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RESUME

Nous aborderons, dans ce travalil, les éléments principaux impliqués dans la
présentation antigénique par les molécules du complexe majeur
d'histocompatibilité (CMH) de classe II. Nous spécifierons plus en détails les
rbles de la molécule HLA-DM, élément central de la présentation
antigénique. HLA-DM catalyse la dissociation de CLIP et des peptides
instables de la niche peptidique pour favoriser la présentation de peptides
de haute affinité par les molécules du CMH de classe II. HLA-DM agit aussi
a titre de chaperon pour favoriser la stabilité des CMH dans I'environnement

hostile des lysosomes.

Dans ce travail, nous analyserons plus spécifiquement la liaison entre HLA-
DM et les CMH de classe II. Nous examinerons l'implication d’'une interface,
incluant les résidus aW62 et pW120, qui serait impliquée dans l'interaction
entre HLA-DM et les molécules de classe II. Nous verrons que ces deux
acides aminés hydrophobes exposés sur HLA-DM ne semblent pas
importants pour la fonction et pour la liaison a HLA-DR. Pas la suite, nous
émettrons quelques hypothéses, basées sur nos résultats supplémentaires
de mutagenése dirigée, sur différents sites de HLA-DM pouvant étre

impliqués dans sa fonction.
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SUMMARY

In this work, the main components implicated in antigenic presentation by
class II major histocompatibility complex molecules (MHCII) will be
described. We will specify the roles of HLA-DM, a central element of
antigenic presentation. HLA-DM catalyzes the dissociation of CLIP and of
unstable peptides in the binding groove to favour the presentation of high
stability of peptide MHCII complexes. Furthermore, HLA-DM acts as a
chaperone to increase the stability of MHC molecules in the lysosomal

environment.

More specifically, We analyzed the liaison between HLA-DM and MHCII.
Also, we studied the implication of an interface, including residues aW62
and pW120, that may be implicated in the interaction between the two
molecules. We concluded that these two hydrophobic amino acids exposed
on HLA-DM are not important for the function and for the interaction with
HLA-DR. Finally, our site-directed mutagenesis experiments led us to

analyse novel sites that may be implicated in the various functions of HLA-

DM.
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1.0. INTRODUCTION

La reconnaissance entre une cellule présentatrice d'antigénes et un
lymphocyte T est I'événement clé de la réponse immunitaire acquise et
spécifique. Cette rencontre permet d‘activer les lymphocytes T, et par
cascade tout le systéme immunitaire, ce qui permet de désarmer les

pathogenes.

Deux types de lymphocytes peuvent étre activés par les cellules
présentatrices d’antigénes; les lymphocytes T CD4" et les lymphocytes T
CD8". Dans cette étude, nous couvrirons certains cheminements
moléculaires de la présentation antigénique servant a activer les
lymphocytes T CD4™" [1].

Cette présentation d‘antigénes implique la rencontre d'une molécule du
complexe majeur d'histocompatibilité de classe IT (CMHII) liant un peptide
avec le TCR! approprié d’'un lymphocyte T CD4* (Figure 1.1, p.17)%. En
comparaison avec les molécules du CMHI, les molécules du CMHII servent
principalement & présenter les peptides exogenes issus de bactéries, de

virus, de protozoaires, de protéines solubles ou de toxines externes [1].

TCR abréviation de T Cell Receptor (Récepteur des lymphocytes T).

2 Notons l'importance des travaux effectués dans le domaine par le Dr Strominger de
I'Université de Harvard. Ce dernier a effectué d’énormes contributions par I'étude de la
molécule CD4, du TCR et des molécules du complexe majeur d’histocompatibilité, tant au
niveau de la structure/fonction qu’au niveau de I'organisation génétique.
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Figure 1.1. La présentation par les molécules du complexe majeur
d’histocompatibilité de classe II (CMHII). Une cellule présentatrice d’antigénes
professionnelle posséde la capacité de dégrader les antigénes dans les MIIC
(major-histocompatibility-complex (MHC) class II compartment) et de
présenter des fragments peptidiques en complexe avec les molécules du CMH au
TCR d'un lymphocyte T CD4".

Suite a la rencontre d'une cellule présentatrice possédant le bon peptide et
d’un lymphocyte T CD4", la reconnaissance du complexe par le lymphocyte
permettra I'activation cellulaire, la production de cytokines (IL-2, IL4, IL-5
ou interféron vy), ce qui conduira entre autres a la prolifération des
lymphocytes B et T, a I'activation des macrophages et a la différenciation
des lymphocytes B [2].
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1.1. LES MOLECULES DU CMH DE CLASSE II

1.1.1. Le locus du complexe majeur d’histocompatibilité

Le locus du complexe majeur d’histocompatibilité humain est aussi nomme
HLA (Human Leucocyte Antigen). Il est localisé sur le chromosome 6 du
génome humain et son homologue est situé sur le chromosome 17 de la
souris (Figure 1.2, p.18). Les molécules du CMH de classe II peuvent étre
de trois types; soit DP, DQ et DR. Il est intéressant de noter que les génes
du locus du classe II ont été parmi les premiers clonés. Les genes du
complexe majeur d’histocompatibilité possedent aussi le plus grand taux de

polymorphismes de tout le génome [31°.

La région promotrice des génes du CMH de classe II contient les motifs S,
X, X2 et Y. Les activateurs transcriptionnels CIITA et RFX-5 sont nécessaires

a une bonne transcription [4].
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Figure 1.2. Localisation et organisation du locus du classe II humain sur le
chromosome 6. Seul les génes exprimés sont indiqués. LMP : Large protéase
multifonctionnelle, PSMB 8 et 9 : Protéosome 3 8 et 9, TAP1 et 2 : transporteur
associé avec la transformation antigénique 1 et 2 et TAPBP : Protéine liée a TAP
(tapasine) (Adapté de Klein and Sato, New England Journal of Medicine, 2000)

[5;6].

1.1.2. La structure des molécules de classe 1II

Les molécules de classe II classiques possédent deux chaines membranaires
glycoprotéiques, I'une o et l'autre B (Figure 1.3, p.20), qui s'associent entre-
elles de fagon non-covalente dans le réticulum endoplasmique (RE). Ces
deux chaines possédent une queue cytoplasmique de 12 a 15 acides aminés
et une région transmembranaire de 20 a 25 acides aminés. Les chaines o et

B possedent approximativement un poids respectif de 33 KDa et de 28 KDa.

Les domaines a1p1 s'associent entre-eux pour former la niche peptidique et
sont aussi responsables de la reconnaissance par le TCR, tandis que les

domaines «2B2 contiennent un pont disulfure et ressemblent

* Les travaux du Dr Trowsdale de I'Université de Cambridge sont d’une importance
remarquable dans le domaine de I'organisation génétique du locus du CMH.
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structurellement au domaine constant des immunoglobulines. La structure
globale des régions o1B1 consiste en huit feuillets B et deux hélices o anti-
paralléles. L'arrangement des deux hélices oo permet la liaison d'un peptide
(Figure 1.3, p.20). La plupart des résidus polymorphiques sont orientés a
I'intérieur des poches de la niche peptidique et contribuent a la dépendance

allélique de la liaison peptidique [7;8].

(A)

Domaines
extracytoplasmigues

Domaine {
transmembranaine .

Queue
cytoplasmique

Figure 1.3. Structure des molécules de classe II et interaction avec le peptide et
le TCR. (A) Les molécules du CMH de classe II sont formées de deux chaines o et
B et de quatre domaines: le domaine de liaison peptidique (a1 et f1), le
domaine immunoglobuline-/ike (0«2 et 32), la région transmembranaire et la
queue cytoplasmique. (B) La structure du TCR en interaction avec le peptide
(jaune) lié au CMH de classe II (CMHIIp). Les domaines du CMH-peptide qui
lient le TCR sont indiqués en bleu (Vo : bleu pale, VB : bleu foncé) (Adapté de
www-biology.ucsd.edu/classes/bild36.FA00/lecture_11_00.html et de
www.anl.gov/OPA/news99/news991203.html) [182;183].
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1.1.3. Les cellules présentatrices d’antigénes professionnelles

La présentation de peptides exogénes par les molécules du complexe
majeur d’histocompatibilité de classe II s'effectuera principalement par les
cellules présentatrices d'antigénes professionnelles (CPA), telles que les
cellules dendritiques, les lymphocytes B, les macrophages et les cellules
épithéliales thymiques, mais aussi par toutes autres cellules activées par

interféron y ou par le TNFo* [16].
1.1.4. Les peptides associés au CMHII

Les antigénes exogénes peuvent accéder aux endosomes par différents
procédés ; pinocytose (cellules dendritiques), phagocytose (macrophages)

ou la médiation par un récepteur® [9].

Les CMH de classe II lieront des peptides exogénes de 11 a 25 acides
aminés dans les compartiments acides, tels que les lysosomes (MIIC). Ces
compartiments renferment un pH bas et des conditions réductrices, qui
contribuent & augmenter l'activité protéolytique, ce qui conduira a la
dénaturation des protéines et a la dégradation protéinique [10]. Il semble
que le répertoire de protéases varie d'un type cellulaire a l'autre, ouvrant la
possibilité de génération de différents épitopes selon le modéle de cellules

présentatrices d’antigénes [11].

La génération de peptides antigéniques pourra donc varier selon le mode
d'entrée, selon la sensibilité a I'activité protéolytique des protéines et selon

le nombre de protéases cellulaires.

4 TNFo. abréviation de Tumor Necrosis Factor o (Facteur de nécrose tumorale).
5 Entre autres les récepteurs des lymphocytes B (BCR), les récepteurs Fc (FCR), les lectines,
les récepteurs mannoses et les récepteurs non-spécifiques « scavengers ».
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1.1.5. La liaison du peptide dans la niche peptidique

Le peptide doit posséder des ancres® formées par ses chaines latérales. Ces
acides aminés, qui peuvent étre différents dans les 50 a 100 variants
alléliques des molécules de classe II, se lient aux poches de la niche
peptidique. De plus, les résidus incompatibles avec la liaison peptidique

devront étre absents.

La molécule HLA-DR1 posseéde une poche non polaire, qui peut
accommoder un acide aminé hydrophobe du peptide. Cette interaction
semble dominante entre la niche peptidique et le peptide [12]. Les résidus
polymorphiques de la niche peptidique agencent les chaines latérales du
peptide et ce dernier demeure fixé par la formation de liaisons hydrogénes
entre le squelette peptidique et les résidus conservés de la niche (Figure
1.4, p.22) [13]. Dans une majorité de classe II, les ponts hydrogénes sont
créés par la chaine o aux positions 053, 062, ab69 et 076 et par la chaine B
aux positions B57, P61, P81 et B82. Ces interactions permettent la
stabilisation du peptide dans une conformation fixée [14]. La premiere
poche peptidique, qui fait le contact avec la partie N-terminale du peptide
lié, posséde les ponts hydrogénes les plus conservés, formés par 381, 382
et a53 [15].

5 Nommées « Anchors ».
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Figure 1.4. Niche peptidique d’'une molécule de classe II et ses différentes
poches peptidiques (Adapté de Paul et al., Fundamental Immunology, 1999)
[184].

1.2. LA PRESENTATION PAR LES MOLECULES DU CMH DE
CLASSE II

1.2.1. La voie de présentation des CMH de classe 11

Apres la biosynthese des deux chaines o et B du CMH de classe II dans le
réticulum endoplasmique (RE), il y aura formation dintermédiaires de
maturation avec plusieurs chaperons’, puis formation d’un complexe
nanomérique, composé de trois CMH et de trois chaines invariantes (Ii ou
CD74) ((aB)sliz) [17-19]. La trimérisation du complexe est rendue possible

7 Entre autres Bip, Erp72 et la calnexine.
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par la région transmembranaire de Ii et par son domaine luminal de
trimérisation (Figure 1.5, p.24) [20;21].

Ciblage T™ cLIP Trim érisation
Tip33 NH, BTN DN oo
/\\\
Tip41 i deprtie

Ciblage TM cLIp Trim érisation

lp3s N, T TN NN W coov
Tip43 it da proi«

Figure 1.5. Les domaines fonctionnels et structuraux de la chaine invariante
(Ii). Quatre différentes isoformes de Ii peuvent étre exprimées chez I'humain;
IiP33, IiP41, IiP35 et IiP43. IiP41 et IiP43 contiennent un exon additionnel
encodant 64 acides aminés (orangé). IiP35 et IiP43 sont exprimées de fagon
différentielle suite a une initiation de transcription différente et contiennent un
segment de 16 acides aminés qui encode un signal de rétention dans le
réticulum endoplasmique (bleu). La trimérisation est rendue possible grace au
domaine de trimérisation (vert) et grace a la région transmembranaire (TM;
bleu foncé). Respectivement NH,: N-terminal et COOH: C-terminal (Adapté de
Pieters and al., Current Opinion in Immunology, 1997) [22].

La chaine invariante, présente en quatre isoformes chez I'humain (Figure
1.5, p.24), permet le maintient de la structure tertiaire et quaternaire,
prévient |agrégation des CMH, empéche le complexe de lier des
polypeptides prématurément dans le RE et finalement procure au complexe
un motif lui permettant de sortir du RE pour se diriger vers les MIIC (Figure
1.6, p.25) [23-28]. En effet, la queue cytoplasmique de la chaine invariante
possede des signaux de type dileucine [29-31]. Le complexe pourra alors
se diriger vers les compartiments endosomaux ou certaines protéases
(cathepsines L et S) contribueront a sa protéolyse [32-35]. Il y aura donc
perte du signal dileucine, de la fonction de chaperonne de Ii et le complexe
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de classe II pourra se diriger vers la surface cellulaire®. L'absence de chaine
invariante forme des hétérodiméres de classe II agrégés faiblement
exprimés en surface cellulaire chez les splénocytes de souris knock-out
[36;37]. |

8 Les travaux impressionnants du Dr Cresswell de I'Université Yale ont permis d’élucider
plusieurs mécanismes régulant les fonctions de la chaine invariante, ainsi que les
mécanismes de transport de plusieurs molécules de classe II.
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Protéine antigénique
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Figure 1.6. La voie de présentation des molécules de classe II. Les protéines
antigéniques (vert) sont internalisées par endocytose. Les molécules de classe
II (CMHII) (rouge) sont synthétisées dans le réticulum endoplasmique,
s'associent avec la chaine invariante (orangé) et se rendent au lysosome
primaire. La fusion des endosomes et des lysosomes forme les MIIC (major-
histocompatibility-complex (MHC) class II compartment). Ces compartiments
sont un environnement propice a la dégradation des protéines internalisées en
peptides et de méme qu‘a la dégradation de la chaine invariante. HLA-DM (bleu)
catalyse la dissociation de CLIP (peptide issu de la chaine invariante) pour
permettre a la molécule de classe II de lier des peptides exogénes. Les
complexes CMHII/peptide sont alors exportés a la surface cellulaire (Adapté de
Klein et Sato, New England Journal of Medicine, 2000) [5;6].

Finalement, un seul peptide dérivé de la chaine invariante (résidus 81 a
104) nommé CLIP (Class II Invariant Chain Derived Peptide), sera protégé
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de cette digestion par la niche peptidique du complexe CMH (Figure 1.5,
p.24) [23;38-40].

CLIP préserve la conformation de la niche peptidique et prévient aussi la
liaison prématurée de peptides et de polypeptides [41;42]. En effet, un
CMHII sans peptide aura tendance a s'agréger et a se déassembler au pH
acide des endosomes, par I'exposition d’une surface hydrophobique de la
niche peptidique, qui conduira a un réarrangement structurel et finalement

a la dénaturation [43].

1.3. LA MOLECULE HLA-DM

L'événement clé de la présentation par les molécules de classe II est donc
la libération de CLIP [44;45]. La liaison de CLIP a tous les alleles de classe
II peut sembler étonnante, étant donné le large polymorphisme de la niche
peptidique. En effet, CLIP se lie au méme site et de la méme fagon que les
peptides antigéniques [38]. La libération de CLIP, qui ne s'effectue pas
spontanément la plupart du temps, permettra a dautres peptides de
pouvoir s’associer aux molécules classes II et finalement d'arriver a activer

les lymphocytes T.
1.3.1. La découverte de HLA-DM

Il y a plus de dix ans, les groupes de Unanue et de Grey ont démontré que
les classes II purifiés pouvaient lier de petits peptides antigéniques
synthétiques /in vitro sans I'aide de molécules accessoires [46;47]. Depuis ce
temps, plusieurs groupes ont purifié et séquencé les peptides du soi liant

naturellement I'hétérodimére, ce qui a permis de clarifier les motifs qui
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forment la base de la spécificité de liaison entre les classes II et le peptide
[48]. La comparaison entre les peptides du soi et les peptides syntheétiques

a démontré des séquences similaires, mais non identiques [10].

Lors de diverses études sur la présentation par les molécules de classe II,
certaines autres contradictions existaient. Premiérement, les peptides
s’associaient beaucoup plus rapidement in vivo qu'in vitro sur les CMH de
classe II [49-52]. Deuxiémement, certaines lignées de cellules, B-LCL® et
T2° ayant une déplétion sur le locus du classe II, ne pouvaient présenter
des protéines antigéniques exogénes, mais pouvaient néanmoins présenter
des peptides exogénes via la livraison par des récepteurs [53-55]. En
étudiant ces types cellulaires de facon plus approfondie, des études ont
démontré que ces cellules présentaient principalement CLIP en surface
cellulaire et que les classes II exprimés étaient trés instables™ [39;40].
Suite a ces résultats, les chercheurs émirent I'hypothese selon laquelle une
autre molécule interviendrait dans I'élaboration du répertoire présenté en
surface. Finalement, des études de complémentation ont permis de
démontrer que la délétion affectait le gene DMA et/ou DMB.
Irrémédiablement, la transfection des ADNc de DMA et de DMB permettait

de retrouver le phénotype sauvage [56-58].
1.3.2. La structure de HLA-DM
H2-M, homologue murin de HLA-DM, est constitutivement exprimée dans

les cellules présentatrices d’antigenes professionnelles et aussi dans les
fractions corticales et médullaires thymiques [59;60]. HLA-DM, posséde

° Lignée cellulaire lymphoblastoide B.

10 Hybride entre un lymphocyte B et T.

1 |instabilité peut étre démontrée par la dissociation en sodium dodécyl sulphate. Ce
détergent sert de mesure de la forme mature des molécules de classe II liant le bon
peptide. Les bases structurelles de la stabilité au SDS ne sont pas connues.
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deux chaines; DMo. protéine mature de 26 KDa avec deux sites de
glycolysation (33-35 KDa) et DM de 27 KDa avec un site de glycolysation
(30-31 KDa), qui s'associent pour former la forme active dans le réticulum
endoplasmique. Des études de complémentation ont conduit a Ila
découverte que seul I'nétérodimére était fonctionnel [56].

HLA-DM posséde huit feuillets B et deux hélices o dans son domaine
présumé de liaison peptidique. La structure globale de DM contient des
domaines immunoglobuline-/ke a2p2 et des feuillets B qui permettent
I'association des deux chaines (a1P1) (Figure 1.7, p.29). Le domaine B2
serait relié structurellement aux molécules de classe 1. HLA-DM possede
aussi deux ponts disulfures de plus que les molécules de classe I classiques
(5 cystéines dans al1B1), qui pourraient étre importants pour les fonctions
de la protéine. Ces cystéines permettent la structure fermée de la niche
peptidique et préviennent la flexibilité des domaines ol et f1. HLA-DM
posseéde aussi une poche centrale chargée négativement dont la fonction

est inconnue [61;62]".

12 Notons la contribution saillante du Dr Wiley de I'Université d'Harvard, qui a effectué la
structure cristaline de plusieurs molécules du CMH ainsi que la structure de HLA-DM.
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Figure 1.7. Structure cristalline de HLA-DM. En bleu la chaine o et en vert la
chaine B. Les numéros d’'accession sont NM_006120 pour DMo. et NM_002118
pour DM humain [60]. Le modéle moléculaire a été réalisé a I'aide de la banque
de données protéiques numéro 1HDM et analysé par Swiss PDB Viewer[62].

Les CPA murines possédent deux chaines DMB, qui sont a 96% identiques.
L'importante partie de la dissemblance est située sur le domaine B1 (ou se
retrouve la niche peptidique des classes II classiques). Malgré cela, ces
deux différentes chaines B ne semblent pas avoir de fonctions différentes

[63-66].
1.3.3. HLA-DM: Une molécule non-classique

HLA-DM, qui présente une grande homologie structurale avec les molécules
de classe I et II classiques, est une molécule de classe II non-classique
(Figure 1.8, p.30). Elle n'est pas présente a la surface cellulaire, est peu
polymorphique et ne lie pas de peptides [67-69]. En effet, sa niche
peptidique est fermée par ses domaines a1B1 qui interagissent largement
entre-eux (Figure 1.9, p.30) [60-62].
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HLA-DR1

HLA-DM

Figure 1.8. Comparaison de structure des molécules du CMH. Homologie de
structure entre HLA-B27, HLA-DR1 et HLA-DM. Les carrés représentent les
ponts disulfures formés sur les hétérodiméres matures (Adapté de
http://depts.washington.edu ) [185].

Figure 1.9. La niche peptidique de HLA-DM. Niche peptidique fermée de HLA-DM
(Haut) en comparaison avec la niche peptidique d’'une molécule de classe II
classique (Adapté de Fremont et al., Immunity, 1998) [61].
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1.3.4. L'expression de HLA-DM

Le géne encodant HLA-DM est corégulé avec ceux des hétérodimeres
classiques, dispose aussi des boites promotrices X et Y, mais posséde un
niveau de transcription plus bas que le CMHII classique [70;71]. Cependant,
dans le double knock-out CIITA et RFX-5, un niveau basal de DM persiste,
d'oll la supposition qu'il y aurait un autre contrble transcriptionnel de cette
molécule [72;73]. De plus, certains mutants qui expriment un niveau
normal de molécules de classe II ont été identifiés. Ces mémes mutants
sont déficients en expression de DM, sans toutefois perdre les génes DMof.
Ceci suggérerait, encore une fois, une expression différentielle des classes
II conventionnels et de DM [74]. DM semble aussi étre exprimée chez

plusieurs especes [75-77].
1.3.5. La localisation sub-cellulaire de HLA-DM

DM posséde un signal de localisation lysosomal YTPL intracellulaire [78-81].
Si I'on mute ce tyrosine ou ce leucine, il y aura accumulation de DM a la
surface cellulaire. Ce méme double mutant co-exprimé avec la chaine
invariante se retrouve aux MIIC. Ceci semblerait démontrer que le motif de
ciblage de HLA-DM n'est pas essentiel pour sa localisation. Cependant, la
localisation de DM semble étre indépendante de I'expression des molécules

de CMH [82;83].

Dans les compartiments endosomauy, il y aurait cing molécules de classe II
pour une molécule de DM, en comparaison avec le total cellulaire qui
rejoindrait 20 pour 1 [80;84;85]. HLA-DM serait donc une résidente
permanente du systéme endosomal (MIIC) et une petite fraction de la
molécule serait exprimée en surface, par fusion des MIIC [67;86]. DM serait
aussi présente dans les compartiments précoces, en surface des
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lymphocytes B et des cellules dendritiques immatures (10-15%). Ces
molécules de DM engageraient des complexes avec des molécules de classe
II vides, d’ou le rdle possible de DM dans les compartiments de recyclage
[87].

Un mutant dominant négatif de clathrine suggere que DM et les complexes
CMH/Ii voyagent du Trans-Golgi dans des compartiments distincts [88]. De
plus, des études de microscopie électronique ont démontré que la liaison
entre DR et DM n’est pas nécessaire pour la localisation des deux molécules
[89].

1.3.6. La relache de CLIP

L'étude de I'homologie entre HLA-DM et les molécules de classe II
classiques a permis de formuler I'nypothése selon laquelle DM pourrait lier
CLIP et ainsi permettre la reldche de celui-ci'. Puis une autre hypothése a
émergé selon laquelle DM pourrait plut6t transporter des peptides et les
amener directement & la niche peptidique des molécules de classe IT'*
[67;69]. La structure cristalline de DM a permis d'éliminer ces hypotheses.
En effet, comme nous I'avons déja mentionné, DM ne posséde pas de niche
peptidique et ne peut donc pas lier de peptides. Il semble aussi qu'une
lisison peptidique a I'extérieur de la niche présumée de DM soit peu

probable (Figure 1.9, p.30) [61;75;90].

Pour parvenir a découvrir les mécanismes d'action de DM, des analyses
biochimiques ont été requises. DM semble augmenter indirectement le
chargement peptidique en accélérant la dissociation de CLIP, d'une fagon

13 Hypothése du «CLIP sink » d'aprés Trowsdale et Peterson.
4 Hypothése du «peptide shuttle » d'aprés Trowsdale et Peterson.
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dose-dépendante. De plus, DM augmente directement le chargement des

peptides antigéniques sur les molécules de classe II [84;91;92].
1.3.7. La dépendance allélique de la relache de CLIP

La lignée T2 transfectée avec les molécules DR3, DR4 ou DR11 posséde un
certain nombre de peptides endogénes (autres que CLIP) a la surface
cellulaire [93]. Il semble donc que l'on puisse charger des peptides en
I'absence de DM. Des recherches ont démontré que CLIP peut étre relaché
et échangé pour d’autres peptides dans le contexte de certains alleles et ce
méme en l'absence de DM. En effet, certains alleles de classe II ont une
affinité réduite pour CLIP, c'est le cas de DR3, DR4, DR5 (humains), A et
de A* (murins). Ceci peut étre attribuable a la partie N-terminale de CLIP
qui permet sa dissociation [40;44,79,;90;94-97].

D'une facon mécanistique, la partie C-terminale (résidus 90-104) de CLIP,
riche en prolines et en lysines, semble compétitionner avec les autres
peptides pour la liaison au dimére de classe II [45;98]. La portion N-
terminale (résidus 81-89) préviendrait une interaction rigide des résidus de
CLIP (90-104) avec les poches de la niche peptidique [45;99]. Cette méme
portion accélére donc la relache de CLIP a faible pH. Cette fraction semble
interagir de facon transitoire avec un site a l'extérieur de la niche
peptidique, ce qui contribue @ augmenter le niveau de dissociation
[99;100]. Cette interaction na cependant pas pu étre résolue sur le cristal
de DR3/CLIP [38].

Cette découverte pourrait expliquer la différence de susceptibilité a DM
selon les différents alléles [101]. Par exemple, DR1 est plus dépendante de

DM que DR4, puisque DR1 posséde une affinité plus grande pour CLIP.
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D'une facon évolutive, DM était nécessaire pour permettre a chacun des

alléles de maitriser la dissociation de CLIP.
1.3.8. La relache de peptides instables

Certaines études ont démontré que H2-M influence le répertoire de
peptides, méme lorsque la dissociation de CLIP n’est pas limitante pour la
présentation. De plus, des analyses ont démontré que la présentation de
plusieurs antigénes est dépendante de DM, méme lorsque l'allele de classe
1I forme des complexes instables avec CLIP™® ou que Ii est absent [102-
104]. Ces résultats démontrent le potentiel de DM d'éditer certains peptides

autres que CLIP /7 vivo.

Les recherches pour élucider le mode de fonctionnement de DM ont permis
de découvrir que cette molécule n‘affectait pas seulement la dissociation de
CLIP. La sensibilité ou la résistance face a la catalyse par DM semble
attribuable 3 certaines caractéristiques. Tout d’abord, la stabilité intrinseque
semble importante. De récentes études ont dévoilé I'importance du résidu
en position P1 de la niche peptidique. L'utilisation d’un mutant de classe IT*°
en positon P1, qui rend la molécule en conformation ouverte, semble
faciliter I'association avec DM en comparaison avec des peptides stables
[105;106]. La poche P1 semblerait donc étre la cible préférentielle de DM.
De plus, les poches P4 et P6 de la niche peptidique du classe II semblent

aussi importantes (Figure 1.4, p.22) [107].

15 Mesuré par la résistance au SDS. En exemple, les complexes DR1/CLIP sont résistants au
SDS. Au contraire, les complexes DR4/CLIP sont plus sensibles et se désassemblent dans

ce détergent.
16 Le mutant DR1pggey €St toujours en forme réceptive ou ouverte et permet I'association
avec HLA-DM. La tyrosine remplit partiellement la poche P1 et empéche le classe II de

former une liaison peptidique stable.
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Deuxiemement, le nombre d’acides aminés en N-terminal semble aussi trés
important. Des analyses des peptides associés aux molécules de CMHII
dans des cellules DM positives ont révélé que la plupart des peptides étaient
plus longs que 11 résidus [10;48;58;94;96,;107;108].

Il s'avérerait aussi que la présence de résidus prolines ou glycines, des
acides aminés déstabilisants, contribue & rendre les peptides sensibles a
I'action de DM. Ces résidus bouleversent la structure secondaire du
squelette peptidique. Par exemple, un peptide sensible a I'action de DM
peut étre rendu résistant en substituant ses quatre glycines liant les poches
peptidiques par des alanines!’ [92;108]. 1l y aurait donc une corrélation
importante entre le taux de dissociation, la stabilité cinétique du complexe

af/peptide et la susceptibilité d’un peptide a I'action de DM [96;108].

DM pourrait donc lier les molécules de classe II avec des peptides instables,
mais aurait moins d’affinité pour les molécules avec des peptides stables. II
a été spécialement démontré, de fagon cinétique, que les complexes
DR/peptide avec des demi-vies de moins de 20 heures étaient sensibles a
I'action de DM. En comparaison, les complexes qui atteignaient une demie-
vie plus grande que 100 heures étaient résistants [94;96;109]. Ceci
contribuerait donc a la persistance des complexes CMH/peptide et a
I'augmentation de la concentration de ces mémes complexes en surface

cellulaire.

17 peptide du collagéne de type II.
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1.3.9. L'activité catalytique de HLA-DM sur les CMHII

HLA-DM augmente subséquemment |'association des molécules de classe II
avec les peptides antigéniques, par I'augmentation de la dissociation de
CLIP et des peptides instables. Il a été démontré /n vitro que DM catalyse le
chargement sur DR2/CLIP. Si l'on ajoute des complexes DR3/CLIP dans
I'essai, DM compétitionnera pour les deux différents complexes de classe I1.
Si au contraire, des complexes DR3/peptide stable sont ajoutés, il n'y aura
que trés peu de compétition, car ces complexes sont de mauvais substrats
de DM [94].

HLA-DM diminue aussi la demi-vie de la liaison peptidique. En effet, comme
nous l'avons mentionné auparavant, le temps nécessaire pour lier un
peptide est dix fois plus grand /n vitro. Selon des études de cinétique, il a
été démontré qu'une molécule de DM pouvait catalyser le chargement sur
plus de 20 molécules de CMHII [84]. Il a donc été confirmé que la réaction
suit une cinétique Michaelis-Menten et que DM peut catalyser environ 3 a
12 CMHII par minute. Comme souligné auparavant, ce ratio dépend des
alleles, de la stabilité des hétérodiméres of et de la disponibilité de

différents ligands peptidiques [94].
1.3.10. L'implication des ponts hydrogénes

Les liaisons hydrogénes permettent l'orientation du peptide. La
conformation se stabilise par I'ensemble des liaisons hydrogenes formees.
La perte d'une liaison de ce type conduit a une diminution de la liaison
peptidique en diminuant la probabilité d'établir une liaison forte des ancres.
La formation de liaisons hydrogénes normales est critique pour la stabilité
peptidique. En effet, une seule mutation en 81 ou en 82 de DR fait en

sorte que les molécules de classe II demeurent dans le réticulum
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endoplasmique. DM pourrait donc agir en stabilisant un intermédiaire ou

une ou plusieurs liaisons hydrogénes seraient brisées [110;111].

Durant linteraction entre DM et une molécule de classe 1II, les peptides
résistants a I'action de DM maintiendraient un niveau d’énergie de liaison
suffisant, permettant au complexe de persister. Au contraire, dans le cas de
peptides avec une énergie insuffisante, il y aurait principalement un
manque d’énergie de liaison et finalement il y aurait dissociation du
complexe CMH/peptide. DM pourrait donc controler le réseau de liaisons

hydrogénes.
1.3.11. L’action de HLA-DM sur la voie de recyclage

Comme nous I'avons mentionné auparavant, DM pourrait étre présente en
surface cellulaire des lymphocytes B et des cellules dendritiques [87]. De
plus, DM semblerait pouvoir agir faiblement a pH neutre. En effet, des
études de fractionnement cellulaire sur des lymphocytes B ont démontré

une fraction de complexes DM/DR dans la membrane et les compartiments

endosomaux précoces [112].

Nous pouvons donc concevoir que certains épitopes sensibles aux
protéases, qui seraient détruits durant la protéolyse dans les lysosomes,

pourraient maintenant étre présentés dans des compartiments plus

précoces.

Le chargement peptidique d’antigénes dans les compartiments de recyclage
a toujours été considéré comme une voie mineure de présentation
antigénique. Cette route secondaire est indépendante des molecules de
classe II nouvellement synthétisées. Certains peptides ont été démontres

comme utilisant cette voie : entre autres des peptides dérivés de



39

I'hémaglutinine du virus Influenza (HA) ou de la myéline (MBP) [113-115].
Les cellules dendritiques sont un exemple de CPA qui utilisent la voie de
recyclage. Les cellules dendritiques du sang périphérique possédent des
ectoprotéases a leur surface qui contribueraient au traitement
extracellulaire des antigénes [116]. En conséquence, certains antigenes
pourraient &tre capturés dans le milieu et étre présentés directement par les
molécules de classe II. La présence de DM dans cet exemple serait

essentielle pour prévenir la présentation de peptides de faible affinite.
1.3.12. HLA-DM : Un chaperon®®

Aprés la dissociation de CLIP ou d'un peptide instable, la niche peptidique
sera vide pour une période indéterminée. Cette période dépendra de la
réserve peptidique, qui varie selon le type cellulaire, I'état d'activation et les
compartiments du systéme endosomal. Sachant la fonction catalytique de
DM et son interaction transitoire avec les molécules de classe II, il était
surprenant d'observer des complexes de demi-vie €levée entre DM et DR

dans les endosomes [86].

Suite a la dissociation de CLIP ou d‘un peptide instable et lors du
chargement peptidique, les classes II doivent passer par un intermédiaire
conformationnel, ou leur niche peptidique sera vide. Les classes II sans
peptide sont exposés a l'agrégation et au désassemblage a pH acide
[90;117-119]. Ceci est causé par I'exposition d’une surface hydrophobique
de la niche peptidique et d'un changement structural qui sera suivi par la
dénaturation de la molécule [119-121]. Un ligand occupant la niche
peptidique, comme CLIP ou Ii, est donc essentiel pour la structure, le

18 Un chaperon est défini comme une molécule qui prévient les interactions impropres, qui
médie I'assemblage et qui ne constitue pas une partie de la structure finale.
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fonctionnement et la protection des classes II dans l'environnement

inhospitalier des lysosomes.

En résumé, DM posseéde la capacité de lier les classes II vides en stabilisant
la niche sans peptide et peut donc prévenir I'agrégation a pH acide
[90;109;122]. DM semble avoir notamment une affinité plus élevee pour les
conformations de classe II ouvertes [90;94;96]. Cette action de DM
contribue ainsi a rendre le classe II réceptif au chargement peptidique, tout
en maintenant sa structure. DM stabilise donc un intermédiaire de classe II
et facilite I'assemblage avec la troisitme sous-unité; le peptide. DM
semblerait ne pas se dissocier des molécules de classe II tant qu'un peptide
approprié et stable ne se soit lié a la niche (Figure 1.10, p.40) [96;123].

La quantité stoechiométrique de DM nécessaire pour stabiliser les CMHII
n'est pas connue. Des études ont démontré qu'/n vitro des quantités égales
étaient requises. Cependant, /n vivo, les molécules DR et DM sont présentes
a des densités plus élevées dans les organelles endosomales et
lysosomales. Nous pouvons aussi concevoir que la membrane présente dans
ces essais joue un role prédominant dans l'alignement des deux molécules

et par le fait méme augmente l'activité de DM [124;125].
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CMHII/peptide
(Haute stabilité)

-&\, (c) CMHI/peplide
\ o | (Faible stabilité)

Figure 1.10. L'activité chaperonne de HLA-DM (DM) dans les compartiments
endosomaux/lysosomaux. (a) DM (rouge) interagit avec les complexes CMH
II/CLIP et permet la dissociation de CLIP (vert). (b) DM stabilise les classes II
vides dans les compartiments endosomaux jusqu’a ce qu‘un peptide stable s’y
lie (bleu). (c) Lorsqu’un ligand de forte affinité s’est lié a la niche de la molécule
de classe II, DM se dissocie. Les peptides de faible affinité ne permettent pas la
dissociation de DM. L’action de DM permet donc la formation de molécules de
classe II qui auront une demie-vie élevée et qui pourront étre transportées a la
surface cellulaire (Adapté de Vogt et al, TIBS, 1999) [126].

1.3.13. Les fonctions de HLA-DM /n vivo

Le knock-out de H2-M présente une expression normale de CMHII a la
surface cellulaire. Cependant, comme DM est responsable de la dissociation
de CLIP, ces souris présentent principalement ce peptide endogene en

surface des leurs CPA.
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Ce modéle animal est aussi déficient dans la présentation de protéines
intactes et exhibe une diminution de présentation de peptides exogénes.
Ces expériences ont aussi démontré une augmentation de la sélection
positive, par une diminution des lymphocytes CD4" de 3 & 4 fois. De plus,
ces souris ont illustré une diminution de la sélection négative, par un
manque de tolérance au niveau des complexes CMH/peptide endogenes
exprimés [127-129].

Le knock-out H2-M semble étre compétent pour la production
d'immunoglobuline dépendante des lymphocytes T. Cependant, la qualité de
la production®® est diminuée. Toutefois, les souris déficientes survivent a
une infection du virus chorioméningite lymphocytaire (LCMV) et du virus de
la stomatite vésiculaire (SVV), ce qui semblerait démontrer la présence d'un

mécanisme compensatoire [102].

D'autres études sur la fonction de DM ont été réalisées sur des souris
H2-M71i”". Ces derniéres présentent un défaut de maturation des classes II
et la présentation de plusieurs peptides est diminuée. Le phénotype des
souris Ii”" et des souris H2-M7Ti"" est différent, ce qui démontre encore
une fois que la dissociation de CLIP n'est pas la seule fonction de DM
[102;130].

Le modéle H2-M7Ti”" est aussi sensible a une infection par Leishmania
major, en comparaison avec le mutant Ii” qui est résistant. Ces
conséquences sont provoquées par un manque de correction de DM, par un
manque de traitement intracellulaire du parasite ou par une diminution de

la sélection thymique des lymphocytes T appropriés. Ces résultats illustrent

19 | 3 qualité de la production est définie par la cinétique, le titre et la maturation d'affinité.
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que DM est essentielle, indépendamment de la dissociation de CLIP, pour

maintenir I'immunité durant les infections [131].

1.4. LA MOLECULE HLA-DO

1.4.1. La molécule non-classique HLA-DO

HLA-DO et son homologue murin H2-O sont des hétérodimeres fonctionnels
peu polymorphiques [132-135]. DO est une autre molécule non-classique,
identifiée par hybridation croisée dans les années 80, qui comporte
beaucoup de similitudes avec DP, DQ et DR [133;134;136]. Son expression
semble étre restreinte aux lymphocytes B, aux cellules dendritiques et aux
cellules présentatrices d’antigénes de I'épithélium médullaire thymique
[137]. HLA-DO posséde deux chaines, tout comme les molécules de classe
11 classiques et sa transcription semble aussi partiellement permise grace a
CIITA [138].

HLA-DM dirige HLA-DO aux lysosomes et prévient sa dégradation dans le
réticulum endoplasmique [139]. Cependant, DO contiendrait aussi deux
motifs de ciblage potentiels aux endosomes [140;141]. Certains chercheurs
ont émis I'hypothése selon laquelle les complexes DO/DM pourraient circuler

vers différents compartiments que la molécule DM seule.
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1.4.2. Les fonctions de HLA-DO

Les premiéres approches ont démontré que DO était un régulateur négatif
de DM [142;143]. L'activité de DO semble dépendante de son ratio. Si le
ratio de DO/DM est plus petit que 1; le niveau de CLIP est alors au niveau
de background, alors que si le ratio devient plus grand que 1 : le niveau de
classe II/CLIP augmente [123].

Dans le knock-out de H2-O, le ratio de CLIP demeure pourtant inchangé a
la surface cellulaire. Toutefois, ces études ont permis de noter un
changement au niveau du répertoire peptidique de surface [144-146]. Par
exemple, la présentation d'un peptide de Mycobacterium tuberculosis Hsp65
est diminuée lorsque la cellule présentatrice d’antigénes surexprime DO, en
comparaison avec les mémes CPA sans DO, ol le peptide est présenté

adéquatement aux lymphocytes T [143].

L'action de DO, tout comme celle de DM, semble étre dépendante du pH, sa
régulation augmentant a un pH plus élevé que 5 (6-6.5) (endosomes
précoces) [123;144;146]. DO influencerait indirectement la spécificité de la
relache des peptides par DM en limitant I'intervalle de pH ol DM est
pleinement actif en se liant directement a celui-ci. A faible pH, les
complexes DM/DO seraient aussi actifs que DM seule.

DO serait déterminante pour la présentation des antigenes issus de
linternalisation spécifique par les BCR?' des lymphocytes B. Les Ig
membranaires internalisées sont plus résistantes a la dégradation et ne
parviennent pas a étre protéolysées dans les endosomes précoces. DO
inhiberait donc la présentation moins spécifique des antigenes entrés par

2 yne surexpression de DO dans les cellules MelJuSo (mélanome humain) résulte en une
augmentation des complexes DR3/CLIP.
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pinocytose (phase fluide). DO servirait subséquemment a promouvoir |a
présentation antigénique des antigénes internalisés spécifiquement par les
BCR dans les endosomes plus tardifs. En sommes, DO pourrait augmenter

la spécificité de la présentation antigénique (Figure 1.11, p.44) [144].

21 BCR abréviation de B cell Receptor (Récepteur des lymphocytes B).
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Figure 1.11. Modéle de présentation antigénique entre différentes CPA, selon la
présence ou I'absence de HLA-DO. Les antigénes internalisés cheminent dans les
voies endosomales, vers les endosomes précoces, les endosomes tardifs, puis
vers les lysosomes et deviennent dénaturés et dégradés. (A) Les antigénes issus
de la pinocytose sont protéolysés et générés dans les endosomes précoces, les
endosomes tardifs et les lysosomes. En absence de DO, comme dans les cellules
dendritiques et les macrophages, l'activité catalytique de DM est relativement
élevée tout au long de la voie endosomale (Indiqué par la barre colorée de
gauche). DM peut donc faciliter la dissociation de CLIP et l'acquisition de
peptides stables qui seront acheminés en complexes avec les molécules de
classe II en surface cellulaire (CMHII/peptide). (B) L'internalisation des
antigénes par les lymphocytes B s’effectue par pinocytose et par liaison par des
récepteurs mIg. Les peptides générés dans les endosomes se lient faiblement au
molécules de classe II, puisque DM est faiblement active étant liée a DO. La
dissociation des antigénes des mIg est favorisée par un environnement
hautement acide et protéolytique des lysosomes. Dans ces compartiments, DM
peut alors agir, puisque la régulation négative de DM est faible a pH acide
(Adapté de Alfonso et al., Annual Review Immunology, 2000) [147].
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1.4.3. HLA-DO: Un co-chaperon

HLA-DO serait aussi considérée comme un co-chaperon. Certains types de
classe II vides, comme DR1 et DR4, seraient régulés plus facilement par
DM/DO que par DM seule. Si DO augmente la stabilité de I'interaction entre
DR et DM, chaque cycle catalytique de DM pourrait étre prolongé. Il
semblerait aussi que la sélection peptidique soit plus restreinte par les
complexes DM/DO que par DM seule. L'activité de co-chaperon de DO
pourrait étre nécessaire dans les compartiments ou la concentration de DM
est faible ou dans les cas de variants alléliques qui ont une faible affinité
pour DM [123].

1.5. L'IMPLICATION DE HLA-DM ET DE HLA-DO DANS LA
PATHOLOGIE

1.5.1. L'implication de HLA-DM dans I'autoimmunité

L'expression de DM ou son activité pourrait influencer linitiation ou la
progression des maladies autoimmunes. En effet, un polymorphisme ou une
expression moindre de DM pourrait conduire a la présentation de peptides
de plus faible affinité, ce qui conduirait a activer des lymphocytes par
certains peptides normalement instables. Certaines études de
polymorphismes des génes de DMo, de DM et de leurs promoteurs ont été
réalisées pour expliquer certaines maladies autoimmunes. Cependant,
aucun lien avec l'association & I'arthrite rhumatoide n'a été démontré [148-

153]. Cependant, certains alléles de DMa. semblent prédisposer & I'TDDM*
[154].

22 IDDM abréviation de Insulin-Dependent Diabetes Mellitus (Diabéte de type I).
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Par exemple, dans le contexte de la pathologie de la sclérose en plaques, le
peptide de MBP (87-99) peut stimuler des CD4" autoréactifs dans le
contexte de DR1, DR2 ou DR4. Certains peptides immunodominants comme
MBP (87-99) se sont révélés sensibles a I'action de DM dans le contexte de
DR1 ou de DR4 et devraient donc étre éliminés par la correction de HLA-
DM. Néanmoins, il a été démontré avec des lymphocytes B, que MBP (87-
99) possédait la capacité d'activer des lymphocytes T autoréactifs [92]. Les
APC présentant les peptides de MBP pourraient diminuer lactivité,
I'expression ou l'accés de DM sur DR. De plus, La liaison de MBP sur DR
pourrait étre incompatible avec la liaison de DM. Ce modele pourrait aussi
étre applicable a d’autres maladies autoimmunes, ou certains épitopes sont
sensibles a I'action de DM [155].

Paradoxallement, il semble que ce ne soit pas toujours le cas. En exemple,
un épitope de la glycoprotéine 39 du cartilage humain est critique pour la
réponse des lymphocytes T dans larthrite rhumatoide. DM semble
primordiale pour la présentation de cet épitope aux CD4" autoréactifs
[156].

1.5.2. L'implication de HLA-DM et de HLA-DO dans la sélection
thymique

Nous pourrions concevoir que si la quantité de DM dans les cellules
thymiques est grande, seuls les peptides de haute affinité seront présentés
et moins de lymphocytes T seront délétés lors de la sélection négative.
Subséquemment, des lymphocytes T en périphérie pourront étre actives par

des cellules présentatrices d’antigenes exprimant peu de DM.
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De plus, DM est détectée dans les fractions corticales (CTEC?) et
médullaires (MTEC**) du thymus, alors que HLA-DO n'est présente que
dans la fraction thymique médullaire [137]. Les peptides présentés dans les
tranches cTEC et mTEC pourraient étre différents, par la différence en

expression de DO.

Les mTEC présenteraient préférentiellement les peptides provenant des
lysosomes. Dans ces fractions, DM nécessite la présence de DO, qui agira
en co-chaperon. Les complexes DM/DO influenceront la présentation
antigénique en formant un répertoire de peptides trés stable. Les CTEC
permettraient un chargement de peptides dans les compartiments plus
précoces [137;157;158]. 1l y aurait donc présentation d'un plus grand
répertoire, puisque HLA-DM serait moins active a pH neutre et sans DO.

La sélection négative s'effectue principalement dans la région médullaire
thymique. Les lymphocytes T réagissants avec des peptides du soi seront
rendus anergiques ou seront éliminés par I'abondance de peptides ou par la
persistance des peptides sur les CPA. Il devient donc évident que le
répertoire présent doit étre le plus stable possible afin de bien éliminer les
lymphocytes auto-réactifs, d'ou I'importance de la présence de HLA-DM et
de HLA-DO dans la fraction mTEC.

1.5.3. Le role de HLA-DM dans les cancers

Une étude récente a démontré que certains cancers associés avec un bon
pronostique étaient attribuables a I'expression de DM. Nous pouvons donc
concevoir que dans certains cancers, la présence de HLA-DM favoriserait la

présentation de peptides tumoraux [137;159;160].

2 cTEC abréviation de cellules épithéliales thymiques corticales.



50

1.5.4. L'implication de HLA-DM dans I'évasion immunitaire

Le mécanisme ultime d'évasion immunitaire d'un pathogéne intracellulaire
ou d'un virus serait, outre la diminution d’expression des CMH de surface,
d’agir au niveau de DM. En effet, en inhibant HLA-DM, une quantité
moindre de peptides stables est présentée en surface cellulaire. De cette
facon, les pathogénes peuvent survivre plus longtemps en prévenant une
reconnaissance du systéme immunitaire. En exemple, la protéine US2 du
cytomégalovirus (CMV) semble dégrader DMo. Ce virus infecte
principalement les monocytes, macrophages et les cellules dentritiques. Ces
cellules sont d’'une grande importance pour linfection, la latence et la
réactivation du virus. En dégradant DM, le virus prévient la reconnaissance
par les lympohocytes CD4* et peut se réactiver dans I'héte [161]. Nous
pouvons donc concevoir que d’autres pathogénes utilisent ces mécanismes

d'évasion, notamment le HIV.

1.6. LES INTERACTIONS ENTRE LES MOLECULES DE
CLASSE II

1.6.1. La liaison directe entre HLA-DM et HLA-DR

La liaison entre HLA-DM et les molécules de classe II a été démontrée en
premier lieu par co-immunoprécipitation. Cette association semble étre
favorisée a un pH acide, correspondant a I'environnement lysosomal. De
plus, l'interaction semble relativement faible, puisque les complexes sont

isolés dans des détergents, comme la digitonine et le Chaps, mais rompus

24 mTEC abréviation de cellules épithéliales thymiques médullaires.
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par d’autres types de détergents plus forts, comme le Triton X-100 (Figure
1.12, p.48) [86;91;109].

Triton X-100 Chaps

Figure 1.12. La Liaison entre HLA-DR et HLA-DM dans des cellules Raji*.

Immunoblot représentant une immunoprécipitation de DR dans différents
détergents (Triton X-100 et Chaps) et révélation de DM sur membrane (Anti-

DMB).

Il semble aussi que les CMH vides liés avec un peptide de faible affinite
coprécipent mieux que ceux liant un peptide de forte affinité [90;109]. De
plus, il a été démontré que DM interagit largement avec DR/CLIP, mais

faiblement avec des complexes isolés de cellules DM positives [94].

DM semblerait se lier & la portion N-terminale de la niche peptidique de DR.
En effet, I'interaction de I'anticorps Cer-CLIP, qui lie la portion N-terminale
de CLIP, semble bloquer la liaison de DM [84].

Le groupe de Mellins a isolé, en 1994, un mutant de DR ayant perdu la
capacité de lier DM. Ce mutant posséde un changement a la position 096,
qui crée un site de glycolysation en 094. Méme si I'assemblage, le transport
endosomal de DR et la protéolyse de la chaine invariante demeurent
inchangés, ce mutant perd sa capacité de dissocier CLIP, abolit I'interaction
avec HLA-DM et forme des complexes moins stables en SDS. Ces résultats

25 Lymphome de Burkitt humain.
% Jne mutation en 96 d’une proline qui devient une serine.
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mettraient en évidence la possibilité d’une liaison paralléle entre HLA-DR et
HLA-DM [86;92;162;163].

Plus récemment, le méme groupe a effectué la mutagenése aléatoire sur la
molécule DR3. Aprés I'expression des ADNc mutés, ils ont isolé les cellules
présentant CLIP en surface cellulaire. Ils ont donc été en mesure de
déterminer un bon nombre de mutations affectant la liaison entre DM et
DR. Les résidus pointés qui semblent les plus importants sont E40 et F51.
Ces résidus, situés du coté N-terminal de la niche peptidique, semblent
primordiaux pour l'activité de DM (Figure 1.13, p.50) [164].
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Figure 1.13. Détermination des sites importants sur la molécule DR3/CLIP pour
I'association avec HLA-DM. Structure cristalline de HLA-DR3/CLIP; DRo est
illustré en vert, DR} en bleu et CLIP en jaune. Identifiés par mutagenese
aléatoire, les résidus cE40 et oF51 semblent primordiaux pour la dissociation
de CLIP par HLA-DM et par le fait méme importants pour l'interaction entre
HLA-DR et HLA-DM. La fléche rouge pointe le résidu hydrophobe F51 et la
fleche verte pointe le résidu chargé négativement E40 (Adapté de Doebele et al,
Immunity, 2000)[164].

En ce qui concerne les résidus de DM affectant la liaison avec les classes II,
peu d'études a ce jour ont été publiées. Un mutant DMBC79Y a été isolé. Ce
dernier ne permettait pas la dissociation de CLIP des molécules de classe II,
sortait faiblement du réticulum endoplasmique et était dégradé rapidement.
Des études plus approfondies ont déterminé que cette molécule mutante ne
formait pas d’hétérodimeéres. Le probléme de présentation était donc relié a

la mauvaise conformation de la molécule et non a une diminution de liaison
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aux classes II [165]. En effet, le cristal a révélé que la cystéine mutée
formait habituellement un pont disulfure avec le résidu DMBC11 (Figure
1.14, p.51).

Domaine 1 Domaine 2
24 79 121 176
DMx
11 79
253546 117 174
DMB
793

Figure 1.14. Illustration de la distribution des résidus cystéines dans le domaine
extracytoplasmique des chaines o et § de HLA-DM. (Haut) Les lignes
horizontales indiquent les liaisons disulfures différentes des autres molécules de
la superfamille des immunoglobulines. Les lignes horizontales pointillées
montrent les liaisons disulfures différentes avec les molécules du CMH. En vert
sont indiqués les domaines 1 et en rouge les domaines 2. (Bas) Ponts disulfures
formés entre f11 et 379 (Adapté de Busch et al., Journal of Immunology, 1998)
[165].

1.6.2. La liaison entre HLA-DM et HLA-DO

A ce jour, aucune étude concernant les sites de contact entre HLA-DM et
HLA-DO n’est parue. Il y a encore discorde a savoir s'il y a formation d’'un
complexe tri-moléculaire entre DO, DM et DR ou si seule DM peut lier les
deux molécules [123;166]. En fait, si la premiére hypothese est vérifiée,

nous pourrions croire quil y aurait deux sites d'interaction différents sur
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HLA-DM. En comparaison, si un seul site de liaison est important, les deux
molécules, CMHII et HLA-DO, seraient en compétition pour le méme site.
Toutefois, la liaison entre DM et DO semble différer de celle entre DM et
DR. En effet, les complexes DM/DO semblent associés plus fortement,
pouvant étre isolés dans des détergents forts, comme le Triton X-100.

1.6.3. Les Hypothéses sur les sites fonctionnels de HLA-DM

Les premiéres hypothéses du groupe de Fremont du modele de l'interaction
entre HLA-DR et HLA-DM, reposent sur le fait que les groupements acides
de HLA-DM doivent étre protonés pour pouvoir interagir avec les molécules
de classe II & pH acide. Selon ce modele, les charges acides exposees sur
H2-M 36, P8 et P46% auraient un immense potentiel de liaison aux

molécules de classe II (Figure 1.15, p.53)[61].

Enfin le groupe de Fremont mentionne aussi des poches hydrophobiques
importantes a la surface de HLA-DM qui pourraient avoir une implication
dans la fonction. Cest le cas de la poche P4, P6 et P9 sur DM, par analogie
a la niche peptidique des classes II classiques. Le positionnement de ces

régions favoriserait une interaction de DR vers le haut de la molécule
(Figure 1.15, p.53) [61].

¥ Tous trois sont des résidus de type glutamate (E).
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Figure 1.15. Les modéles de liaison proposés par le groupe de Fremont. Le
groupe de Fremont propose deux modeles de liaison, le premier impliquant des
sites hydrophobes (A) et le deuxiéme impliquant des charges négatives (B)
(Adapté de Fremont et al., Immunity, 1998) [61].

32 domain hydrophobiques
conserves BZ

domain
p

Potentiel électrostatique nég.
Potentiel électrostatique pos.

Enfin, ce groupe mentionne aussi l'effet possible d'un résidu de type
cystéine libre, en position 45 de H2-MB, qui ne forme pas de pont

disulfure”® [61;62].
1.6.4. L'hypothése d’une interaction entre résidus hydrophobes

Des études antérieures semblaient établir que la nature de [linteraction
entre HLA-DR et HLA-DM consistait en l'interaction de résidus hydrophobes.
En effet, des études de liaison du colorant ANS (acide 8-anilino-1-
naphthalenesulfonique) et de dichroisme circulaire (CD) ont démontré que
HLA-DR et HLA-DM subissaient un changement de conformation avec la



57

baisse de pH, ces changements affectant principalement des résidus
hydrophobes exposés a pH acide [43;167-170]. Cette méme étude, utilisant
I’ANS, a aussi permis de déterminer que les résidus hydrophobes importants
pour le changement de conformation sur HLA-DR et sur HLA-DM
s’associaient entre eux a faible pH [168]. HLA-DO, qui posséde une grande
homologie de séquence avec les classes II classiques, semble aussi subir un

changement de conformation avec la baisse de pH [144].

Une étude plus récente, du groupe de Mellins, a identifié les sites
d'interaction de HLA-DR sur la molécule HLA-DM. Cette étude a mis en
évidence plusieurs résidus importants pour linteraction, dont un résidu
hydrophobe de type phénylalanine (F51) (Figure 1.13, p.50) [164].

La structure cristalline de DM a permis d'illustrer deux résidus hydrophobes
conservés et exposés. Nous verrons dans un prochain chapitre (article)
l'effet de ces mutants W62A et W120A sur la liaison aux molécules de

classe II et sur la liaison a HLA-DO [171].

% (e résidu correspond a la position C46 de HLA-DM et sera analysé dans la discussion.
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1.7. OBJECTIFS ET HYPOTHESES DE TRAVAIL

Dans la partie antérieure du travail, nous avons effectué une revue générale
sur les fonctions et la régulation de HLA-DM. Notre travail ultérieur porte
donc plus spécifiguement sur linteraction entre les CMHII et DM. Nous
analyserons donc différents résidus de DM pouvant étre importants pour sa
fonction et son interaction avec les molécules du CMH de classe II
classiques. Nous étudierons différents résidus hydrophobes pouvant étre
impliqués dans l'interaction entre ces deux molécules. Puis, nous émettrons
I'hypothése selon laquelle des résidus chargés positivement et une cystéine
libre pourraient étre impliqués dans les fonctions de DM.  Finalement, nous
présenterons un modéle possible d'interaction, qui établira un lien avec

notre analyse réalisée.
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2.1. SUMMARY

In the endocytic pathway of antigen presenting cells, HLA-DM catalyzes the
exchange between CLIP and antigenic peptides onto MHC class II
molecules. At low pH of lysosomal compartments, both HLA-DM and HLA-
DR undergo conformational changes and it was recently postulated that two
partially exposed tryptophans on HLA-DM might be involved in the
interaction between the two molecules. In order to define contact regions
on HLA-DM, we have conducted site-directed mutagenesis on those two
hydrophobic residues. HLA-DM oW62A, BW120A (DMwsaawi20a) double
mutant was expressed in HLA-DR* Hela cells expressing invariant chain and
the activity of this DM molecule was assessed. Flow cytometry analysis of
cell surface DR/CLIP complexes revealed that DMwes2awi20a removes CLIP as
efficiently as its wild-type counterpart. DMweawizon Was found in the
endocytic pathway by immunofluorescence and DM/DR complexes were
immunoprecipitated from these cells at pH 5. Finally, mutations cW62A and
BW120A on HLA-DM did not affect the association with HLA-DO. The
complex egresses the endoplasmic reticulum and accumulates in endocytic
vesicles. Moreover, DO and DMwe2awi20a Were co-immunoprecipitated at pH
7. We conclude that the «62 and B120 tryptophan residues are not required
for the activity of DM nor are they directly implicated in the interaction with
DR or DO.
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2.2. RESUME

Dans les compartiments endosomaux/lysosomaux des cellules
présentatrices d’antigénes professionnelles, HLA-DM catalyse I'échange
entre CLIP et des peptides antigéniques sur les molécules du CMH de classe
II. Au pH acide de ces compartiments, HLA-DR et HLA-DM subissent un
changement conformationnel et I'hypothése que deux tryptophanes
partiellement exposés sur HLA-DM pourraient étre impliqués dans
linteraction entre les deux molécules a été exposée. Afin de déterminer la
région de contact entre les deux molécules, nous avons effectué une
mutagenése dirigée sur ces résidus hydrophobes. Le double mutant de
HLA-DM aux positions aW62A, BW120A (DMwe2awiz0a) @ €té exprimé dans
des cellules HeLa HLA-DR* exprimant la chaine invariante. Des analyses de
cytométrie en flux des complexes de surface DR/CLIP ont démontré que
DMwe2a/wi2oa Permet la dissociation de CLIP de fagon aussi efficace que la
molécule de type sauvage. DMweawizon a €té trouvée dans les
compartiments endosomaux par immunofluorescence et les complexes
DM/DR ont été immunoprécipités de ces cellules a pH 5. Finalement, les
mutations aW62A et BW120A de HLA-DM n’affectent pas I'association avec
HLA-DO. Les complexes sortent du réticulum endoplasmique et rejoingnent
les vésicules lysosomales. De plus, DO et DMweoawizon ONt été co-
immunoprécipités a pH 7. Nous concluons que les résidus tryptophanes a62
et B120 ne sont pas requis pour l'activité de DM et quiils ne sont pas

impliqués directement dans l'interaction avec DR et DO.
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2.3. INTRODUCTION

Major histocompatibility complex (MHC) class II molecules are primordial for
activation of CD4+ T cells and for immunological response against
pathogens (1). Three MHC II o/ heterodimers associate with a trimer of
invariant chain (Ii) to form a nanomeric complex in the endoplasmic
reticulum (ER) (2). This association allows the proper folding and trafficking
of the MHC II molecules (3-5). Gradual proteolysis of Ii occurs in the
endocytic compartments by the sequential action of proteases including
cathepsins (6). A residual peptide of Ii (CLIP) remains in the peptide groove
of the class II molecule and stabilizes the heterodimer by preventing
collapsing of the groove (7,8). For most allotypes, CLIP must be actively
removed in order to allow binding of antigenic peptides. HLA-DM, a non-
classical intracellular class II molecule, plays a central role in the efficiency
of antigen presentation as it catalyzes CLIP release from HLA-DR and
stabilizes the class II in a chaperone-like fashion (9-14). In fact, mice
lacking the H2-Ma gene express a high level of surface class II that are
‘loaded with CLIP (15-17).

The precise molecular mechanism of action of HLA-DM remains to be
established. X-ray diffraction studies on HLA-DM crystals revealed a closed
peptide-binding groove and an overall quaternary structure similar to
classical class II molecules (18,19). Time-resolved fluorescence anisotropy
and far-UV circular dichroism spectrum analysis using soluble HLA-DM
revealed that its structure is quite rigid and that it is not subjected to gross
pH-dependent conformational change. However, many other experiments
by the same groups suggest that protonation in the endocytic pathway
results in minor, reversible structural changes exposing hydrophobic regions
of the DM heterodimer (20,21). For example, fluorescence spectroscopy
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studies revealed that hydrophobic tryptophan residues are buried in native
DM and would become more solvent-exposed at endosomal pH (20).
Accordingly, Ullrich and collaborators used 8-anilino-1-naphthalenesulfonic
acid (ANS), a fluorescent dye binding to hydrophobic protein patches, to
demonstrate subtle pH-induced change in DM. Since the interaction of DM
with DR reduces ANS binding to both molecules, it was postulated that the

surface of contact comprises these pH-sensitive regions (21,22).

On the basis of these results, Wiley and collaborators proposed that two
partially exposed tryptophans (062, p120), located on the same lateral surface
of DM, could be critical for DR binding (19). The model predicts a major
interaction between tryptophan a62 of DM and the protruding phenylalanine
051 of DR, resulting in the breakage of multiple hydrogen bonds at the end of
the groove and in the release of unstably associated peptides. At least part of
this model was recently confirmed when mutation of DRoF51 was shown to
abolish the interaction with DM (23).

In order to confirm the possible interaction between DRoF51 and DMaW62,
we have mutated the exposed tryptophan on HLA-DM and tested the ability
of this mutant to release CLIP from HLA-DR. Our results show that this
mutation on DM does not affect DR contact, CLIP release or the localization
of the protein within the cell. Similar conclusions were drawn after mutating
the second exposed tryptophan at position 120. Finally, those amino acids
substitutions on DM did not affect its interaction with HLA-DO, an
intracellular non-classical class II molecule that binds to DM and regulates
its activity.
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2.4. EXPERIMENTAL PROCEDURES

2.4.1. Plasmids

DMa. cDNA was digested by £c/13611-Clal from pMCFR-PAC and subcloned
into EcoRV-Clal of pBluescript (pBS) (24). The DMB cDNA has been
described previously (25). DMa and DMB cDNAs from pBluescript were
subcloned successively on the same pBudCE4-A vector (as previously
described) (25). The Ii p35 cDNA was obtained by mutagenesis of the
second ATG codon of Ii (kindly provided by Rafick Sékaly) and subcloned in
the BamHI site of SRapuro. Details will be provided elsewhere.

2.4.2. DMo and DM mutagenesis

Mutations into the DMo. and DMB c¢DNA sequences were introduced by PCR
overlap extension (26). Briefly, 5' PCR products were generated from pBS
DMo. and pBS DMP using mutagenic primers (DMaW62AECoRI; 5'-CTG AGC
CGC GTC AGC GAA TTC GGG-3', DMBW120ANspl; 5-GAA GCC CGC CAC
ATA GCA TGC CAG CAT-3") as well as the universal (DMa) or reverse (DMB)
primers. The 3' PCR product was generated using the complementary
mutagenic primers. The two overlapping PCR products were mixed, and a
final PCR was performed using the flanking primers. Fragments were
subsequently subcloned into the Pstl-Sall sites of pBSDMa. and Sa/I-HindIII
of pBSDMB, thereby replacing the wild-type fragment with the PCR product
containing the appropriate mutation. The nucleotide sequence was
confirmed by DNA sequencing using T7 polymerase (Amersham Pharmacia
Biotech, Piscataway, NJ). Mutant cDNAs and wild-type were introduced into
pBudCE4-A as NotI-Xhol (pBSDMa) and Sall-Xbal (pBSDMP) fragments.
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2.4.3. Antibodies

Monoclonal antibody (mAb) MaP.DM1 (IgG;,) is directed against the lumenal
portion of HLA-DM (PharMingen International, Oakville, Canada). mAb L243
(IgG2,) binds a specific DRx conformational determinant (27). mAb BU45
(IgG;) binds the C-terminal part of the human invariant chain (CD74) (The
Binding Site, Birmingham, England). mAb Cer-CLIP (IgG;) is directed
against the N-terminal segment of CLIP (PharMingen International, Oakville,
Canada) (24). Goat anti-mouse and goat anti-rabbit IgG coupled to Alexa
Fluor®488 were obtained from Molecular Probes (Eugene, Oregon).
Biotinylated goat anti-mouse was from BIO/CAN scientific (Mississauga, CA)
and Texas Red-coupled streptavidin from Amersham Pharmacia Biotech
(Piscataway, NJ). The anti-DOB serum was produced in C3H mice (H-2%) by
repeated intraperitoneal injections of DAP fibroblasts transfected with DR
and DR;s/DOB cDNAs (28). Rabbit antisera against the cytoplasmic tail of
HLA-DOo or HLA-DMB have been described previously (25). The CD107a-
specific monoclonal antibody H4A3 (IgG;) reacts with the heavy
glycosylated 100 KDa lysosomal-associated membrane protein (Lamp-1)
(Developmental Studies Hybridoma Bank, NICHD, University of Iowa, IA)

2.4.4. Cell lines and transfections

HeLa DR1 (DRo. + DR 0101) cells were kindly provided by Dr. R. P. Sékaly.
HeLa DO cells have already been described (25). In order to enrich for DO
expressing cells, the population was treated with y interferon (PharMingen
International, Oakville, Canada) and sorted on magnetic bead for CLIP
expression (Dynal ASA, Olso, Norway). Cells were cultured in Dulbecco's
modified Eagle's medium (Gibco, Burlington, Canada), 10% fetal bovine
serum (Wisent, St.-Bruno, Canada), with appropriate selective agents (see
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below). Stable transfections were done with Fugene6 (Roche Molecular
Biochemicals, Mississauga, Canada) using 1ug of DNA per 10° cells.
Selective agents were added to a final concentration of 500 pg/ml G-418
(Life Technologies Inc, Burlington, Canada), 400 ug/ml puromycin (Sigma,
Oakville, Canada), 50 units/ml hygromycin (Cederlane Laboratories, Hornby,
Canada) or 100 pg/ml Zeocin™ (Cayla, Toulouse, France).

2.4.5. Flow Cytometry Analysis

Intracellular staining was done as previously described (25). Briefly,
saponin-treated cells were incubated with the appropriate primary antibody,
then they were incubated with Goat anti-mouse IgG (H+L) coupled to Alexa
Fluor®488. Cells were then analyzed by flow cytometry on a FACScalibur®

(Becton Dickinson, Mississauga, Canada).

2.4.6. Fluorescence Microscopy

10* cells were plated on coverslips in 24-well plates and cultured for 3 days
before staining (25). Cells were analyzed by fluorescence microscopy on a
Zeiss axioscope microscope (Carl Zeiss, Thornwood, NY). Photographs were
taken with a Zeiss microscope camera MC 100 on Kodak elite chrome 400

films.

2.4.7. Immunoprecipitations and Western Blotting

Cells (4 x 10°) were trypsinized, washed in PBS and lysed in 1% Triton X-
100 at pH 7 or in Chaps 1% at pH 5 as described previously (29). After
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centrifugation, supernatants were harvested and incubated with protein G
coupled to CNBr-activated Sepharose 4B (Amersham Pharmacia Biotech,
Piscataway, NJ) and bound to the appropriate antibody (L243 mAb or
mouse serum anti-DOB). Following washes in lysis buffer, samples were
resuspended in non-reducing buffers and subjected to SDS-PAGE. After
transfer to nylon membranes (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway,
NJ), proteins were blotted with the rabbit anti-DO« or anti-DMB sera.
Secondary antibody (peroxidase-coupled goat anti-rabbit; BIO/CAN
Scientific, Ontario, Canada) was used at 1:1000 dilution for 2 h and the
signal was detected using ECL (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway,
NJ).
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2.5. RESULTS

The crystal structure of DM reveals two partially exposed tryptophan
residues that are thought to interact with HLA-DR and to participate in CLIP
removal (19). Tryptophans a62 and 3120 are located on the same lateral
face of HLA-DM in the ol and B2 domains respectively (Fig. 2.1). These
amino acids are highly conserved throughout evolution, emphasizing their

potential importance.

In an effort to define the binding site for HLA-DR and to gain insights into
the mechanism of action of HLA-DM, we mutated those two bulky aromatic
tryptophans to small alanines and tested in vivo the ability of mutant
proteins to remove CLIP from HLA-DR. Various combinations of mutated
and wild-type DM off cDNAs were transfected in Hela cells expressing DR1
and Ii. DR1 is known to be dependant on DM for the release of CLIP at
acidic pH (30). We obtained four stable cell lines: DR1 Ii DM, DR1 Ii
DMweza, DR1 Ii DMwizon and DR1 Ii DMwezawizoa- Expression of DR was
monitored at the cell surface while DM and Ii were analyzed in
permeabilized cells. As measured by flow cytometry, all cell lines express
high levels of the various transfected molecules (Fig. 2.2). The proper
folding and intracellular sorting of DM was assessed by immunofluorescence
microscopy. Figure 2.3 shows that wild-type HLA-DM (panel B) accumulates
in intracellular vesicles that are also positive for the lysosomal marker
Lamp-1 (panel G). A tyrosine-based motif on the cytoplasmic tail of DMB is
responsible for its accumulation in endocytic compartments (31-33). The
three mutated forms of DM were also found in peripheral vesicles (Fig. 2.3;
C-E) and co-localized with Lamp-1 (Fig. 2.3; H-J). Control cells lacking DM
showed a weak background using the DM-specific antibody but definite
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Lamp-1 positive compartments (Fig. 2.3; A, F and arrows). Together with
the fact that the MaP.DM1 conformational antibody efficiently recognizes
the DM mutants, these results show that the overall structure of DM is not

- affected by replacement of tryptophans 062 and 120.

The activity of these mutant forms of DM was verified by monitoring the
levels of DR/CLIP complexes at the cell surface of transfected cells. As
demonstrated by many groups, introduction of HLA-DM in deficient cell lines
favors the intracellular exchange of CLIP for more stable peptides
(24,34,35). Consequently, CLIP expression is low at the surface of DM*
cells. The cell surface expression of CLIP was measured using the Cer-CLIP
monoclonal antibody that is specific for the N-terminus of CLIP bound to
class II molecules and which does not recognize the intact invariant chain
(24). As shown in figure 2.4A, control DM cells (HeLa DR1 Ii) express high
levels of DR/CLIP complexes at their surface. On the other hand, cells
expressing wild-type or mutant forms of DM do not express significant
levels of CLIP (Fig. 2.4; B-E). These results suggest that DR/Ii complexes
are sorted to the endocytic pathway where Ii is degraded until a last
fragment CLIP, is actively removed from the peptide binding groove by
wild-type or mutant forms of HLA-DM. To confirm the proper interaction
between the DM mutants and DR, co-immunoprecipitations were carried out
at acidic pH in the CHAPS detergent (36). Figure 2.5 shows that DM can be
co-immunoprecipitated by the DR-specific antibody only in cells expressing
both molecules (Fig. 2.5, left three lanes). Also, the three mutant forms of
DM could all be efficiently co-immunoprecipitated with HLA-DR (Fig. 2.5).
The stronger DMB signal obtained by western blotting on the Hela DR1 i
DMwe2awiz0a Samples most probably reflects the higher level of HLA-DR
expression on these cells (Mean fluorescence value=789) as compared to



71

the other DM"' transfectants (Mean fluorescence values=248-374) (Fig.
2.2). Taken together these results show that the mutations oW62A and
BW120A do not affect the folding, sorting and activity of HLA-DM, nor its
ability to interact strongly with HLA-DR.

Although these tryptophan residues are not directly involved in the binding
to HLA-DR, they might very well be crucial for the binding to HLA-DO. The
latter is mostly expressed in B cells and is a non-classical class II molecule
that modulates the activity of DM (37-39). The mode of action of DO is not
determined but it clearly affects the peptidic repertoire when present in

physiological amounts in an APC (40-42).

In order to further characterize the DO-DM contact regions, wild-type and
double mutant (DMwes2a/w120a) DM molecules were stably transfected in HeLa
DO* cells. Expression of both proteins was confirmed by intracellular
staining and flow cytometry (Fig. 2.6). Since HLA-DO is absolutely
dependent on DM association to egress the ER (43) and gain access to the
endocytic pathway, we first verified the ability of mutant HLA-DM to direct
the transport of DO. Immunofluorescence microscopy showed that HLA-DO
reaches the endocytic pathway in the presence of either the wild-type or
the DMweaawizon Molecule (Fig. 2.7). As opposed to the diffuse ER-like
pattern of expression observed for DO in DM" cells (Fig. 2.7b), defined HLA-
DO containing vesicles can be seen in DM" cells (Fig. 2.7; d,f). The co-
localization between DO and DMwsaawizoa in the endocytic pathway (Fig.
2.7; e-f) strongly argues for an efficient interaction between the two

molecules, allowing DO to egress the ER.
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The interaction between DO and DM was confirmed by co-
immunoprecipitation experiments. Cells were lysed in 1% Triton X-100 and
DO was immunoprecipitated using a polyclonal antibody against the
cytoplasmic tail of the B chain. Western blotting with antibodies specific for
DM or DO showed that wild-type DM and the DMwsaa/wi20a double mutant
were both efficiently co-immunoprecipitated with DO (Fig.2.7B). Altogether,
these results suggest that 062 and B120 tryptophans on HLA-DM are
dispensable for the interaction with DR or DO.
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2.6. FIGURES

FIGURE 2.1

Position of mutations on HLA-DM. Highlighted tryptophans 62 and 120
are located on the same lateral face of HLA-DM in the ol and B2 domains,
respectively. The genebank accession numbers are NM_006120 for DMa.
(red) and NM_002118 for DMB (orange) (10). Molecular modeling was done
with protein data bank reference number 1HDM and analyzed with Swiss
PDB Viewer (19).
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Expression of HLA-DR, invariant chain and HLA-DM in transfected

HeLa cells. HeLa DR1 cells were stably transfected with the p35 form of

the invariant chain cDNA and the cell population was supertransfected with

cDNAs for wild-type or mutant DM molecules. Flow cytometry analysis was
performed on Hela DR1 Ii, DR1 Ii DM, DR1 Ii DMwesza, DR1 Ii DMwi20a OF
DR1 Ii DMwe2a/w120a USiNng L243 mADb for surface HLA-DR staining. BU45 and
Map-DM1 mAbs were used for intracellular staining of Ii and DM,

respectively. Alexa 488-coupled GAM was used as secondary antibody.

Open histograms represent the control fluorescence of Hela cells incubated

in the same conditions.
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FIGURE 2.3

Mutants of HLA-DM localize in the endocytic pathway. DR1 Ii (AF),
DR1 Ii DM (B,G), DR1 Ii DMweza (C,H), DR1 Ii DMwizoa (D,I) and DR1 i
DMws2aw120a (E,J) cells were analyzed for DM (A-E) and for Lamp-1 (F-J).
Immunofluorescence microscopy analysis was performed on permeabilized
cells double-stained using a rabbit anti-DMB polyclonal antibody and a
mouse anti-Lamp-1 mAb. Secondary antibodies were Alexa-488 coupled to
goat anti-rabbit and a biotinylated GAM followed by Texas Red-coupled
streptavidin. Arrows point to cells not transfected with HLA-DM.
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FIGURE 2.4
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Mutations on HLA-DM do not impair CLIP release. Surface flow
cytometry analysis was performed using Cer-CLIP monoclonal antibody
followed by an Alexa 488-coupled GAM (filled histograms). Open histograms
represent the control fluorescence of non-transfected Hela cells stained in

the same conditions.



77

FIGURE 2.5

HLA-DM mutants bind to HLA-DR. Transfected Hela cells were lysed in
1% CHAPS at pH 5 and HLA-DR was immunoprecipitated using L243 mAb.
The samples were analyzed on Western blot using the DMpB-specific rabbit

serum.
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FIGURE 2.6
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Expression of HLA-DM and HLA-DO in transfected Hela cells. Flow
cytometry analysis was performed on saponin-permeabilized cells using a
mouse serum against DOB (left panels) or Map-DM1 mAb (right panels)
followed by Alexa 488-coupled GAM (filled histogram). Open histograms
represent the control fluorescence of HeLa DM (left panels) or Hela cells

(right panels) incubated with the same antibodies.



79

FIGURE 2.7

HLA-DM mutants bind to HLA-DO. (A). Immunofluorescence
microscopy analysis was performed on permeabilized cells double-stained
using a rabbit anti-DMB (a,c,e) and a mouse anti-DOB (b,d,f) sera.
Secondary antibodies were Alexa 488-coupled goat anti rabbit and a
biotinylated GAM followed by Texas Red-coupled streptavidin. HeLa DO (a-
b), HeLa DO DM (c-d) and HeLa DO DMwe2a/w120a (€-f). (B) Cells were lysed
in 1% Triton X-100 at pH 7 and co-immunoprecipitations were performed
using a DOB-specific mouse serum. Samples were analyzed by Western

blotting using the DMB-specific or DOa-specific rabbit sera.
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2.7. DISCUSSION

Understanding the molecular mechanism by which HLA-DM and HLA-DM/DO
catalyze peptide exchange will allow the development of new approaches
for manipulating antigen loading and presentation. With this in mind, we
have undertaken the mapping of amino acids involved in the interactions
between these molecules. So far, the group of Mellins has characterized
regions of HLA-DR that interact with HLA-DM (23,44). Random mutagenesis
on HLA-DR allowed the identification of critical residues on a lateral face
encompassing both the a1 and B2 domains. From these experiments, it was
proposed that DM releases unstable peptides through its “lever effect” on
amino acids DRo40 and 051, the last one being critical for stability around
the P1 pocket of the groove (23). A role for DM in destabilizing those P1
anchors was also proposed from the results of Chou and Sadegh-Nasseri
who showed that mutation of DR1BG86Y rendered the class II rigid (as in a
peptide-bound conformation) and reduced the binding to DM (45).

Based on the crystal structure of HLA-DM, the group of Wiley had already
proposed that the contact between DMWa62 and DRFa51 could destabilize
the P1 pocket and liberate an unstable peptide. Many experimental
evidences point to a critical role of such hydrophobic residues in the contact
between DM and DR. For example, based on studies measuring the binding
of ANS, it was concluded that DR-CLIP complexes display a larger
hydrophobic surface than DR molecules associated with stable peptides. Also,
there is a preferential association of the two molecules at the acidic pH of
endocytic vesicles where both molecules would expose hydrophobic
residues (21). The presence of tryptophan residues in those contact regions
was deduced by their preferential binding of ANS as well as from
spectroscopy studies measuring variations in fluorescence emission between

exposed and buried residues (21,45).



81

Two out of eleven tryptophans are partially exposed and located on the
same lateral surface on the crystal structure of DM. These residues may be
part of the hydrophobic patches that become accessible to ANS at acidic pH
but that are buried in the DM-DR interface (19). While DRoF51 could
interact with DMaW62, tryptophan DMB120 may contact those hydrophobic
residues identified by Mellins and collaborators in the 82 domain of DR and
which may serve to increase the affinity for DM (23). However, our results
presented here do not support such a model. Mutation of the two
tryptophans on DM did not disturb the activity, the sorting or the
conformation of the protein. Still, the possibility remains that those
mutations could finely tune the specificity of DM and influence the peptide

repertoire of the class II molecules.

The fact that random mutagenesis on HLA-DR allowed the identification of
BF51, L184 and V186 residues certainly suggests the involvement of
hydrophobic residues on DM as well (23). However, replacement of residue
E187 for a lysine in the P2 domain also decreased DM binding in these
studies. The importance of this charged residue on DR prompted us to
evaluate the potential role of positively charged DMaK109, K115 and BR93
and 95 residues. However, the simultaneous mutation of these residues did
not inhibit CLIP release by DM in our system (data not shown).

Altogether, our results suggest that the DM/DR interaction relies on other
hydrophobic residues in the above-described region or that it may implicate
another interface of DM. Indeed, Fremont, Kappler and collaborators
identified two other hydrophobic regions that are located on distinct faces
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of the H2-M heterodimer (18). Site-directed mutagenesis in the
corresponding regions of DM should help delimiting contact sites with DR.

Finally, our results from immunofluorescence and co-immunoprecipitation
studies revealed that tryptophans «62 and 3120 on DM are not necessary
to make contact with HLA-DO. Although DO also undergoes conformational
change following acidification of the environment (46), it first interacts with
DM in the ER and the strong association is resistant to lysis in 1% Triton X-
100 (43). These observations suggest that the nature of the interactions is
likely to differ between DR/DM and DO/DM. The existence of a three-
molecular complex between DM/DO/DR suggests the presence of two
distinct functional interfaces on DM and random mutagenesis is underway
to delineate the contact regions with HLA-DR and DO (47).
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2.8. ABBREVIATIONS

ANS, 8-anilino-1-naphthalenesulfonic acid; BSA, bovine serum albumin;
CLIP, class Il-associated invariant chain peptide; CHAPS, 3-((3-
cholamidopropyl) dimethylammonio)-1-propanesulfonate; ER, endoplasmic
reticulum; FACS, fluorescence-activated cell sorter; GAM, goat anti-mouse;
HLA, human leukocyte antigen; Ii, Invariant chain; mAb, monoclonal
antibody; MHC, major histocompatibility complex; MIIC, major
histocompatibility complex class II compartment; PBS, phosphate-buffered
saline; PCR, polymerase chain reaction; SDS, sodium dodecyl sulphate.
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3.0. L'ETUDE DE QUATRE CHARGES DE HLA-DM

Suite a l'analyse des résidus W62 et W120 de DM, nous nous sommes
penchés sur Iétude de d’autres résidus spécifiques. Nous avons tenté de
cibler l'interaction a l'aide des différentes mutations établies par le groupe
du Dr Mellins. Plusieurs charges semblaient importantes pour l'interaction
entre les deux molécules, la plus importante étant le résidu DRoE40 (Figure
1.13 ; Fléche bleue, p.50). En effet, la molécule mutée en DRBD152 semble
avoir un défaut de conformation et celle mutée en DRBE187 semble pouvoir
dissocier partiellement CLIP. En comparaison, le résidu DRoE40 ne dissocie

que trés peu CLIP et ne lie pratiquement pas DM [164].

Nous avons donc déterminé une série de charges complémentaires sur HLA-
DM pouvant étre impliquées et étant conservées chez plusieurs especes.
Suite a I'analyse des différents résidus chargés positivement (Histidine (H),
Lysine (K) et Arginine (R)) sur la structure 3D de HLA-DM, nous avons
sélectionné quatre charges considérablement exposées situées sur les
chaines o. (K109, K115) et B (R93, R95) (Figure A.1, p.Cxxxvi).

Suite & la visualisation de I'exposition marquée de ces résidus sur la
molécule, nous avons muté ces charges pour des alanines. Puis, ces
mutants ont été exprimés avec les chaines af de DR1 et avec la chaine
invariante dans des cellules épithéliales rénales 293T. Il nous a donc été
possible de déterminer, par cytométrie en flux, si ces mutants de HLA-DM
permettaient toujours la dissociation de CLIP de la niche peptidique des
molécules de classe II. Comme nous avons pu le constater, les molécules
de DM possédant les quatre mutations sont toujours aptes a enlever CLIP
(Figure A.2 ; C, p.oxxxvii), tout comme la molécule DM de type sauvage
(Figure A.2 ; B, p.cxxxvii). En I'absence de DM, CLIP peut difficilement se
dissocier des classes II (Figure A.2 ; A, p.cxxxvii). Ce résultat est d'autant
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plus valable qu'il semble y avoir plus de molécules de classe II et de chaine
invariante dans les cellules exprimant ce mutant de HLA-DM(Figure A.2 ; C,

P.CXXXVi).

Afin de confirmer que ces mutations n’affectent pas le ciblage intracellulaire
de HLA-DM, nous avons effectué des études de microscopie par
immunofluorescence. Comme nous l'avons mentionné dans la revue de
littérature, HLA-DM posséde un motif de ciblage de type YTPL, qui Iui
confére la capacité de se rendre aux endosomes [78;80;82]. Comme nous
pouvons observer a l'appendice 3, la molécule HLA-DMkiooak115aR93AR9SA
semble sortir du reticulum endoplasmique, car le marquage se retrouve a
lintérieur de vésicules parsemées dans le cytoplasme (Figure A.3; C,
p.ooxxvii), ce patron est similaire a celui observe dans les cellules

exprimant des molécules DM de type sauvage (Figure A.3 ; B, p.CXXxViii).

Finalement, nous avons Vérifié si ces mutants s'associaient avec HLA-DO.
Etant donné la grande homologie entre les molécules de classe I classiques
et DO, il se pourrait que DO se lie aux sites sélectionnés. HLA-DM se lie a
HLA-DO dans le réticulum endoplasmique et permet sa sortie vers la voie
endosomale [139]. Comme nous pouvons le distinguer a I'appendice 3,
HLA-DO est aussi présente dans les vésicules lorsque les molécules de DM
mutées sont présentes, ce qui laisserait croire que HLA-DM peut toujours

s'associer & HLA-DO! (Figure A.3; G, p.cxxxviii).

Somme toute, ces quatre mutations ne semblent pas affecter ni la
structure, ni la fonction de HLA-DM. Cette molécule peut donc sortir du

" HLA-DM permet la sortie de HLA-DO du réticulum endoplasmique et dirige celle-ci vers les
compartiments lysosomaux. La présence de HLA-DO dans les lysosomes démontre
indirectement la formation de complexes DM/DO.
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reticulum endoplasmique, favoriser la dissociation de CLIP sur les molécules

de classe 1I et s'associer a HLA-DO.

3.1. LETUDE DE LA CYSTEINE LIBRE DE HLA-DM

La molécule HLA-DM posséde deux ponts disulfures de plus que la molécule
classique HLA-DR. Ces cystéines se retrouvent dans les domaines a1p1 et
pourraient étre importantes pour les fonctions de la protéine (Figures 1.8 et
1.14, p.30,51) [61;62;165]. Cependant, la cristallographie de H2-M a permis
d'identifier une cystéine libre non-conservée sur les classes II classiques,
mais conservée sur la chaine p de HLA-DM et ce, chez différentes espéces
[61]. L'hypothése était & l'origine, que la cystéine p34 pouvait changer de
partenaire avec la cystéine libre 346, pour modifier la conformation et la
fonction de la protéine. Toutefois, aucune molécule conformée de la sorte
na été identifiée lors de la cristallographie. Nous avons donc vérifié
I'nypothése selon laguelle ce résidu pourrait étre important pour Iactivité de
DM. Nous pouvons distinguer la position de ce résidu a la figure A.4

(p.cxxxix).

Nous avons muté ce résidu pour une alanine et étudié son importance pour
la catalyse de CLIP de la niche peptidique dans une lignée épithéliale 293T
exprimant la molécule de classe II classique HLA-DR et la chaine invariante.
Nous avons, par la suite, analysé par cytométrie en flux la présence de CLIP
3 la surface cellulaire. Ce site muté ne s’est pas avéré important pour les
fonctions de DM, puisque la molécule semblait toujours pouvoir enlever le
CLIP de la niche peptidique (Figure A.5, p.cxl). En effet, I'ajout du mutant
(Figure A.5; C, p.cxl) ou de DM de type sauvage (Figure A.5; B, p.cx|)
catalyse la relache de CLIP sur les molécules de classe II. En comparaison,
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les cellules sans HLA-DM ne peuvent réussir a enlever CLIP et ce peptide

est présent a la surface cellulaire (Figure A.5 ; A, p.cxl).

Une étude antérieure a analysé I'effet d’'un mutant de DM en position C79.
Cette recherche a révélé que le pont disulfure formé par cette cystéine était
trés important pour la structure de la molécule. En effet, ce mutant de DM
sortait inefficacement du réticulum endoplasmique et était dégradé
rapidement [61;165]. Suite a cette observation, nous nous sommes
questionné & savoir si notre mutant possédait un défaut de structure et s'il
pouvait sortir du réticulum endoplasmique [78;80;82]. Comme nous
pouvons le voir & I'appendice 3, DM C46A posseéde toujours la capacité de
localisation aux endosomes (Figure A.3; D, p.ooxviii), tout comme la
molécule DM de type sauvage (Figure A.3 ;B , p.cxxxviii). De plus, ce
mutant interagit toujours efficacement avec DO si on en juge par sa
capacité a relocaliser DO au niveau de la voie endocytaire (sortie de DO du

réticulum endoplasmique) (Figure A.3 ; H, p.oxxviii)[139].

En sommes, la mutation de la cystéine libre ne semble pas affecter la
localisation endosomale, la dissociation de CLIP et la liaison a HLA-DO.

Finalement, toutes les mutations testées pour le site d'interaction sur HLA-
DM n'ont dévoilé aucune implication dans linteraction. Certaines de nos
hypothéses reposent sur la mutagenése effectuée sur DR3. I est clair dans
la littérature que DR3 posséde une affinité réduite pour CLIP [93;173]. Bien
quimprobable, il se peut donc que DR1, utilisée dans nos études,

interagisse différemment avec DM.

HLA-DM semble étre une molécule trés différente des classes II classiques.
Cette étude nous a permis de percevoir que la mutation de plusieurs
charges importantes et d’une cystéine n‘affecte pas la conformation de la
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molécule. Cette conclusion est rendue possible grace aux analyses sur
lames microscopiques (Figure A.3, p.cxxxviii) et de cytométrie en flux?
(Figures A.2, p. et A.4, p.oxxvii, oxxxix). HLA-DM semble donc trés stable,
sans doute grace a la présence de deux ponts disulfures de plus que sur les
classes II classiques. Dailleurs, il serait intéressant d'étudier la fonction et
limportance de ces deux ponts disulfures sur une molécule moins stable,

comme HLA-DO.

2 En effet, la présence de HLA-DM dans les compartiments lysosomaux démontre
indirectement la stabilité de la molécule, lui permettant de sortir du RE et prévenant sa
dégradation précoce. De plus, I'anticorps dirigé contre HLA-DM (MaP.DM1) et utilisé dans
nos analyses de cytométrie en flux reconnait un épitope conformationnel, ce qui permet de
conclure sur l'intégrité de la molécule.
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4.0. LA PRODUCTION DE MOLECULES CHIMERIQUES

Nous avons donc tenté, durant notre étude, de délimiter les sites de
I'interaction entre HLA-DR et HLA-DM. En premier lieu, nous avons effectué
la construction de différentes molécules chimériques entre DR et de DM.
Comme nous pouvons le voir a la figure 4.1 (p.93), ces travaux devraient
nous permettre d’isoler chacune des chaines des deux molécules, o et B,

pour découvrir lesquelles étaient responsables de I'interaction.

DM30 / DMo. + DRo18 / DRo +
DRo + DM DMj310 / DR DMau + DRj DRp15 / DMp
DMBcvto

Figure 4.1. Molécules chimériques créées entre HLA-DR et HLA-DM permettant
d'isoler chacune des chaines, afin de déterminer les chaines responsables de
I'interaction. En bleu, nous pouvons distinguer HLA-DR et en vert HLA-DM.

Toutefois, cette étude n’a pas dévoilé de résultats concluants, par le fait
que les molécules ne semblaient pas étre fonctionnelles'. Il est important de
souligner que ce travail ne nous aurait peut-étre pas été profitable,
puisqu’une étude de mutagenése aléatoire sur la molécule HLA-DR a
déterminé des sites substantiels pour la liaison de HLA-DM de part et

! Nous avons analysé I'expression de ces chiméres en microscopie a fluorescence aprés une
transfection stable de ces constructions dans des cellules Hela. Ces travaux nous ont
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d’autre des deux chaines DRo. et DRP [164]. II faut donc percevoir les
molécules de classe II comme un tout entier, composé de deux chaines,
mais dont les sites d'interactions font partie d’'un espace sur la molécule et

ne constituent pas uniquement de chaines simples.

Suite & ces travaux, nous nous sommes penchés sur l'analyse de résidus
spécifiques pouvant permettre linteraction entre les deux molécules de

classe II.

4.1. L'INTERACTION HYDROPHOBIQUE ENTRE HLA-DR
ET HLA-DM

4.1.1. L'implication des résidus W62 et W120 de HLA-DM

La structure cristalline de HLA-DM a illustré deux résidus hydrophobes
exposés a 50% sur la molécule, les acides aminés W62 et W120 (Figure
2.1, p.70) [62]. Etant donné la position préférentielle de ces deux résidus et
Iimplication probable de liaisons hydrophobes (chapitre 1, p.53), nous
avons muté ces deux acides aminés pour des alanines (W62A, W120A). Les
alanines ont été sélectionnées puisque qu'elles sont de petites tailles et
qu'elles ne risquent pas de modifier énormément la conformation de la
molécule mutante. Cependant la mutation de ces résidus n‘a pas affecter la
dissociation de CLIP (Figure 2.4, p.73), l'interaction entre HLA-DR et HLA-
DM (Figure 2.5, p.74) et la liaison & HLA-DO (Figure 2.7, p.76). Il semble
donc peu probable que ces résidus soient impliqués directement ou
indirectement dans I'association avec HLA-DR. De plus, la présence de ces

permis de découvrir que ces molécules étaient séquestrées dans le réticulum
endoplasmique, par |'absence de colocalisation dans des vésicules lysosomales.
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mutants dans les compartiments endosomaux nous permet de conclure que
ces résidus ne contribuent probablement que tres peu a la structure globale
stabilisée. Cependant, nous ne pouvons pas exclure la possibilité que ces
mutants affectent la stabilité moléculaire de HLA-DM dans les CPA humains.

Cette possibilité pourrait étre évaluée a l'aide de Knock-in.

3.1.2. Autres résidus hydrophobes potentiellement impliqués dans

I'interaction

Nous pouvons donc concevoir que la liaison entre HLA-DR et HLA-DM
demeure de nature hydrophobe et qu'elle utilise d’autres sites d'interaction
que les résidus W62 et W120. Quelle pouvait étre la nature exacte de ces
résidus et comment orienter la mutagenese dirigée sur HLA-DM? Afin de
répondre & ces questions, nous avons procédé a une analyse systématique
de tous les sites hydrophobes conservés possédant un niveau de liaison
élevé 3 I'’ANS. Pour ce faire nous avons aligné les séquences de DMa et de
DMB connues (humain, souris, bovin, rat et lapin) (Figure 4.2, p.96). Nous
avons examiné chacun des différents types de résidus possédant une
hydrophobicité élevée (Phénylalanine (F)(2.7 Hf), Isoleucine (I) (2.95 Hf),
Tryptophane (W) (3 Hf) et Tyrosine (Y)(2.85 Hf)?) et nous avons retenu
ceux étant conservés dans chacune des différentes espéces, en prenant
pour acquis que l'interaction entre les molécules de classe 1I et HLA-DM est
identique indépendamment de I'espéce animale (Figure 4.2; étoiles, p.96).
En effet, certaines études ont démontré que HLA-DM peut interagir avec les
molécules de classe II murines et vice versa, ce qui suppose qu'il en est de

méme pour les molécules des autres espéces [67;95;172].

2 Hf désigne I'unité de mesure de I'nydrophobicité moyenne d'un acide aminé (Kcal/res).
Chaque acide aminé qui requiere de I'énergie pour transférer d’un environnement
hydrophobique & un environnement aqueux est désigné par une valeur d’énergie de
transfert moins I'énergie de transfert de la glycine [186].
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Humain
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Lapin

Figure 4.2. Alignement de séquence de DMo et de DMp humains
(extracytoplasmique) (NM_006120, NM_002118), de souris (NM_010386,
NM_010387, NM_010388), Bovin (D76416, D76417), de rat (U31598, U31599)
et de Lapin (U77895, U77896). Les résidus sélectionnés sont conservés et de
nature hydrophobe (%), chargés positivement (©) ou de type cystéine libre (0).
Les résidus exposés et testés sont en bleu, les résidus exposés et non-testés a la
surface de la structure cristalline de HLA-DM humaine sont en rouge et les

résidus non exposés sont en vert.

Par la suite, nous avons examiné la position de chacun de ces résidus
hydrophobes conservés sur le cristal de la molécule, a I'aide d'un logiciel
nous permettant de visualiser en 3D la molécule HLA-DM (SPDBV). Ainsi,
nous avons été en mesure de déterminer tous les sites hydrophobes étant

préférentiellement positionnés. Ces résultats sont résumés aux figures
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A.6(conservés sur DMa; gras, p.cxli) et A.7 (conservés sur DMB; gras,

p.cxlii).

Nous pouvons visualiser le degré d’exposition des résidus sélectionnés sur la

structure cristalline de la molécule HLA-DM a la figure 4.3 (p.97).

Figure 4.3. Résidus hydrophobes (I, F, W ou Y) exposés sur la structure
cristalline humaine de HLA-DM. 194 (A) F106, F122 (B), Y185 et Y190 (C)
(blanc) sont sur DMo, (rouge) et Y123 et W154 (D) sont sur DMp (orange). Les
numéros d’accession sont NM_006120 pour DMo et NM_002118 pour DM
humain [60]. Le modéle moléculaire a été réalisé a lI'aide de la banque de
données protéiques numéro 1HDM et analysé par Swiss PDB Viewer[62].

Bien que nous n‘ayons pas été en mesure de déterminer les résidus
importants de HLA-DM pour son interaction avec HLA-DR, il semble que le
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réle de linteraction hydrophobe soit critique. II serait donc intéressant
d’étudier I'effet des différents acides aminés 194, F106, F122, Y185, Y190,
Y123 et W154. Nous pouvons aussi considérer le fait qu’'une exposition de
sites hydrophobes & pH acide ne puisse qu'étre une conséquence du
changement de conformation et par le fait méme que ces résidus ne soient

pas impliqués directement dans l'interaction moléculaire.

4.2. L'INTERACTION DE TYPE PONT SALIN ENTRE HLA-
DR ET HLA-DM

4.2.1. Autres résidus chargés potentiellement impliqués dans

I'interaction

Nos résultats suggérent que linterface incluant les tryptophanes W62 et
W120 n’est pas impliquée dans le contact avec DR. Nous pouvons donc
concevoir que certains autres résidus exposés dans d'autres régions de
HLA-DM, puissent réguler l'interaction. Nous avons donc analysé la position
de tous les autres résidus chargés positivement (H, K et R) et conservés
chez différentes espéces (Figure 4.2; losanges, p.96). Les résidus conservés
sont énumérés aux figures A.8 (DMo,; gras, p.cxliv) et A.9 (DMB; gras,

p.cxliv).

Nous pouvons aussi voir la position des résidus exposés sur la structure
cristalline de HLA-DM (Figure 4.4, p.99).
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Figure 4.4. Résidus chargés positivement (H/K/R) exposés sur la structure
cristalline de HLA-DM. R55 (A)(blanc) est sur DMo (rouge) et K30 et Hi41
(B)(blanc) sont sur DMB (orange). Les numéros d’accession sont NM_006120
pour DMo. et NM_002118 pour DMp (orange) [60]. Le modele moléculaire a été
réalisé a l'aide de la banque de données protéiques numéro 1HDM et analysé
par Swiss PDB Viewer[62].

Les résidus chargés positivement étudiés n‘ont donc pas permis d'éclaircir le
site d'interaction sur HLA-DM. Cependant, nous pouvons imaginer que les
résidus R55, K30 et H141 pourraient médier I'interaction avec les molécules

de classe II.

Il est important de mentionner que l'analyse précédente a été réalisée a
I'aide de la structure du cristal de HLA-DM, donc toute anormalité dans la
molécule due a la cristallisation pourrait affecter notre analyse. Pensons
seulement a la queue cytoplasmique et a la région transmembranaire qui
pourraient modifier la conformation de la molécule. En effet, les parties
transmembranaires et cytoplasmiques semblent importantes, mais non-
essentielles, pour l'activité de DM. Le role de ces fractions serait au niveau

de l'efficacité de I'alignement membranaire [124;125]. Néanmoins, aucune
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étude de structure n'a démontré de changement dans la conformation suite

a I'ajout des régions cytoplasmiques et transmembranaires.

4.3. LES MECANISMES D’ACTION DE HLA-DM

Plusieurs hypothéses tentent d'expliquer le mécanisme d'action exact de
DM. La niche peptidique pourrait osciller entre une conformation ouverte et
fermée. DM pourrait sy lier et prolonger la demi-vie du conformére ouvert.
Ceci briserait quelques interactions avec CLIP et permettrait finalement la
totale dissociation de CLIP. Une autre hypothése est que DM pourrait
interagir directement avec la niche peptidique occupée par CLIP et induirait
un changement conformationnel, qui résulterait avec la dissociation de
CLIP. Ces deux hypothéses impliquent deux conformations, qui ont pu étre
démontrées par des études de résistance au SDS et par des analyses
spectroscopiques [174-176]. Toutefois, ces deux états du classe II n‘ont pas
été visualisés sur le cristal de DR, certaines formes ne pouvant étre

cristallisées.

Les fonctions de DM pourraient aussi étre expliquées par sa fonction de
chaperonne. DM se lierait de fagon transitoire a une conformation ouverte
des molécules classe II instable, pour en augmenter la demi-vie. Le
complexe DM/classe II favoriserait la dissociation du peptide instable,
jusqua ce qu'un peptide plus stable se lie a la niche peptidique. Le
changement de conformation induit par le peptide stable encouragerait la
dissociation de DM, et le complexe pourrait migrer a la surface cellulaire

pour la présentation aux lymphocytes T [106].
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3.4.1. Le modéle d’interaction entre HLA-DM et HLA-DR

Nous pouvons donc émettre I'hypothese que linteraction entre DR et DM
implique bel et bien la partie N-terminale de la niche peptidique. Plusieurs
études nous permettent de croire en cette hypothése. Premierement,
I'anticorps Cer-CLIP, liant la partie N-terminale de CLIP, inhibe l'interaction
avec HLA-DM [84]. Ensuite vient limportance des résidus E40 et F51,
démontré par le groupe de Mellins [164]. Finalement, I'implication du résidu
peptidique en position P1 de la niche, est aussi situé a proximité des sites
E40 et F51 [105].

L’étude de Mellins na pas déterminé de sites importants dans le domaine
o2 de HLA-DR. La région de liaison serait donc entre les domaines ol et 2.
Le mécanisme établit qu’il y aurait un premier contact entre F51 et un
résidu hydrophobe exposé sur DM (194, F106, F122, Y185, Y190, Y123 ou
W154). Cette interaction produirait le bris de deux liaisons hydrogenes
entre la niche peptidique et le corps du peptide (P-1 et P-2). Ensuite, il y
aurait contact entre deux charges opposées de DR et de DM, ce qui
produirait le bris d'un troisitme pont hydrogene en P1 [178;179].
L'interaction de DM permettrait finalement la rupture des trois ponts en N-
terminal du peptide. Les premiéres spéculations du groupe de Wiley €taient
que BH81 de DR lierait «D81 de DM (Figure 4.5, p.102). Des études
antérieures ont démontré que la mutation de ce résidu produisait un défaut
de conformation de DR et que cette molécule demeurait séquestrée dans le
RE [13-15]. Voila sans doute pourquoi ce résidu n'a pas été identifié par la
mutagenése aléatoire du groupe de Mellins. Cependant, nous pourrions
concevoir que le modéle puisse aussi étre que E40 de DR lierait R55, K30
ou H141 tel que suggéré par notre analyse (Figure 4.6, p.102) [164].
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Figure 4.5. Modéle de l'interaction entre HLA-DM et HLA-DR d‘apres le groupe

de Wiley. Les fléches roses indiquent la liaison potentielle de DM aux molécules
de classe II (Adapté de Mosyak et al, Immunity, 1998) [62].

Figure 4.6. Modéle de l'interaction entre HLA-DM et HLA-DR d’aprés le groupe
de Mellins. Les fleches blanches indiquent la liaison potentielle de DM aux
molécules de classe II (Adapté de Doebele et al., Immunity, 2000) [164].
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De plus, il y aurait sans doute d’autres interactions plus faibles, qui
viendraient stabiliser plus fortement la liaison entre les deux molécules. En
exemple, le résidu L184p de DR pourrait étre impliqué secondairement dans
linteraction. Ce résidu démontre une importance moins prononcée, que le
résidu F51, comme demontré par les recherches du groupe de Mellins
(Figure 1.13, p.50). Ainsi, I'interaction impliquerait des sites primaires et des

sites secondaires.
3.4.2. Une interaction en téte a téte

Nous pourrions aussi spéculer que l'interaction avec HLA-DR se ferait par les
domaines DRolpl et DMalBl dans une interaction rappelant la
reconnaissance par le TCR, puisqu’il a été démontré que HLA-DM et les
classes II ne se retrouvent pas sur les mémes vésicules des endosomes et
subséquemment que les deux différentes molécules pourraient se retrouver
face a face [180]. En effet, les endosomes sont formés de multiples
vésicules. Les molécules du CMH se localisent principalement dans les
vésicules internes des corps multivésiculaires (MVB). Au contraire DM se
retrouve dans les vésicules externes. Ainsi, les portions luminales pourraient
se rejoindre. Nous avons précédemment analysé les différents résidus
conservés et exposés. Nous avons découvert quelques résidus pouvant
servir d'intermédiaire de cette interaction, en plus de ceux décrits
précédemment, F45, F47 (chaine o feuillet B) 172, F74 et F78 (Chaine o
Hélice o) et Y24 et F28 (Chaine B) (Figure 4.2, p.96 ; Figure A.6 et A.7 ; ¥,
p.cxli, cxlii). Cette interaction est toutefois peu probable, puisque les résidus
en interaction devront étre exposés peu importe le peptide li¢ dans la niche
peptidique de CMHILI.



107

3.4.3. Les autres moyens de cerner les résidus importants pour

I'interaction

D'autres techniques nous permettraient également de déterminer les sites
d'interaction entre HLA-DR et HLA-DM. Nous pourrions utiliser la technique
du FIiTrx™3 ou du Phage Display utilisant une librairie de peptides. Ces
techniques nous permettraient d'isoler les peptides interagissant avec HLA-
DR. Nous pourrions, par la suite, analyser ces peptides et les comparer ala
séquence de HLA-DM. Cependant, cette technique comporte une limite
considérable, puisque plusieurs peptides pourraient se lier a la niche
peptidique des classes II. Nous pourrions remédier au probléme en utilisant
des molécules de classe II possédant un peptide lié de fagon covalente a la
niche peptidique [181]. La technique de mutagenése aléatoire serait aussi
une technique de choix pour résoudre le probleme. Cependant, I'ultime
moyen demeure d'effectuer la structure cristalline du complexe DM/CMHIL.
Il semble que la cristallographie de ces complexes soit difficile, dd a la faible

association des deux molécules.
3.4.4. Faire une pierre deux coups

Il est important de noter que si nous déterminons les résidus importants
pour linteraction avec HLA-DM nous pouvons extrapoler que ces mémes
résidus seront importants pour I'association avec HLA-DO. En effet, comme
nous lavons mentionné ultérieurement HLA-DO posséde une grande
homologie avec HLA-DR et pourrait compétionner avec celui-ci pour la
liaison a DM, réduisant ainsi la reldche de CLIP. Les sites d'interaction
importants devraient donc étre les mémes sur HLA-DO. Cependant, si l'on
croit certaines études qui démontrent la formation d’'un complexe tri-

3 Le FIiTrK™ consiste en une librairie aléatoire de dodécapeptides exprimée a la surface de
E. colisur la protéine flagellaire majeure (FIiC) et sur la thioredoxine (TrxA) (Invitrogen).
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moléculaire, il faudrait rejeter cette hypothése.  Clest pourquoi la
détermination des sites d'interaction sur HLA-DM pourrait nous aider a
préciser le modéle d’action de ces molécules et notre compréhension de la

présentation antigénique.



CHAPITRE 5
CONCLUSION
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Les fonctions de HLA-DM sont maintenant bien établies grace a des
modeles de lignées de cellules mutantes, @ des études entre protéines
solubles et a des modeles de souris transgéniques. Il semble donc que les
fonctions de DM dépendent de plusieurs facteurs : entre autres du ratio de
molécules classe 1I, de la présence d’un bon ligand peptidique, du pH des
compartiments endosomaux/lysosomaux, de Ia présence de diverses
protéases, du niveau de dissociation de CLIP, de la stabilité des dimeres of

de classe 1I et finalement de la présence de HLA-DO.

Nous nous sommes penchés sur I'analyse de l'interaction entre HLA-DR et
HLA-DM. Bien que nous n‘ayons pas été en mesure de clarifier I'état de la
liaison, nous croyons que les différents sites potentiels énumérés pourraient
&tre impliqués. Des études de mutagenése aléatoire et de cristallographie
nous permettront de clarifier les motifs essentiels a la fonction de la

molécule et nous aideront & mieux comprendre et moduler la présentation

antigénique.

Des recherches plus approfondies permettront de définir les résidus
importants pour linteraction et la fonction de HLA-DM sur les molécules du
CMH de classe II. En premier lieu, ces résultats sont essentiels afin de
comprendre et d‘approfondir nos connaissances fondamentales sur la
présentation antigénique. De plus, comme nous l'avons souligné dans ce
travail, DM pourrait étre trés importante dans I'€limination de certains
cancers, en réduisant la présentation de peptides de faible affinité. La
découverte des résidus importants de DM pour l'interaction avec les CMHII
pourra nous aider a I'élaboration de thérapies géniques afin de favoriser la
modulation du répertoire peptidique lors de certaines pathologies
spécifiques. II sera alors possible d'augmenter I'expression de la portion
active de DM pour favoriser la sélection peptidique ou d'inhiber DM afin

d'éviter la présentation de certains peptides auto-reactifs.
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FIGURE A.1.

La position des mutations de charge effectuées sur HLA-DM. En
rouge la chaine a, les résidus mutés K109, K115 (blanc) et en orangé la
chaine B, les résidus mutés R93 et R95 (blanc). Les numéros d'accession
sont NM_006120 pour DMa. et NM_002118 pour DMB (orange) (10). Le
modéle moléculaire a été réalisé a l'aide de la banque de données
protéiques numéro 1HDM et analysé par Swiss PDB Viewer (19). Les
mutations dans les ADNc de DMo et de DMB ont été introduites par la
technique de PCR overlap extension, a I'aide des amorces mutagéniques
(DMoK109ANA€EL; 5'-GTTCACGCTAGCGCCCCTGGAG-3', DMoK115AApal; 5
GGAGTTTGGGGCCCCCAAAACT-3', DMBR93AR95AKasl; 5-CTGACCAACGCG
ACGGCGCCACCATC-3") ainsi qu‘avec les amorces universal (DMa.) et reverse
(DMB). Les produits ont été subséquemment subclonés dans les sites Stud
de pBSDMa. et Fco4A11-HindlIl (R93A et R95A) de pBSDMB, replagant ainsi
le fragment de type sauvage par celui contenant la mutation appropriée. La
séquence nucléique a été confirmée par le séquengage de I’ADN en utilisant
la T7 polymérase. Les ADNc mutants ont été introduits dans le vecteur
pBudCe4-A dans les sites Nofi-Xhol (pBSDMo.) et Sal-Xbal (pBSDMB).
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FIGURE A.2.
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Les mutations de charges K109A, K115A, R93A et R95A n’affectent
pas la catalyse de CLIP par HLA-DM. Les cellules 293T ont été
cotransfectées de facon transitoire, a I'aide de la technique de précipitation
au calcium phosphate en utilisant 4ug de chacun des ADN. Les vecteurs
pBudCe4-A contenant les ADN appropriés de DR, la chaine invariante avec
(B) ou sans DM (A) de type sauvage ou muté en position K109, K115, R93
et R95 (C) ont été utilisés pour transfecter 1.5 * 10° cellules. Aprés une
incubation de 48 heures, les cellules ont été analysées pour I'expression de
HLA-DR (L243 anticorps conformationnel) et de CLIP (Cer-CLIP) en surface.
La chaine invariante (BU45) et HLA-DM (MaP.DM1) ont été colorés de fagon

intracellulaire.
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FIGURE A.3.
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Les mutants K109A, K115A, R93A, R95A et C46A sortent du
réticulum endoplasmique et s’associent a HLA-DO. Des cellules 293T
ont été cotransfectées avec ou sans HLA-DO et avec (B, F) ou sans HLA-DM
(A, E) de type sauvage, muté en position K109, K115, R93 et R95 (C, G) ou
en position C46 (D, H). Ces transfectants ont été analysés pour la
localisation de HLA-DM (Anti-DMB) (A-D) et de HLA-DO (Anti-DOc) (E-H).



cxlii

FIGURE A.4.

La position de la cystéine libre mutée sur HLA-DM. En rouge, la
chaine o et en orangé la chaine B et le résidu muté C46 (blanc). Les
numéros d’accession sont NM_006120 pour DMa. et NM_002118 pour DMB
(orange) (10). Le modéle moléculaire a été réalisé a l'aide de la banque de
données protéiques numéro 1HDM et analysé par Swiss PDB Viewer (19).
La mutation dans '’ADNc de DMB a été introduite par la technique du PCR
overlap extension, a l'aide de I'amorce mutagénique (DMBC46A; 5-ATG
GCC CCT GCA GAA TTT GGG-3") ainsi qu‘avec lI'amorce reverse. Le produit a
été subséquemment subcloné dans le site Clal-Fco4/1I1  de pBSDMB,
replacant ainsi le fragment de type sauvage par celui contenant la mutation
appropriée. La séquence nucléique a été confirmée par le séquencage de
I’ADN en utilisant la T7 polymérase. L'ADNc mutant et de type sauvage ont
été introduits dans le vecteur pBudCe4-A dans les sites Nod-Xhol
(pBSDMa) et Sal-Xbal (pBSDMB).
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La mutation de la cystéine libre n’affecte pas la catalyse de CLIP
par HLA-DM. Les cellules 293T ont été cotransfectées de fagon transitoire,
a l'aide de la technique de précipitation au calcium phosphate en utilisant
4ug de chacun des ADN. Les vecteurs pBudCe4-A contenant les ADN
appropriés de DR, la chaine invariante avec (B) ou sans DM (A) de type
sauvage ou muté (C) en position C46 ont été utilisés pour transfecter 1.5 *
10° cellules. Aprés une incubation de 48 heures, ces transfectants ont été
analysés pour I'expression de HLA-DR (L243 anticorps conformationnel) et
de CLIP (Cer-CLIP) en surface. La chaine invariante (BU45) et HLA-DM
(Map.DM1) ont été colorés de fagon intracellulaire.
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FIGURE A.6.

Position Emplacement Exposition
F18 Feuillet B Non
Y23 Feuillet B Non
Y37 Feuillet B Non
F43 Feuillet B Non
F45 Feuillet B Non*
F47 Feuillet B Non*
F59 Fin Feuillet B début hélice o Non
172 Hélice o Non*
F74 Hélice o Non*
F78 Hélice o Non*
194 Fin Hélice o Oui

F106 Domaine 02 Oui
F113 Domaine o2 Non
F122 Domaine 0.2 Oui
F127 Domaine o2 Non
W135 Domaine o2 Non
F158 Domaine o2 Non
F161 Domaine o2 Non
Y163 Domaine o2 Non
F174 Domaine o2 Non
1182 Domaine o2 Non
Y185 Domaine 02 Oui
Y190 Domaine a2 Oui
W191 Domaine o2 Non

Les résidus hydrophobes (I, F, W, Y) conservés dans la portion
luminale de la protéine mature HLA-DMu. Le tableau nous indique la

position des résidus, leur emplacement sur la molécule et leur exposition.
Les résidus 194, F106, F122, Y185 et Y190 (gras) ont été identifiés comme
étant exposés sur la structure cristalline humaine de la molécule HLA-DM a

I'aide du programme spdbv. Les étoiles (*) indiquent une orientation vers le

haut.
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FIGURE A.7.
Position Emplacement Exposition

F3 Feuillet p Non
F22 Feuillet B Non
Y24 Feuillet B Non*
F28 Feuillet B Non*
W36 Feuillet B Non
F86 Hélice o Non
w87 Hélice o Non
F107 Domaine 2 Non
Y118 Domaine B2 Non
F122 Domaine p2 Non
Y123 Domaine 32 Oui
W131 Domaine 2 Non
w154 Domaine B2 Oui
Y156 Domaine §2 Non
Y166 Domaine 2 Non
Y172 Domaine 2 Non
1185 Domaine B2 Non
W189 Domaine 2 Non

Les résidus hydrophobes (I, F, W, Y) conservés dans la portion
luminale de la protéine mature HLA-DMp. Le tableau nous indique la
position des résidus, leur emplacement sur la molécule et leur exposition.
Les résidus Y123 et W154 (gras) ont été identifiés comme étant exposés
sur la structure cristalline humaine de la molécule HLA-DM a l'aide du
programme spdbv. Les étoiles (*) indiquent une orientation vers le haut.



cxlvi

FIGURE A.8.
Position Emplacement Exposition
H16 Feuillet B Non
H20 Feuillet B Non
R52 Feuillet B Non
R55 Fin feuillet B début hélice o Oui
K76 Hélice o Non
R98 Domaine o2 Non
H180 Domaine o2 Non

Les résidus chargés positivement conservés dans la portion

luminale de la protéine mature HLA-DMo. Le tableau nous indique la

position des résidus, leur emplacement sur la molécule et leur exposition.

Le résidu R55 (gras) a été identifié comme étant exposé sur la structure

cristalline humaine de la molécule HLA-DM a l'aide du programme spdbv.
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FIGURE A.9.
Position Emplacement Exposition
H6 Feuillet B Non
K30 Feuillet § Oui
R71 Hélice o Non
H82 Hélice o Non
R110 Domaine 2 Non
K133 Domaine B2 Non
H141 Domaine 2 Oui
K146 Domaine B2 Non
H178 Domaine 32 Non

Les résidus chargés positivement conservés dans la portion
luminale de la protéine mature HLA-DM§. Le tableau nous indique la
position des résidus, leur emplacement sur la molécule et leur exposition.
Les résidus K30 et H141 (gras) ont été identifiés comme étant exposés sur
la structure cristalline humaine de la molécule HLA-DM a laide du

programme spdbv.
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