéniques aient une forte affinité

pour ces pepddes. Pour ce faire, leurs peptides sont attentivement choisis. Dans la présentation

antigénique assurée par les CMH de classe-II, les peptides a être présentés sont désignés par la

molécule non-classique HLA-DM.

Nos premières études ont été faites suivant l’hypothèse d’un ciblage exosomal de DR

dépendant de l’ubiquitination. La présence de résidus lysines dans la queue cytoplasmique de

DR pouvait effectivement laisser croire à son ubiquitination. Toutefois, la fusion de l’ubiquitine

à la suite du transmembrane de DR, de même que l’usage de protéines DR ne possédant aucune

lysine, n’affecte pas le ciblage ni la quantité du CMH de classe-II HLA-DR dans les exosomes.

Des études parallèles sur les exosomes sécrétés par les lymphocytes B ont permis de démontrer

la présence de la molécule du CMH de classe-II non-classique HLA-DM. L’emploi de

différentes lignées cellulaires n’exprimant que le DM sauvage ou le DM dont le motif tyrosine

est muté, a démontré que le motif YTPL encodé dans la queue cytoplasmique de DI’vI était

impliqué dans son ciblage aux exosomes. HLÀ-DR serait aussi responsable du masquage de ce

motif et expliquerait la présence de DM dans les membranes exosomales relâchées par les

lymphocytes B et les cellules exprimant HLA-DM et HLÀ-DR en co-transfection.

Plusieurs fonctions sont maintenant rattachées aux vésicules exosomales : elles peuvent

activer les lymphocytes T et donc être utiles en thérapie anti-cancéreuse par la charge de

peptides tumoraux sur les molécules du CMH exprimées à leur surface. D’un autre côté, certains

pathogènes réussissent à exploiter la machinerie de formation et de propagation des exosomes

afin de compléter leur cycle de reproduction et de faciliter l’infection des cellules voisines.

Conséquemment, pour développer de bonnes immunothérapies, II est important de bien

comprendre la biogenèse des exosomes et les facteurs influençant l’entrée des molécules du
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CMH. Il est aussi primordial de consid&er la présence de ces vésicules dans l’organisme

donc lors de toutes les études physiologiques et pathologiques.
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