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Résumeé

La chaine invariante (li ; CD74) est une protéine membranaire de type Il qui joue un
role majeur dans la présentation antigénique. Dans le réticulum endoplasmique (RE), li
favorise I'assemblage du CMH Il et prévient la liaison indésirable de polypeptides. Grace a
son motif di-leucine, la chaine invariante cible le CMH Il dans les endosomes. Une fois
dans ces compartiments acides, |i est dégradé, permettant la liaison de peptides de forte
affinité qui seront ensuite présentés aux cellules T CD4+. Chez les souris déficientes en li
murin (mli), le CMH Il présente une conformation non compacte typique des molécules
vides ou liées faiblement a un peptide. Le transport du CMH Il est aberrant ce qui conduit
a une réduction de son expression en surface ainsi qu’a un défaut de présentation
antigénique. De plus, li diversifie le répertoire de peptides et assure la sélection thymique
des cellules T CD4+. Enfin, il a un role dans la maturation des cellules B et les souris
déficientes en li présentent des nombres réduits de cellules B matures folliculaires (FO).
L'isoforme mineure humaine p35 (lip35) n’existe pas chez la souris et posséde une
extension cytoplasmique de 16 acides aminés contenant un motif R-x-R de rétention dans
le RE. La sortie du RE est conditionnelle a la liaison du CMH Il qui permet de masquer le
motif de rétention. lip35 agit comme dominant et impose la rétention aux autres
isoformes d’li.

Cependant, le réle physiologique du motif R-x-R et, plus globalement, celui d’lip35,
demeurent nébuleux. Pour mieux cerner la fonction d’lip35, nous avons généré des souris
transgéniques (Tg) exprimant I'isoforme humaine lip35 et avons analysé la conformation
et le trafic du CMH 1, la sélection thymique et la maturation des cellules B ainsi que la
présentation antigénique.

Nos résultats ont démontré qu’lip35 favorise I'assemblage du CMH Il dans le RE. Il
induit également une conformation compacte du CMH Il et augmente |'expression du

CMH Il en surface. De plus, lip35 cible le CMH Il dans les endosomes ol un peptide de
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forte affinité se lie dans la niche peptidique. Par ailleurs, lip35 diversifie le répertoire de
peptides et rétablit totalement la sélection des cellules T CD4+ ainsi que le niveau
d’expression du TCR de ces dernieres. lip35 restaure également la présentation
antigénique de I'ovalbumine dont la présentation requiert I'expression d’li. Par contre,
lip35 rétablit la présentation des superantigénes mais a un niveau moindre que celui des
souris sauvages. Ensuite, lip35 permet le rétablissement de la sélection des cellules iNKT
démontrant qu’il assiste la présentation des lipides par les molécules CD1d. Enfin, les
résultats ont démontré qu’lip35 restaure le développement des cellules B matures
folliculaires (FO) mais pas celui des cellules B de la zone marginale. Ceci suggéere qu’lip35
est capable d’induire le développement des cellules FO sans stimulation préalable par le
MIF (macrophage migration inhibitory factor).

Ainsi, 'ensemble de ces résultats démontre qu’lip35 est fonctionnel et assure la
majorité des fonctions d’li. Cependant, lip35 ne remplace pas mli endogene concernant la

maturation des cellules B MZ suggérant qu’il pourrait avoir un role de régulateur.

Mots-clés : lip35, CD74, chaine invariante, présentation antigénique, CMH Il, souris

transgéniques, motif R-x-R, sélection thymique, développement des cellules B.
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Abstract

The invariant chain (li; CD74) is a type Il membrane protein which plays a key role
in antigen presentation as well as acting as a receptor for the cytokine MIF (macrophage
migration inhibitory factor). In the endoplasmic reticulum (ER), li assists the folding of
MHC Il and prevents the loading of nascent polypeptides in the peptide-binding groove.
Di-leucine-like motifs contained in the li cytoplasmic tail target the MHC Il-li complexes in
the endocytic pathway. Once in low pH-endosomes, li is degraded allowing the binding of
a high affinity peptide which is then presented on cell surface to CD4+ T cells. In li
deficient mice, MHC 1l displays a “floppy” conformation typical of empty molecules or is
loosely bound with peptides. The transport is aberrant leading to decreased surface
expression of MHC Il and defective antigenic presentation. Also, the lack of li restricts the
peptide repertoire and impairs thymic selection of CD4+ T cells. Moreover, li regulates B
cells maturation and li deficient mice display reduced numbers of mature follicular B cells
(FO). The human minor p35 isoform (lip35) does not exist in mice and displays a 16 amino
acids N-terminal cytoplasmic extension containing a di-arginine (R-x-R) motif causing ER
retention and acting as dominant in heterotrimeric complexes with lip33. Upon binding to
MHC Il, the retention motif is masked, which allows the complexes to egress from the ER.

The physiological role of the R-x-R motif is poorly understood. To shed light on
lip35 function, we generated transgenic mice expressing lip35 and analyzed the
conformation and traffic of MHC Il, the thymic selection and the development of B cells as
well as the antigenic presentation.

Our results showed that lip35 generates an MHC Il in the right conformation and
increases MHC Il surface expression. Also, lip35 targets MHC Il into endosomes where
high affinity peptides bind to the groove. We also showed that lip35 diversifies the
peptide repertoire and fully restores thymic selection of CD4+ T cells as well as the TCR

levels on these cells. Then, lip35 ensures presentation of the li-dependent antigen
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ovalbumin but does not totally rescue the presentation of superantigens. Interestingly,
thymic selection of the iNKT cells is fully restored showing that lip35 assists with lipids
presentation by CD1d. Finally, lip35 allows B cells to develope into FO B cells but does not
support marginal zone (MZ) B cells maturation. This result suggests that MIF stimulation is
not a prerequisite for FO B cells development.

Altogether, these results showed that lip35 is functional and has most of the CD74
functions. However, it cannot replace the endogenous |i regarding the MZ B cells
maturation suggesting that lip35 could have regulatory functions by modulating the

development of some cells.

Keywords: lip35, CD74, antigenic presentation, MHC Il, transgenic mice, R-x-R

motif, thymic selection, B cells development.
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Chapitre 1. Revue de Littérature

1.1. Le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH)

Le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) tire son nom de son implication
dans les rejets de greffes. Il a été découvert par Peter Gorer et George D. Snell (chez la
souris)” % et Jean Dausset (chez I'humain).® Snell et Dausset ont tous deux recu le prix
Nobel de physiologie/médecine en 1980 pour leurs travaux. Les molécules du CMH sont
des glycoprotéines essentielles pour la discrimination entre le soi et le non-soi. Ces
molécules sont trés conservées au sein des mammiféres.* > Il existe deux grandes familles
parmi le CMH : le CMH de classe | (CMH 1) et le CMH de classe Il (CMH Il) qui présentent
des similitudes notamment au niveau de leur structure, leurs fonctions et leur
organisation génomique.

Chez I’humain, le locus du CMH est localisé sur le bras court du chromosome 6 et
code pour les molécules appelées HLA (human leucotycte antigen)® alors que chez la

souris, il est situé sur le chromosome 17 et code pour les molécules H-2 (Figure 1-1).”®



Gene structure of the human MHC
HLA
1
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Figure 1-1 : Organisation des génes du CMH chez I’humain et la souris.

Les génes du CMH | sont représentés en rouge et ceux du CMH Il en jaunes. Les génes identifiés en
vert et violet sont des genes codant des protéines associées a la présentation antigénique. Chez
I’humain et la souris, le CMH | comporte trois génes différents, HLA-A, -B et -C pour les humains et
H2-K, -D et —L chez la souris. IlIs codent la chaine lourde des molécules du CMH | tandis que la B2-
microglobline est codé par un géne situé sur un autre chromosome. Les genes A et B du CMH |l
codent les chaines o et B des molécules classiques et non classiques du CMH II. Les molécules
classiques humaines sont HLA-DR, -DP et -DQ et celles de souris sont H2-A et —E. Les molécules
non classiques sont HLA-DO et -DM chez les humains et H2-O et -DM (ou H2-M) chez la souris. Tiré
de’.

1.1.1. Le CMH de classe |

La cristallisation du CMH | a permis d’élucider en détail la structure du complexe. Il
se présente sous la forme d’un hétérodimere composé d’une chaine lourde associée de
maniére non covalente a une chaine légere, la B2-microglobuline. Cette derniere est
soluble, non polymorphique et est codée a I'extérieur du locus du CMH (sur le

10, 11

chromosome 15 chez 'lhomme et deux chez la souris). La chaine lourde est une



glycoprotéine ancrée dans la membrane cellulaire et qui comporte trois domaines

extracellulaires, o1, o2 et a3, suivis d’'un domaine transmembranaire et d’une courte

12,13

queue cytoplasmique. Les domaines a1 et o2 forment la niche peptidique composée

14,15
L

de deux hélices o et d’un plancher formé de huit feuillets . ‘assemblage a lieu dans

le réticulum endoplasmique (RE) ou un peptide d’environ huit ou neuf acides aminés de
long va se lier dans la niche peptidique du complexe.*®*’

Le CMH | est exprimé par toutes les cellules nuclées mais le niveau d’expression

varie selon les différents tissus.”® *° L’expression est principalement modulée au niveau
transcriptionnel. L'expression du CMH | est induite a la fois par I'IFNo/p et I'IFNy.ZO’ 2t
22-24

L'induction peut étre directe ou via I'induction du CIITA (MHC class Il transactivator).

Dans la plupart des espeéces, la chaine lourde est codée par trois génes (HLA-A, -B
et -C chez I’humain et H2-K, -D et -L chez la souris) qui sont hautement polymorphiques et
qui conduisent a une grande diversité de niches peptides reconnaissant des peptides
uniques.” Certains alléles du CMH sont liés & des pathologies particuliéres ou conférent
un phénotype plus dramatique a la maladie. Par exemple, I'allele HLA-B27 est fortement
lié a la spondylarthrite ankylosante.?® A contrario, cet alléle a un role protecteur face 3
I'infection par le virus de I’hépatite C.*” Bien souvent, la nature de ce lien, entre certains

alleles du CMH et des pathologies, demeure nébuleuse.

1.1.2. Le CMH de classe Il
1.1.2.1. Les genes du CMH de classe Il

Le locus du CMH contient plus de 200 genes dont au moins 40 codent pour les
chaines o et B qui composent les molécules HLA. Les autres génes ont généralement une
fonction liée a la présentation antigénique.® Parmi les molécules HLA, les molécules
classiqgues comprennent trois isotypes chez I’humain : HLA-DR (DR), HLA-DP (DP) et HLA-
DQ (DQ), et deux chez la souris H2-A (ou I-A) et H2-E (ou I-E) (Figure 1-2).* Briévement, ces



molécules classiques du CMH Il sont des hétérodimeres composés d’une chaine o et d'une
chaine [3 liées de maniére non covalente pour former une niche permettant la liaison de
peptides. Les molécules non classiques sont HLA-DM (DM) et HLA-DO (DO) chez I’'homme,
H2-DM et H2-O chez la souris.?® *° Contrairement aux molécules classiques, elles ont une
niche plus resserrée qui ne peut pas lier de peptides. Leur role est de réguler la

présentation antigénique en modulant la liaison de peptides sur les molécules classiques

2

(Figure 1-2).

HLA-DR HLA-DM HLA-DO

Figure 1-2 : Structure des molécules du CMH Il chez ’humain.

Chez I’humain, les molécules classiques du CMH Il sont HLA-DR, -DP et —DQ (représentés sur la
figure par HLA-DR). Ce sont des hétérodiméres composés des chaines o et B dont I’association non
covalente forme une niche qui permet la liaison de peptides. Les molécules non classiques HLA-
DM et HLA-DO sont également des diméres formés d’une chaine o et d’une chaine B mais,
contrairement aux molécules classiques, ne peuvent pas lier de peptides. Elles modulent la liaison
de peptides sur les molécules classiques. Chez la souris les molécules classiques du CMH Il sont
H2-A et H2-E et les molécules non classiques sont H2-DM et H2-0. Modifié de *°.

En plus d’étre polygéniques, les molécules HLA sont extrémement polymorphiques
et la chaine B est généralement plus variable que la chaine o.*" ** Ce polymorphisme est
surtout concentré dans la niche peptidique afin de pouvoir lier la plus grande diversité de

peptides possible dans le but de lutter contre un maximum de pathogénes.® Les



molécules non classiques, elles, sont pratiquement invariantes.>® Les chaines o et B sont
codées par des génes séparés qui peuvent avoir des duplications fonctionnelles (c’est le
cas de DRpB) ou de type pseudo-génes non fonctionnels.® Le géne H2-DM chez la souris

34, 35

posséde deux genes fonctionnels. La recombinaison génétique, au sein du CMH I, se

fait principalement au niveau de « points chauds »*° afin d’éviter des associations entre

36 37

chaines a et B qui ne s’apparieraient pas efficacement. Le CMH Il est crucial pour le

systeme immunitaire et son expression doit étre tres finement régulée.

1.1.2.2.  Larégulation de I'expression du CMH de classe Il

Les molécules du CMH Il, contrairement a celles du CMH |, sont exprimées de
maniére constitutive seulement dans les cellules présentatrices d’antigénes (APC)*® telles
que les cellules B, les cellules dendritiques (DC), les macrophages et les cellules
épithéliales thymiques (TEC). Dans ces cellules ainsi que dans la majorité des autres types
cellulaires, I'expression est induite par I’IFNy.39

La régulation de I'expression se fait principalement au niveau transcriptionnel et se
fait conjointement a celle des molécules non classiques DO* et DM*! ainsi que la chaine
invariante.*? Cette derniére a un réle de chaperon pour les molécules HLA mais elle n’est
pas codée par le CMH Il et a une structure différente des molécules HLA. Cependant, son
expression est régulée de maniere similaire a celle des molécules du CMH Il. Le contréle
de I'expression se fait grace a un élément de régulation, trés conservé, situé en amont du
site d’initiation de la transcription. Ce module contient quatre éléments appelés W (ou S
ou Z soit W/S/Z), X1, X2 et Y (Figure 1-3). Des protéines liant 'ADN interagissent
spécifiquement avec ces domaines. Ainsi, I'élément Y lie le facteur NF-Y (ou CBF) composé
des sous-unités A, B et C.** La région X1 s’associe avec le complexe RFX formé des
protéines RFX-B/RFXANK, RFXAP et RFX-5.** La protéine CREB lie la boite X2 et interagit

45, 46

avec RFX qui lie aussi NF-Y. Ce complexe de protéines constitue le transcriptosome qui



est inactif en absence du CIITA (aussi appelé C2TA chez la souris). Le CIITA ne lie pas I’ADN

directement mais s’associe avec les protéines qui forment le transcriptosome ce qui induit

47,48

I'initiation de la transcription (Figure 1-3).

CIITA

(hautement régulé)

Transcriptosome
(protéines ubiquitaires)

Transcription

Geénes codant le CMH I
et la chaine invariante

Figure 1-3 : Le contréle de la transcription du CMH II.

Les promoteurs des molécules classiques, non classiques et de la chaine invariante sont tres
conservés et possedent un module régulateur en amont du promoteur. Ce module contient quatre
éléments : W/S, X1, X2 et Y sur lesquels viennent se fixer des protéines liant ’ADN qui sont
exprimées de maniére constitutives. Le complexe RFX lie I’élément X1, la protéine CREB lie X2
alors que I’hétérotrimere NF-Y lie la boite Y. Ce gros complexe de protéines forme le
transcriptosome auquel vient s’associer le transactivateur CHTA dont I'expression est trés
controlée. La liaison du CIITA sur le transcriptosome induit I'initiation de la transcription des génes
du CMH 1. Adapté de * et *°.

Cependant, les protéines du transcriptosome sont exprimées de maniére
constitutive et ne permettent donc pas le controle spécifique de I'expression du CMH II.
Cette spécificité est due au CIITA.>" Le spectre d’expression du CIITA est similaire a celui du
CMH II. A I'instar du CMH I, la transcription du CIITA est induite par I'IFNYy, le LPS ou I'lL-4

et est réprimée par I'IFNP, I'IL-10 ou le TGFB.>> >

L’expression spécifigue du CMH Il dans
certains types cellulaires ainsi que son induction par I'lIFNy, dépend donc de I’activation du
CIITA.38 54 55

La régulation de ce transactivateur se fait surtout au niveau transcriptionnel. Le

géne posséde quatre promoteurs : pl, pll, plll et plV, produisant trois ARN différents ; le



promoteur pll ayant une fonction inconnue.”® Ils sont tous les trois inductibles & I’IFN\(57
mais ont une utilisation spécifique différente. Les études sur les souris déficientes en un,

ou plusieurs promoteurs ont permis de décrypter la fonction de chacun.>® >

Le promoteur
pl produit la majorité des ARN dans la majorité des populations et permet, a lui seul, une
expression pratiquement normale du CMH 1.8 1l est un peu plus efficace que les autres
pour induire la transcription de DR.> Le promoteur plV a un réle clé dans I'expression
induite par I'IFNY. Bien que les promoteurs pl et plll soient aussi inductibles, I'absence du
plV provoque une insensibilité a linduction par I'IFNy dans les cellules non

hématopoiétiques et une expression quasi nulle dans les TEC.?® >

Quant au promoteur
plll, il est crucial pour I'expression du CMH Il dans toutes les populations de cellules B, in
vivo.”* Lors de la différenciation des cellules B en plasmocytes et lors de la maturation des
DC, I'expression du CIITA est réprimée via le plll.>® Ce promoteur est aussi responsable de
I’expression du CMH Il dans les cellules T activées humaines alors que les cellules murines

%061 | "expression du CIITA peut également étre contrdlée

n’en expriment pas ou tres peu.
au niveau épigénétique. Par exemple, la méthylation du promoteur supprime |'expression
du CIITA.®? De plus, des modifications post-traductionnelles peuvent réguler son activité.

63,84 alors que I'ubiquitination

La phosphorylation peut augmenter ou réduire sa fonction,
. ST . . 65
accroit sa capacité d’activation.
Le CIITA est donc la piéce maitresse du controle de I'expression du CMH Il et sa
régulation fine permet d’assurer la meilleure réponse possible contre les pathogenes.
Inversement, il est une cible de choix utilisée par certains micro-organismes pour

contourner le systéme immunitaire.®® ®’

1.1.2.3. La structure des molécules du CMH Il

Le CMH Il est un hétérodimeére transmembranaire de type | composé d’une chaine

o de 32 kDa et d’une chaine B de 29 kDa qui sont liées de maniére non covalente. Chaque



chaine posséde quatre domaines codés par des exons différents.®® Il y a deux domaines
extracellulaires (o1, o2 pour la chaine o ; B1 et B2 pour la chaine ), une région
transmembranaire et une queue cytoplasmique.®® Les domaines o1 et B1 forment la niche

peptidique (Figure 1-4).

N > peptide

o1 B1
domaines
extracellulaires

a2

7 domaines
1 transmembranaires

queues
cytoplasmiques

Chaine o Chaine B

HLA-DR

Figure 1-4 : Structure du CMH de classe Il.
Le CMH Il est formé des chaines o et 3 liées non covalemment. Les domaines extracellulaires ol et
B1 forment la niche peptidique. Les deux chaines sont ancrées dans la membrane.

La niche peptidique est composée de deux hélices o. entourant un plancher de huit
feuillets B anti-paralléles formant une « fente » dans laquelle vient se loger le peptide. La
niche, ouverte aux jonctions o et B, permet d’accommoder des peptides de 13 a 18 acides
aminés de long.”

La structure tridimensionnelle des complexes peptide-CMH Il (pCMH 1) a été

élucidée grace, entre autres, a des constructions fusionnant le peptide et le CMH Il en une



seule chaine. Ainsi, les molécules humaines HLA-DR1,”" 7> HLA-DR3 et —DR4,”*> ’* ainsi que

les chaines murines I—Ak, I—Ad, I-A87 et |-EX 7> 7®

ont été cristallisées et ont permis de révéler
la structure de la niche et de son peptide lié. Pour comprendre le mécanisme de liaison, il
faut savoir que les peptides sont formés d’une chaine principale, le squelette ; et de
chaines latérales qui sont des résidus placés de part et d’autres du squelette. La niche
peptidique, quant a elle, présente, sur toute la longueur de la fente, des cavités appelées

les « poches » (Figure 1-5).

HLA-DR

chaine o

uR76
<— peptide

Figure 1-5 : La structure tridimensionnelle de la niche peptide.

La niche peptidique est composée de deux hélices o entourant un plancher de huit feuillets 3 anti-
paralléles et elle permet d’accommoder des peptides de 13 a 18 résidus. En vert sont identifiés les
résidus du peptide en contact avec le CMH Il au niveau des principaux points d’ancrages. Les
résidus du CMH Il qui forment des ponts hydrogénes sont numérotés. Les numéros sont précédés
des lettres o, ou B indiquant qu’ils sont situés sur la chaine o ou B respectivement. Modifié de .

Des ponts hydrogénes sont formés entre le squelette du peptide et des résidus du
CMH Il qui sont trés conservés, permettant ainsi la stabilisation du complexe.’”® Cette
connexion est indépendante des chaines latérales du peptide et permet la liaison de
n‘importe quel peptide ayant une structure du squelette adéquate. Ensuite, les chaines

latérales du peptide sont accommodées dans les poches tout au long de la niche
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peptidique du CMH I11.”° La majorité des peptides retrouvés dans la niche ont des résidus
conservés a des positions particuliéres car certaines poches sont trées restrictives quant a
la séquence gu’elles lient et sont caractéristiques des différents isotypes. Ce sont les
points d’ancrage primaires des chaines latérales. Les autres poches n’ont pas de
préférence aussi stricte pour la liaison mais modulent I'affinité des complexes pCMH II. Ce

8081 | 3 liaison du peptide au CMH Il aboutit a une

sont les points d’ancrage secondaires.
structure compacte qui place le peptide au centre de la surface de liaison du TCR
(récepteur des cellules T). Ainsi, le TCR est orienté en diagonale sur la surface du pCMH II.
Les six régions CDR (complementary determining region) du TCR font des contacts avec le

82, 83

peptide et le CMH II. La liaison du TCR sur le pCMH Il est trés conservée méme s'il y a

des ajustements et de la flexibilité pour permettre une liaison TCR/pCMH Il optimale et

initier la signalisation.®*®

1.2. La présentation antigénique
1.2.1. La présentation par le CMH de classe |

Les molécules du CMH | présentent principalement des antigénes cytosoliques aux
cellules T CD8+.
Les peptides présentés par le CMH | proviennent de la dégradation de protéines par le
protéasome. lls peuvent étre issus de protéines en fin de vie mais aussi de protéines non
fonctionnelles (DRiPs, defective ribosomal products) résultant d’'une mauvaise
transcription ou traduction d’un cadre de lecture alternatif ou encore d’un échec de
I'assemblage de grosses protéines.®® ®’ Ces protéines sont dégradées immédiatement
aprés traduction afin d’éviter la formation d’agrégats.®® La protéolyse peut se faire de
deux manieres : par la dégradation par le protéasome ou par autophagie. Le protéasome

26S génere des peptides d’une longueur de 4 a 15 résidus qui doivent ensuite subir un



11

89-91

clivage final a I'extrémité amino-terminale. Dans les APC induites par I'IFNy, le

protéasome « constitutif » est transformé en « immunoprotéasome », plus actif pour

92-94

prévenir la formation d’agrégats néfastes pour la viabilité cellulaire. L’autophagie est

un autre mécanisme permettant de cataboliser des protéines. Des parties de cytosols,
contenant les protéines a éliminer, sont emprisonnées dans des grosses vacuoles : les
autophagosomes. |Ils fusionnent ensuite avec les lysosomes pour former des
phagolysosomes capables de digérer le contenu cytoplasmique séquestré.”> *° L'induction
de I'autophagie peut accroitre la présentation antigénique par le CMH | et ainsi augmenter
I"activation des cellules T CD8+, comme c’est le cas dans les macrophages infectés par le
virus de I'Herpeés simplex.”’

Les peptides générés dans le cytoplasme doivent ensuite étre relocalisés dans le RE
ou aura lieu I'assemblage avec les molécules du CMH |. Cette tache incombe au

98, 99
L

transporteur TAP qui pompe des peptides de 8 a 16 résidus, du cytosol vers le RE. es

peptides subissent alors un ultime clivage effectué par des aminopeptidases (ERAP1 et 2

100-102

chez ’'homme et ERAAP chez la souris). En absence de peptides, les chaines lourdes

du CMH | sont stabilisées par la calnexine qui favorise le repliement des glycoprotéines.'®®
Lors de la liaison a la chaine légére B2-microglobuline, la calnexine est remplacée par la
calreticuline et les protéines ERp57 et PDI.***'% Ce complexe se lie ensuite a la pompe

TAP via la tapasine.’”” Ce multi-complexe est appelé le complexe de chargement de

108

peptide (PLC, peptide loading complex).” Le PLC s’assure de la bonne liaison du peptide

sur le CMH I. Cette liaison va induire une conformation stable du complexe et permettre le

relachement des protéines chaperons. Les complexes migrent ensuite hors du RE vers la

109

surface afin de présenter le peptide aux cellules T CD8+.7" Les peptides présentés par le

CMH | peuvent également provenir de cellules avoisinantes, par exemple des cellules

infectées. Le transfert de peptides du cytosol d’une cellule a I'autre se fait via des

110

jonctions laches.”™ Ainsi, une cellule apoptotique, dont les caspases ont généré des
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peptides, peut transférer ces derniers a une cellule voisine qui pourra effectuer la

présentation.'™

1.2.2. La présentation par le CMH de classe Il

Le CMH 1l est chargé de présenter les antigénes exogénes aux récepteurs des
cellules T CD4+.
Le CMH Il et la chaine invariante (li ; CD74) s’associent dans le RE. Les deux chaines a et B
du CMH Il s’assemblent en un dimére qui lie un trimeére préformé de chaine invariante.'*?
Les complexes sortent du RE, maturent dans le Golgi puis sont ciblés dans la voie

endosomale grace au motif di-leucine contenu dans la queue cytoplasmique de la chaine

invariante, 1311

Les endosomes tardifs ou lysosomes sont des organelles caractérisées par un pH

116

plus acide et dans lesquels sont dégradés les antigenes.”™ Dans les APC, ils sont riches en

CMH 11, li, HLA-DM, HLA-DO et cathepsines et sont appelés les MIIC (MHC Il

compartments). C’est ici qu’a lieu le chargement de peptides sur le CMH | 127, 118

Initialement identifiés comme des corps multi-lamellaires (MLB, multilamelar bodies), ils

peuvent aussi avoir une morphologie multi-vésiculaire (MVB, multivesicular bodies)

120

suivant leur stade de maturation.'* Pour plus de clarté, les endosomes

tardifs/lysosomes seront nommés endosomes ou MIIC pour la suite du texte.
Dans ces MIIC, li est dégradé séquentiellement jusqu’au CLIP (class ll-associated
invariant chain peptide), logé dans la niche, dont I'’échange pour un peptide de forte

121-123

affinité est catalysé par DM. DM est une molécule non classique du CMH Il qui a une

structure semblable mais qui ne peut pas lier de peptide car sa niche est « fermée » par

124,125 E||e est nécessaire pour la dissociation du

les contacts entre les domaines al et B1.
CLIP avec le CMH 1I, en particulier pour les alléles qui ont une forte affinité pour le CLIP

comme HLA-DR1 ou I-A”.?® 2 DM induit aussi la dissociation de n‘importe quel peptide
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128-130

afin de favoriser la liaison de peptide ayant une forte affinité pour le CMH Il etil a

131, 132

donc un role d’édition qui faconne le répertoire de peptide. De plus, DM a un réle de

133-135

chaperon qui stabilise le CMH Il vide. En effet, le CMH Il non lié a un peptide est tres

instable et I'association avec DM prévient son agrégation et le maintient dans une

136-138

conformation réceptive au peptide. Les complexes migrent ensuite a la surface

cellulaire pour procéder a la présentation aux cellules T CD4 (Figure 1-6).

CD4*Tcell
Exogenous

protein

Protease
Eaﬂ@

endosome \

Figure 1-6 : La présentation antigénique par le CMH de classe Il.

Le CMH Il et la chaine invariante s’assemblent dans le réticulum endoplasmique (ER). La chaine
invariante cible les complexes vers les MIIC, soit directement soit via la surface cellulaire. Les
protéines exogenes sont aussi internalisées dans les endosomes pour étre dégradées en peptide.
Dans les MIIC, la chaine invariante est clivée puis HLA-DM catalyse I"échange du CLIP pour un
peptide exogéne de forte affinité. Les complexes peptide-CMH Il migrent vers la surface ou a lieu

la présentation aux cellules T CD4+. Tiré de ™.
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1.2.3. La présentation croisée

La présentation croisée est un phénomene surtout observé dans les DC mais qui

peut avoir lieu dans d’autres types cellulaires comme les macrophages ou les cellules B.***

142 C’est le processus par lequel les molécules du CMH | présentent des antigénes d’origine

143, 144

exogene. La présentation croisée est nécessaire pour lI'induction de nombreuses

réponses immunitaires médiées par les cellules T, incluant celles contre les virus, les

bactéries et les tumeurs.'*

De plus, elle permet une réponse anti-virale lorsque seules les
cellules non-hématopoiétiques sont infectées.’*® La présentation croisée implique une
communication entre la voie endosomale d’un c6té, et le cytosol et le RE de I'autre. Le
mécanisme précis de cette transmission demeure incertain, mais deux principales voies
ont été proposées.

Dans la premiere voie, dite « cytosolique », les antigénes internalisés pourraient
accéder au cytosol directement apreés internalisation ou étre transportés dans le cytosol

147-1%9 | es antigénes alors contenus dans le

par un mécanisme de rétro-translocation du RE.
cytosol, sont transportés dans le RE par la pompe TAP et sont ensuite chargés sur le CMH |
de la méme maniére que dans la voie classique.

Dans le cas de la voie dite «vacuolaire », la présentation croisée se fait

! Dans les endosomes, les

indépendamment de la pompe TAP ou du protéasome.”
antigenes internalisés sont dégradés en peptides qui lient la niche peptidique du
CMH 1.%%* La provenance des molécules du CMH | retrouvées dans les endosomes est
encore sujette a débat et deux voies ont été proposées. Premierement, le CMH | pourrait
8tre transporté directement du RE dans les endomes.™ Deuxiémement, il pourrait &tre
exprimé en surface puis étre internalisé dans les endosomes grace au motif tyrosine

155, 156 145

contenu dans sa queue cytoplasmique. L'équipe de Jefferies a également

démontré que la chaine invariante, qui posséde un motif de ciblage aux endosomes et se
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lie au CMH 1,*>”" 18 3 un réle essentiel dans le ciblage du CMH I dans la voie endosomale et

par conséquent est essentielle pour la présentation croisée par la voie vacuolaire.”® **°

1.2.4. La présentation des lipides par les molécules CD1

Les molécules CD1 sont chargées de présenter des antigénes lipidiques aux
cellules T. Chez I’humain, il y a cinq isoformes : CD1a, CD1b, CD1c, CD1d et CD1le. Chez la
souris, seule I'isoforme CD1d est présente.161 Les molécules CD1a, CD1b et CD1c font
partie du groupe | et interagissent avec les cellules T conventionnelles exprimant un
TCRoc[S.162 Le groupe Il comporte seulement l'isoforme CD1d qui interagit avec des
cellules T, dites iNKT, qui expriment le TCR invariant Vo24 (chez les humains) ou Va14
(chez les souris).’®® Uisoforme CD1e est différente des autres isoformes et n’appartient a
aucun des deux groupes. Elle n’est pas exprimée en surface et ne présente pas de lipides
mais joue un réle d’édition du repertoire de peptides lipidiques.®*

Les différentes isoformes CD1 ont un trafic intracellulaire qui leur est propre.

Cependant, excepté CD1e, elles sont toutes exprimées en surface et recyclées dans la voie

165

endosomale grace au motif tyrosine contenu dans leur queue cytoplasmique.™ Les

isoformes CD1b, CD1c et CD1d sont directement exprimées en surface puis internalisées

165-168

dans les endosomes via |'adaptateur AP2 et la clathrine. La molécule CD1d murine

166, 169-171

utilise les adaptateurs AP2 et AP3. . Dans les lysosomes, les molécules CD1

chargent des lipides antigéniques et les complexes migrent ensuite a la surface pour la

172

présentation antigénique aux cellules T.”’° Cependant, certains lipides sont chargés

directement a la surface cellulaire, comme I'agoniste des iNKT, le oiGalactosideCeramide

(aGalCer) qui lie CD1d.'” Le trafic intracellulaire de CD1a et CD1d (humain et murin) est

également controlé par la chaine invariante (li, associée ou non avec le CMH 11.*%% *7* En

effet, CD1a et CD1d s’associent avec li dans le RE, ce qui leur permet d’étre ciblés dans les

167, 175

endosomes et d’étre recyclés via la surface. Cette voie est dépendante des
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174,176 Néanmoins, CD1d est capable de

cathepsines S et L qui clivent la chaine invariante.
migrer dans les endosomes méme en absence de li et présente alors un lipide, quel que
soit son trafic (via les endosomes ou directement a la surface).”” En présence d’li, CD1d

167

est ciblé dans les endosomes ou il lie 'antigéne, avant de rejoindre la surface.”™" Enfin, la

présentation des complexes antigéne/CD1d est essentielle pour le maintien de

178

I"homéostasie des cellules iNKT. Les souris déficientes en chaine invariante ont un

nombre de cellules iNKT trés réduit.!”®

1.3. La chaine invariante

1.3.1. Les genes de la chaine invariante et la régulation de

I'expression

La chaine invariante de souris a été découverte en 1978 par |'équipe de MacDevitt
qui a immunoprécipité cette protéine en utilisant des anticorps anti-CMH Il. Ils ont

180,181 Dans les deux cas, il s’agit d’une protéine non

identifié la forme humaine peu apres.
polymorphique qui est codée en dehors du locus du CMH Il et qui possede son propre
promoteur. Chez la souris, le gene est situé sur le chromosome 18 et chez I'homme, sur le

chromosome 5.18% 18 184

Comme le CMH IlI, la chaine invariante est exprimée
constitutivement dans les cellules B, les DC, les macrophages et les monocytes, ainsi que
dans les cellules épithéliales thymiques (TEC). Elle est également exprimée par des cellules

non-APC telles que les cellules épithéliales gastriques.'®

Son expression est induite par
des cytokines telles que I'IFNY et le TNFo, entre autres.’®*® '’ Les génes du CMH Il et d'li
sont régulés conjointement et de maniéere assez similaire. En amont du promoteur de la
chaine invariante se trouve le module de régulation comprenant les éléments W/S/Z, X1,
X2 et Y qu’on retrouve également au niveau des génes du CMH Il (voir section 1.1.2.2). Par

contre, la chaine invariante peut étre exprimée en absence du CMH Il dans les
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188,189 ~otte

lymphocytes B immatures, les plasmocytes ou encore les cellules épithéliales.
expression spécifique de la chaine invariante et différente de celle du CMH Il est due a un

contrble de la transcription d’li qui lui est propre. En effet, le promoteur de la chaine

190, 191

invariante contient deux sites de liaison a NF-xB et un a Sp1. La liaison de ces sites

192 De

par les facteurs de transcription permet I'induction de la transcription du gene d’li.
plus, dans le premier intron du gene d’li se trouve un autre élément de régulation qui
permet I'activation spécifique de la transcription.™®* Ces différents éléments de régulation

permettent le contréle de I'expression spécifique d’li de maniere indépendante du CMH II.

1.3.2. Structure de la chaine invariante

Il existe quatre isoformes de la chaine invariante chez 'homme : lip33, lip35, lip41
et lip43; et deux seulement chez la souris : lip31 et lip41.*** Le géne contient neuf exons et
un épissage alternatif de I'exon 6b conduit a la synthése de deux ARN messagers
différents. lls codent les protéines lip31 et lip41l chez la souris (lip33 et lip41l chez
I'humain) de 31(33) kDa et 41kDa respectivement (Figure 1-7). L’exon 6b code pour un

195-197

domaine extracellulaire contenu dans lip41l et lip43. Les isoformes lip31 ou lip33

198,199 chez I’lhomme, et sur les

sont cing fois plus exprimées que les formes lip41 et lip43.
deux ARNm, un codon AUG situé 48b en amont du site de traduction habituel conduit a la
production des isoformes lip35 et lip43 qui contiennent une extension de 16 acides
aminés de la queue cytoplasmique. La forme humaine lip33 est cing fois plus abondante

112, 196-198, 200, 201 Ajnsj |3 forme lip41 a un domaine extracellulaire supplémentaire,

qu’lip35.
la forme lip35 a une queue cytoplasmique plus longue et la forme lip43 a les deux (Figure

1-7).
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Figure 1-7 : Epissage et traduction alternatifs de FARNm de la chaine invariante conduisant aux
quatre isoformes.

L'ARNm de la chaine invariante subit un épissage alternatif de I'exon 6b qui conduit a la
production de deux ARNm différents. Deux sites d’initiation de la traduction sur chague ARNm
conduisent a la synthese des formes lip33 et lip35 d’une part et des formes lip41 et lip43 d’autre

part. Les formes lip35 et lip43 ont une extension de leur queue cytoplasmique alors que les formes

lip41 et lip43 ont un domaine extracellulaire supplémentaire. Modifié de **%.

La chaine invariante est une glycoprotéine membranaire de type I, non
polymorphique composée de différents domaines (Figure 1-8). Tout d’abord, en N-
terminal se trouve la région cytoplasmique de 28 acides aminés (pour les formes lip31,
lip33 et lip41), suivie d’'un domaine transmembranaire de 26 acides aminés hydrophobes
et enfin, une région extracellulaire, en C-terminal, de 160 acides aminés pour les formes
lip31, lip33 et lip35 et de 224 acides aminés pour les formes lip41 et lip43. Ce domaine
comprend la région CLIP formée des résidus 81 a 104 d’li et qui se loge dans la niche

202

peptidique du CMH I1.°°“ Les 64 acides aminés codés par I'exon 6b, retrouvés chez lip41 et

lip43, constituent un domaine riche en cystéines qui a une homologie de séquence avec

203

les éléments répétés thyroglobulines.” Cette séquence est trés conservée et possede
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88% d’homologie entre les souris et les humains. Les formes lip31 et lip33 partagent 70 a

80% d’homologie.”®

H. sapiens NH2-MDDQRDLISN NEQLPMLGRR PGAPESKCSR G

[ ]
M. musculus NH2-MDDQRDLISN HEQLPILGNR PREPER-CSR GAE

H. sapiens

M. musculus

H. sapiens

M. musculus

domaine
< domaine cytoplasmique >< transmembranaire >< domaine luminal —»
1

80

hautement flexible

- région CLIP 160

PKPPKPVSK MGALPQG PMQNATK
LPKSAKPVSQ IDNMLLG PVKNVTK
résistant aux protéases
exon 6b N
161 S— ? 216

ESLELEDP SSGLGVTKQD LGPVPM -COOH

EPLDMEDL SSGLGVTRQE LGQVTL -COOH

hautement flexible
e Motif di-leucine Y N-glycosylation
1 Coeur du CLIP { Chondroitin sulfate
* Reésidus d'ancrage @ Domaine de trimérisation
:}lc Site de clivage . Domaine transmembranaire

Figure 1-8 : Structure de la chaine invariante.

Les chaines invariantes humaines et murines sont des protéines de types Il composées de
plusieurs domaines. Tout d’abord, en N-terminal, se trouve le domaine cytoplasmique qui contient
le motif di-leucine de ciblage dans les endosomes (points noirs). Ensuite il y a le domaine
transmembranaire suivi du domaine luminal qui inclut la région CLIP, dont les résidus d’ancrages
sont identifiés par une étoile, et le domaine de trimérisation résistant aux protéases. Il y a deux
sites de glycosylation et un site de liaison du chondroitine sulfate (identifiés dans la Iégende).
L'exon 6b code pour une région (triangle) qui se situe juste apres le domaine de trimérisation

204

(zone grise). Modifié de “.



20

1.3.3. Synthese et assemblage de la chaine invariante avec le CMH I

La chaine invariante et le CMH Il s’associent dans le RE. La chaine invariante forme

d’abord un trimére, environ cing minutes aprés synthese. Ce trimére lie ensuite de un a

112, 205, 206

trois diméres a3 du CMH Il pour former les complexes 1i-CMH II. Des études ont

permis d’observer que la trimérisation d’li nécessitait une région située dans la partie

Y

extracellulaire commune a toutes les isoformes d’li. Ce ‘domaine de trimérisation’,
composé des résidus 118 a 192, est résistant aux protéases et est trés structuré. 2! ||
est organisé en hélices o sur-enroulées qui forment un échafaudage permettant la liaison

des hétérotrimeres oy du CMH Il (Figure 1-9).2%2

A B

Domaine de

trimérisation
C-ter

CLIP
RE
Cytosol
N-ter

Figure 1-9 : Modéle d’un trimére de chaine invariante.

A, Structure des domaines de trimérisation (118-192) d’li associés en trimére. La schématisation
est une vue de dessus du trimere. Chaque monomeére de la chaine invariante est coloré en vert,
bleu ou rouge. Les extrémités N- et C-terminales sont indiquées. Les extrémités pointent a
I’opposé du lecteur. Modifié de*. B, Schématisation d’un homotrimére de chaine invariante. Les
portions N-terminales sont dans le cytosol tandis que les extrémités C-terminales sont dans le RE.
La région CLIP et le domaine de trimérisation sont indiqués. Image dessinée par Jean-Simon Fortin.

Le domaine transmembranaire (TM) pourrait avoir un réle dans la trimérisation,
mais cela demeure controversé. Des chalnes invariantes mutées au niveau du TM, et en

particulier sur les résidus 47, 49 et 50, sont beaucoup moins efficaces pour former des
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triméres que les molécules sauvages.’*>*'® Cependant, une étude trés récente de Majera
et ses collaborateurs a montré que la chaine invariante pouvait trimériser méme lorsque
le domaine TM était tronqué. lls suggérent que les mutations ponctuelles utilisées dans les
autres études pourraient détruire les interactions entre les hélices transmembranaires et

ainsi modifier I'orientation de la partie luminale d’li ce qui aurait pour conséquence

217

d’empécher la trimérisation.””" Il est possible que le domaine TM ne soit pas absolument

requis pour la trimérisation mais stabilise le complexe et facilite la formation du trimere.

La chaine invariante est synthétisée en excés donc toutes les molécules du CMH Il sont

113, 218, 219

liées a li dans les conditions physiologiques. Les paires o3 du CMH 1l se lient

205, 217, 220, 221

successivement a I'échafaudage du trimere d’li. La déstabilisation du trimere

d’li empéche la formation du complexe avec le CMH Il (Figure 1-10).%*

( /

\\‘T

Q

RE

Cytosol

Chaine o Chaine §

Figure 1-10 : Schématisation du complexe li-CMH II.

La chaine invariante (jaune) forme un trimére qui se lie ensuite aux chaines a et f du CMH Il (verte
et bleue respectivement). Pour plus de clarté, cette figure montre le CMH Il lié a une seule chaine
invariante. La région CLIP se loge dans la niche peptidique du CMH II. Image dessinée par Jean-
Simon Fortin.

De nombreuses études ont permis d’élucider la structure tridimensionnelle des

complexes pCMH Il ou CLIP-CMH Il. Le CLIP est la section de la chaine invariante formée
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222,223

par les résidus 81 a 104. Le coeur du CLIP est composé des neuf résidus 91 a 99 dont

la séquence MRMATPLLM est la méme pour la souris et I’humain. Par contre, la séquence

224, 225

du CLIP qui flanque le coeur est différente entre les deux espeéces. Des expériences

montrant la compétition entre le CLIP et un peptide pour la liaison au CMH Il ont permis

209

de découvrir que le CLIP se lie a la niche peptidique du CMH 1.7 Les études de

cristallographies ont confirmé cette découverte et ont montré que cette liaison est

71, 74

semblable a celle d’'un peptide antigénique. En effet, comme pour les peptides, le

centre du CLIP est logé dans la niche peptidique et les résidus aux extrémités sortent de la

74, 226-231

fente. li est capable de lier tous les alleles du CMH Il mais I'affinité pour ces

228, 232

derniers est variable. Les résidus méthionines (en particulier le résidu Met91) sont

226,227, 229 | 3 liaison d’li au

importants pour la liaison aux différents alleles (Figure 1-8).
CMH Il ne repose pas uniqguement sur le CLIP. En effet, les régions immédiatement en N-
et C-terminal du coeur du CLIP (résidus 81 a 89 et 103 a 118 respectivement), ainsi qu’une
région située dans le C-terminal du domaine de trimérisation participent a la liaison entre

233-237 209

les deux molécules. Les domaines transmembranaires d’li et du CMH Il

contribuent aussi a la formation des complexes.?*? 23% 23
Ainsi le modele d’assemblage suggére que les chaines invariantes lient le CMH Il
par leur région CLIP qui se loge dans la niche et que des contacts additionnels au niveau

du C-terminal d’li et du TM stabilisent le complexe.

1.3.4. Roles de la chaine invariante dans le RE

1.3.4.1. Role de chaperon

La chaine invariante a de nombreux réles et ses premiéres actions commencent

dans le RE. En effet, le CMH Il peut s’assembler en absence d’li mais forme des

240-242

agrégats. Ces agrégats sont reconnus comme protéines mal repliées par les
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240

protéines du RE.” En effet, les chaines o et B nouvellement synthétisées ont été trouvées

241, 243, 244

associées a plusieurs protéines du RE telles que BiP(grp78), ERp72a ou encore

245

grp94.”” Cependant, le flou demeure quant a savoir si ces protéines ont un role

physiologique ou si cette interaction est due a I'absence d’li dans les systémes étudiés. La
calnexine, une autre protéine résidante du RE, s’associe aux complexes li-CMH Il en cours
d’assemblage et pourrait assister la formation de ces complexes en stabilisant

246, 247

I’échafaudage pendant la liaison du CMH Il a li. Les agrégats transitoires de CMH Il

échappent a cet état grace a la chaine invariante qui va les aider a se replier

241,248 249, 250

correctement. Elle agit donc comme un chaperon spécifique du CMH I1.

1.3.4.2.  Prévention de la liaison indésirable de polypeptides

Le deuxieme rdle de la chaine invariante dans le RE est le blocage de la niche
peptidique pour empécher la liaison indésirable de polypeptides du RE. Pendant
longtemps, on a cru qu’li empéchait la liaison de peptides normalement destinés au
CMH I, mais des études sur des cellules déficientes en chaine invariante ont montré que

240, 251-254

ces peptides ne lient pas de maniere stable le CMH II. On sait maintenant que la

chaine invariante sert a bloquer la liaison indésirable de plus longues séquences de

202, 220, 255-257
r e En effet,

protéines mal repliées qui sont en cours de synthése dans le RE.
comme la liaison d’un peptide et de la chaine invariante sur le CMH Il est mutuellement

exclusive, I'occupation de la niche par le CLIP empéche la liaison de peptides.

1.3.4.3.  Sortie du réticulum endoplasmique

Découlant des deux fonctions décrites ci-dessus, la chaine invariante a ainsi pour
fonction d’assister la sortie du RE vers le Golgi. En effet, en absence d’li, le CMH I

présente un défaut de transport qui conduit a des niveaux d’expression en surface trées

251, 252, 258

réduits, indépendamment de leur capacité a s"assembler en absence d’li. Aussi,
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ces CMH Il qui arrivent a rejoindre la surface sont peu glycosylés, ce qui démontre que la

maturation dans le Golgi a été défectueuse.”*® !

Des études utilisant des li tronqués et
des peptides liés covalement dans la niche, ont montré que I'occupation de la niche dans
le RE était suffisante pour promouvoir le trafic efficace des CMH Il du RE vers le Golgi.”>*

29 Ce phénotype est surtout observé chez les souris ayant le fond génétique H2® alors que

chez les souris H2" et H2%, la sortie du RE du CMH I peut avoir lieu en absence d’1i.**°

1.3.5. Oligomérisation de la chaine invariante

Pendant longtemps, il a été accepté qu’un trimere d’li se liait a trois dimeres de
CMH Il pour former un nonamere (0ofli)s. L'oligomérisation d’li a été démontrée grace a
des expériences utilisant le pontage artificiel des complexes afin d’éviter leur dissociation

et de permettre leur détection.?%% 20> 210,261

Cependant, ce modele a été récemment remis
en cause par I'équipe de Koch qui a démontré, sans utiliser de pontage, que la formation
de nonamere était artéfactuelle et qu’en réalité, le trimere de chaine invariante lie
seulement un dimére af de CMH Il formant un pentamere (of3)1(li)s (Figure 1-11).%** Ceci

a été confirmé encore plus récemment par Majera et ses collégues.”*’

Il faut noter que ces
études ont été réalisées en utilisant les isoformes lip33 ou lip31. Hors, une étude dans
notre laboratoire a démontré que la formation d’'un pentamére ou d’'un nonameére
dépendait des isoformes d’li présentes dans le complexe (Cloutier et al, manuscrit
soumis). En effet, les isoformes lip35 possedent un motif de rétention dans le RE et la
sortie de ce compartiment ne peut avoir lieu qu’aprés liaison au CMH Il. Ainsi, chaque
lip35 doit se lier a un dimere de CMH Il pour permettre la sortie du complexe. Le nombre

de diméres de CMH Il contenus dans le complexe dépend ainsi du nombre d’isoforme

lip35 qui le composent. Ainsi, un trimere contenant un seul lip35 devra former au
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minimum un pentameére. Si deux lip35 sont présents il faudra un heptamere (o),(li); et la

formation d’'un nonamére ne sera requise qu’en présence de trois isoformes lip35.

membrane

Figure 1-11 : Modélisation moléculaire d’un complexe 1i-CMH Il pentamérique.

Le pentamere (af).(li); modélisé ici représente une structure possible du complexe formé par un
trimere d’li et d’un dimere de CMH II. Dans cette figuration, seuls les domaines extracellulaires des
chaines a et B du CMH Il sont représentés (brun). Les trois chaines invariantes formant le trimere
sont représentées dans leur intégralité (vert, bleu et rouge). La figure montre le complexe par une

vue latérale (A) ou du dessus (B). Modifié de **.

1.3.6. Modifications post-traductionnelles de la chaine invariante

Aprés syntheése, la chaine invariante subit plusieurs modifications. Tout d’abord,

dans le RE, elle est glycosylée sur deux résidus asparagine (N-glycosylation) situés entre le



26

113, 262

domaine de liaison au CMH Il et le domaine de trimérisation (Figure 1-8). Ces deux

séquences de liaison de N-glycans sont trés conservées. Il a été suggéré que cette

glycosylation préviendrait la dégradation d’li a pH neutre ce qui contribuerait a Ila

263, 264

présentation antigénique. Cependant, le role précis de cette glycosylation n’est pas

complétement compris.

Dans le TGN, certaines molécules d’'li peuvent acquérir une chaine latérale de
glycosaminoglycan de type chondroitin sulfate (CS), qui s’attache a une sérine (Ser 201
chez la souris et Ser 202 chez I'humain)(Figure 1-8).2°°2%® Ces isoformes, appelées Ii-CS ou
li-CSPG, ont été trouvées associées au CMH Il a la surface cellulaire, mais ces complexes

ont une demi-vie tres courte et représentent seulement deux a cing pourcent des CMH Il

266

en surface. Ces formes sont capables de former des trimeres avec les formes

conventionnelles d’li. Une étude a montré qu’li-CS interagirait avec CD44 et augmenterait

269

le signal lors de I'activation des cellules T.”>” Cependant, comme les li conventionnels sont

aussi capables d’interagir avec CD44,%”° le role précis des formes 1i-CS demeure nébuleux

mais elles pourraient contribuer a I’expression de surface d’une partie des li.

1.3.7. Trafic intracellulaire vers les endosomes

Le CMH Il est exprimé en surface deux a six heures aprés sa synthese. Aprés le

TGN, le CMH Il est ciblé dans la voie endocytique et dans les compartiments qui

118, 271, 272

contiennent les peptides a présenter. La chaine invariante contient, dans la

gueue cytoplasmique commune a toutes les isoformes, un motif de type di-leucine de

114, 115, 273, 274

ciblage dans les endosomes. En effet, ce motif di-leucine est formé par deux

motifs distincts, le premier formé par les résidus en position sept et huit (Leu7 et lle8) et

158, 261, 275-277

I'autre par ceux en position 16 et 17 (Metl6 et Leul?). Lorsque ces motifs

sont mutés ou supprimés, la chaine invariante ou les complexes li-CMH Il sont exprimés

en Sl‘”_,[;ace.114, 115, 273, 278
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Il faut savoir qu’il existe deux voies d’entrée dans les endosomes qui influencent la

disponibilité des différents antigénes. Les complexes peuvent étre ciblés directement du

116, 238, 279-281

TGN aux endosomes. Alternativement, ils peuvent étre exprimés en surface

158, 281-283

puis étre recyclés dans les endosomes. L'importance du recyclage via la surface

dépend beaucoup des types cellulaires et de I’état d’activation des cellules. Par exemple,
chez les DC et les monocytes humains, la majorité des complexes passe par cette voie de

transport.”®* Les deux motifs leucine sont importants pour le ciblage dans les endosomes,

285

mais pour |'endocytose, le motif Metl6-Leul7 est moins efficace.™” Des études ont

montré que les résidus a proximité spatiale de ces motifs di-leucine sont importants pour

le ciblage, ce qui suggére que les motifs sont reconnus comme faisant partie d’une

276, 286

séquence plus large. En effet, in vitro, les motifs di-leucine lient les protéines

adaptatrices (AP) AP1 et AP2 qui font partie du manteau de clathrine impliqué dans la

287, 288
D

formation de vésicule de transport. "autres études utilisant des mutants dominants

négatifs de clathrine ou de dynamine ont confirmé que les vésicules de clathrines sont

283, 289

responsables de I'endocytose des complexes li-CMH II. Plus récemment, il a été

démontré que c’est la protéine AP2, et non AP1, AP3 ou AP4, qui était responsable de

'endocytose des complexes li-CMH Il par la surface. 2% 2°0 291, 291-293

Méme si le réle du motif di-leucine de la chaine invariante dans le ciblage aux

endosomes est essentiel, des études ont suggéré que le domaine transmembranaire

158, 277

contribuait également a ce ciblage. En effet, Kang et ses collégues ont fusionné deux

régions du TM a une protéine servant de rapporteur et ont suivi son transport. Ills ont

démontré que les deux régions testées permettaient le ciblage de la protéine dans les

285

endosomes sans affecter son taux d’internalisation.”™ La fonction de ciblage d’li dépend

également de sa capacité a oligomériser.”'® ¢!

Ainsi, on sait que des triméres d’li
dépourvus de queue cytoplasmique, et donc de motif di-leucine, sont exprimés en

surface. Arneson a montré que la présence d’un seul domaine cytoplasmique valide au
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sein du trimere est suffisant pour I'internalisation mais que le ciblage efficace dans la voie

endosomale nécessite I'oligomérisation d’1i.**!

1.3.8. Protéolyse de la chaine invariante dans les endosomes

Une fois dans les endosomes, la chaine invariante doit étre clivée de maniere

séquentielle afin de permettre la liaison des peptides antigéniques, ce qui est nécessaire

294, 295

pour l'expression en surface des complexes pCMH II. La chaine invariante est

d’abord clivée en C-terminal pour donner la forme p22 de 22 kDa (ou LIP, leupeptin-

induced peptide) qui est ensuite clivée en p10 de 10kDa (ou SLIP, small leupeptin-induced

121, 296

peptide). Enfin, le p10 est protéolysé en CLIP. Les intermédiaires de dégradation ont

une demi-vie trés courte et peuvent étre observés en utilisant la leupeptine, un inhibiteur

219, 297, 298

de protéases. Lorsque les cellules sont traitées a la leupeptine, on observe une

accumulation des formes p22 et pl0 montrant que les protéases responsables des
premiers clivages sont insensibles a cette drogue, contrairement aux protéases

responsables de la conversion de p10 en CLIP (Figure 1-12).2%% 299300
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Figure 1-12 : Dégradation séquentielle d’li.

Tout d’abord, chez la souris, la chaine invariante lip31 est dégradée en p22 par des protéases a
cysteines ou asparatiques qui sont insensibles a la leupeptine. Ensuite, des protéases a cysteines
sensibles a la leupeptine clivent p22 en p10. La cathepsine S (Cath S) dégrade le p10 en CLIP qui
est ensuite échangé par H2-DM (DM) pour un peptide de forte affinité. Les peptides sont issus de

la dégradation des antigénes par plusieurs protéases. Modifié de ***.

L'acidification des endosomes induit I’activation de plusieurs protéases endosomales

301-303

telles que les cathepsines. De nombreuses études se sont penchées sur le role des

différentes cathepsines et ont montré que les cathepsines B, D, E, F, K, L et S sont capables

298, 300, 304

de cliver li in vitro. Cependant, des souris knockout ont permis de voir que de

nombreuses protéases ne sont pas indispensables in vivo. Par exemple, des souris

déficientes en cathepsines B ou D ne présentent pas de défaut de dégradation d’li ni de

305, 306

présentation antigénique aux cellules T. Les souris déficientes en cathepsines S et L
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ont permis de voir que ces deux protéases sont primordiales et ont des roles distincts et

non redondants dans la dégradation d’li et la présentation antigénique. La cathepsine L

307

n'est pas exprimée sous sa forme active dans les DC ou les cellules B™" mais I'est trés

fortement dans le thymus et en particulier dans les cellules épithéliales thymiques

308-311

corticales (cTEC). Chez I"humain et la souris, cette protéase est responsable de la

dégradation d’li et de la génération d’épitopes nécessaires pour la sélection positive des

308, 309, 311, 312

cellules T. Les cTEC déficientes en cathepsine L ont une accumulation des

intermédiaires p22 et p10 conduisant a un défaut de sélection thymique et a un répertoire

peptidique altéré. Par contre, dans les APC, on n’observe pas cette accumulation ce qui

309

démontre la spécificité de cette protéase pour les cTEC.”” La deuxieme cathepsine

primordiale est la cathepsine S. Elle est exprimée, a l'inverse de la cathepsine L, surtout

dans les APC professionnelles comme les DC et les cellules B et elle est également

313-315

importante pour la génération des peptides. Elle est responsable du clivage du

fragment p10 en CLIP et son absence cause une accumulation des intermédiaires p22 et

122, 314, 315

p10 ainsi qu’une déficience dans la présentation antigénique. Contrairement aux

cellules B et aux DC, les macrophages expriment les deux cathepsines S et L sous leurs

formes actives ce qui a permis de voir que la cathepsine L peut compenser partiellement

316,317 307,318

la perte de la cathépsine S. Cependant, ces résultats demeurent controversés.

Les tentatives d’identification de protéases responsables du clivage d’li ont permis,
entre autre, de découvrir la cathepsine F ainsi que I'’endoprotéase AEP (asparaginy!
cysteine endoprotease). In vitro, la cathepsine F recombinante est aussi efficace que la

cathepsine S pour cliver p1l0 en CLIP ce qui suggére que ces deux protéases sont

318-320

redondantes. Cependant, il reste a prouver que c’est bien ce qu’il se passe in vivo.

L’AEP, identifiée dans les cellules B humaines initie un premier clivage qui rend les autres

321, 322

sites de clivages visibles pour les protéases. Elle est insensible a la leupeptine et
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prend part aux premiers clivages d’li mais son role, contrairement aux cathepsines S et L,

est redondant avec d’autres protéases, comme par exemple la cathepsine G.>*%3233%

Il faut noter que les cathepsines S et L, en plus d’étre en charge de la dégradation
d’li, joueraient un réle dans la génération de peptides antigéniques mais il est difficile de
savoir sans ambiglité si ce changement est di a un effet direct de I'apprétement des

antigenes ou au défaut de dégradation d’li. Les souris doublement déficientes en

cathepsine L et li ont un répertoire de peptide plus réduit que celui des souris 1i-K0.’® 3%

327 De plus, méme si la génération du pool de peptide n’est pas affectée par I'absence des

deux cathepsines, le niveau de présentation de certains antigénes spécifiques varie.**
Tous ces résultats suggérent que les deux protéases ont une influence sur I'apprétement

des antigenes.

1.3.9. Régulation de la protéolyse par I'isoforme lip41

On a vu que la forme lip41 dispose d’une région luminale supplémentaire résultant

198
b.

de I'épissage alternatif de I'exon 6 Cette isoforme lip41l peut imposer le profil de

dégradation a lip31 lorsqu’elles sont co-exprimées et elle est plus résistante a la

328-330

protéolyse ce qui augmente sa demi-vie. On sait que la chaine invariante est

dégradée, entre autre, par la cathepsine L. Cette protéine est synthétisée sous forme de

pro-enzyme inactive dont le site actif est bloqué et doit subir plusieurs clivages afin de le

331, 332

libérer pour constituer la forme mature. Le fragment additionnel d’lip41 peut se lier

de maniere non covalente au site actif de la cathepsine L mature et bloquer ainsi son

activité.***3% In vitro, cette liaison provoque I'inhibition de I'activité enzymatique de la

336, 337

cathepsine L. Des études plus récentes suggérent qu’lip41l aurait un réle de

chaperon pour la cathepsine L. En effet, chez les souris déficientes en chaine invariante,
I’expression et I'activité de la cathepsine L sont fortement réduites a cause de la
dégradation de cette derniére ce qui suggere qu’lip4l stabilise la cathepsine L et la

338

protege de la dégradation précoce.” Ainsi, lip41l permettrait le maintien du pool
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d’enzyme dans les endosomes.*® Il a également été suggéré qu’lip4l, en stabilisant la

cathepsine L extracellulaire, régulerait la dégradation des protéines de la matrice

333, 339-341

extracellulaire. Il @ récemment été démontré qu’lip41l était capable, in vitro, de

réguler et bloquer I'activité d’'un groupe de protéases cystéines et pas seulement la
cathepsine L. Elle pourrait avoir une spécificité d’action plus vaste qu’initialement

suggéré.>*?

1.3.10. Les roles de la chaine invariante reliés au CMH I

On a vu dans les chapitres précédents que la chaine invariante a de nombreux
réles liés au CMH II. Elle assiste le repliement du CMH I, prévient la liaison indésirable de

peptides et cible les complexes dans les endosomes pour permettre la liaison de peptides

202, 256, 343

de forte affinité et la présentation subséquente aux cellules T CD4+. Ainsi, la

chaine invariante a un réle primordial dans le trafic du CMH Il et la présentation
antigénique. Les souris et cellules déficientes en chaine invariante présentent de
nombreux défauts. Dans le RE, le CMH Il forme des agrégats et les molécules qui

parviennent a sortir du RE ont une conformation non compacte qui est caractéristique des

251, 252, 344

CMH Il vides ou liés a des peptides de faible affinité. Ce phénotype est beaucoup

plus dramatique chez les souris H-2° qgue chez les souris H-2 et H-29.%8 || y a également

240, 251, 252, 344

une sérieuse réduction du CMH Il a la surface. Conséguemment, il y a un

défaut dans la présentation antigénique pour les antigenes dépendants d’li. Par exemple,

in vitro, les souris ou cellules déficientes en chaine invariante sont inaptes a présenter les

240, 251, 252, 345, 346

antigénes HEL, KLH ou OVA a des hybridomes T spécifiques. In vivo, suite a

des immunisations, les souris sont également incapables de produire rapidement des
anticorps.”! De plus, ces animaux ont une réponse immunitaire déficiente face a une

348

infection virale.>*’ Les souris liKO ont également une réponse Th2 altérée.>*® De plus, le

CMH II et li sont responsables de la sélection positive thymique des cellules T CD4+. Par
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conséquent, les souris liKO présentent un défaut de sélection thymique ce qui aboutit a
un nombre restreint de cellules T CD4+ au niveau central et périphérique. Ces cellules T
expriment une quantité moindre de TCR a leur surface. De plus ces souris possédent un
répertoire de peptides altéré. " 2% 39 30 par contre, méme une faible expression du
CMH Il permet de restaurer la sélection thymique.**

Enfin, il a été démontré que les isoformes lip31 et lip41l sont équivalentes dans
plusieurs fonctions. En effet, ces deux protéines, exprimées individuellement, sont
capables de restaurer I'expression du CMH Il en surface, la sélection thymique et la

présentation antigénique 3*+346.3°23>3

1.3.11. Les roles de la chaine invariante indépendants du CMH II

La chaine invariante peut étre exprimée a la surface indépendamment du CMH Il
suggérant ainsi d’autres roles que ceux décrits précédemment. En effet, de nombreuses
études récentes ont démontré que la chaine invariante est une protéine pléiotropique qui

a des fonctions nombreuses et variées.

1.3.11.1. Lerdble d’li comme récepteur du MIF

Le MIF (macrophage migration inhibitory factor) est une cytokine sécrétée par
guasiment toutes les cellules et qui a initialement été découverte comme facteur inhibant

la migration des macrophages.®*

Cette protéine a un role central dans I'immunité innée
et adaptative. C'est une cytokine pro-inflammatoire qui induit I’activation des monocytes
et macrophages de méme que I'expression de plusieurs autres cytokines inflammatoires
telles que I'IL-1, le TNFa, I'IL-6 ou I'lL-8.%*3°8 Elle est aussi requise pour I'activation des

cellules T et la production d’anticorps in vivo.**®3¢!

Conséguemment, le MIF a été associé
a plusieurs cancers et désordres immuns. Il est surexprimé dans plusieurs cancers solides,

en particulier les cancers primaires du sein, et sa surexpression est associée a la
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362,363 || est aussi lié a 'angiogénése dans les cancers du colon.*®

progression tumorale.
Les thérapies anti-MIF ont montré une suppression de la croissance tumorale.*®
Récemment, le récepteur du MIF a la surface cellulaire a été identifié. Il s’agit de la
chaine invariante. En effet, MIF lie le domaine extracellulaire d’li avec une forte affinité ce
qui fait de lui son ligand naturel.*®® Cette interaction active la voie des MAP kinases
(MAPK) ERK1/2 et la voie passant par PI3K et Akt ce qui aboutit a la prolifération cellulaire,

la production de PGE, ainsi qu’a I'augmentation de la survie et I’expression d’IL-8.%>7 3¢

%%9 Le blocage de la chaine invariante conduit a I'inhibition de certaines fonctions de MIF

370, 371 MIF et Ii ont

telles que l'arrét des monocytes ou la production de cytokines.
également un roéle dans le recrutement et 'adhésion des leucocytes sur le site de
I'inflammation.*”* Il a ensuite été démontré que la protéine CD44 fait partie intégrante du

récepteur du MIF formé par 1i.’% 3”3

En effet, méme si le MIF peut lier li en absence de
CD44, ce dernier est nécessaire pour linitiation de la cascade de signalisation
intracellulaire qui requiert également la tyrosine kinase Src.”’® Ainsi, li et CD44 sont tous
deux nécessaires pour l'inhibition de I'apoptose et la prolifération cellulaire induite par
MIF (Figure 1-13).3”* 37* par ailleurs, une ancienne étude avait montré que les formes

chondroitines sulfate d’li étaient associées a3 CD44 en surface.?® Cependant, dans les

études récentes, la liaison a CD44 et MIF ne semble pas étre restreinte a ces formes d’li.
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Figure 1-13 : Voie de signalisation induite par la liaison de MIF sur le complexe CD74/CD44.

Le MIF se lie sur le complexe récepteur formé par li (CD74) et CD44. La liaison induit une cascade
de signalisation qui requiert Src et qui passe par la voie des MAPK ou Syk/Akt et qui conduit a
I’activation de NF-kB. Ce dernier active la transcription des génes impliqués dans la prolifération et
la survie cellulaire. Modifié de *”°.

1.3.11.2. Leroble d’licomme partenaire de CXCR2 et CXCR4

Le MIF peut se lier a trois différents récepteurs : CD74 (li), CXCR2 ou CXCR4.>%% 37°

CXCR2 est le récepteur de I'IL-8 (CXCL8) et il est impliqué dans I'angiogénése et les

cancers.>”> CXCR4 est le récepteur de CXCL12 et est impliqué dans le processus

inflammatoire et la génération de métastases.>>>"’

Des études récentes suggerent que la
chaine invariante pourrait étre impliquée dans les complexes MIF/CXCR2 ou MIF/CXCRA4.
En effet, '’équipe de Bernhagen a montré que CXCR2 se lie a li sur les monocytes pour

former un complexe servant de récepteur fonctionnel qui lierait le MIF, causant ainsi le
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recrutement des leucocytes sur le site de I'inflammation.”°

Cependant, le réle de CXCR2
dans ce contexte doit étre investigué plus en détail. Quant a CXCR4, une étude a
démontré qu’il s’associe également avec li, in vitro, en un complexe servant de récepteur

qui répond au MIF.*’®

Le blocage de CXCR4 abroge la cascade de signalisation induite par
MIF et 1i.>”® Cependant, il n’est pas clair si CD44 est impliqué dans ce cas-ci. De plus, MIF
serait aussi capable, via le complexe CD74/CXCR4, d’induire la voie de signalisation

380-382 Cas découvertes assez récentes

passant par JNK et conduisant a la production d’IL-8.
montrent les réles divers de la chaine invariante mais méritent d’étre étayées, en

particulier in vivo.

1.3.11.3. Lerole d’li dans la maturation des cellules B

Les cellules B commencent leur développement dans la moelle osseuse.
S’ensuivent différents stades de développement, dans la moelle puis la périphérie, au
cours desquels le niveau d’expression des protéines de surface est modulé. On peut ainsi
identifier les différents stades de maturation des cellules B grace a leurs marqueurs de
surface. De maniere simplifiée, dans la moelle, on observe les cellules précurseurs pré-
pro-B (B220%, CD19), puis les cellules pro-B et pré-B (B220", CD19") et enfin les cellules
immatures (B220", CD19*, IgM" et IgD").*®* *** En périphérie, les cellules expriment toutes
CD19 et on trouve les cellules immatures T1 (ou NF, newly formed) qui ont le phénotype
IgM™&" 1gD"", CD217"°" et CD23". Ensuite, les T2 sont IgM™e", 1gD"E" CD21* et CD23*. Enfin
ces cellules se différencient en cellules folliculaires (FO) IgM"", 1gD™", cD21™ et CD23* ou
marginales (Mz) IgM™&", 1gD'*", cD21"¢" et CD23". 3% 38¢

Les souris déficientes en chaine invariante ont permis de montrer le réle d’li dans
le développement des cellules B. En effet, ces souris présentent un nombre restreint de

387-389

cellules B matures.>* Aujourd’hui, de nombreuses études, provenant

essentiellement du laboratoire de Shachar, ont permis d’en élucider le mécanisme. Ce
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dernier nécessite li mais son action ici est indépendante de son réle de chaperon.>** E

n
effet, ils ont montré que MIF se lie en surface au complexe CD74/CD44, ce qui induit une
cascade de signalisation qui implique les protéines Syk et Akt qui activent le facteur de
transcription NF-kB p65/RelA ainsi que son coactivateur TAF,105.%7% 31 |’activation de
cette cascade conduit a I'entrée en phase S des cellules B avec une augmentation de la
division cellulaire et I'augmentation de I’expression de la protéine anti-apoptotique BCL-
.. 392 De plus, p65 va également activer la protéine TAp63 qui active I'expression de
BCL-2 qui, a son tour, induit la survie cellulaire.>®* Ii agit donc comme un récepteur de

374, 392
P

survie qui conduit, in fine, a la survie et la prolifération cellulaire des cellules B. ar

ailleurs, ils ont démontré que la portion N-terminale, formée par les résidus 1-82 d’li,

390

serait suffisante pour activer NF-xB et provoquer la maturation des cellules B.”" La chaine

invariante serait ainsi protéolysée au niveau de la membrane et le fragment 1-82, alors

394 Les souris

actif, serait relaché et activerait NF-kB et la cascade subséquente.
transgéniques n’exprimant que ce fragment d’li présentent des proportions de cellules B
identiques aux animaux WT. Cependant, dans ce cas, il n’y a pas de stimulation par MIF en
surface laissant la place aux spéculations quant au mécanisme qui provoque le clivage et
le transport du fragment 1-82. Shachar et ses collaborateurs ont également démontré que
les cellules de patients ayant une leucémie lymphocytique chronique (CLL) expriment de
plus forts niveaux d’li que les cellules saines. Dans ces cellules cancéreuses, lorsque CD74
est activé par MIF, la cascade d’activation passant par NF-kB conduit a la sécrétion d’IL-8

qui induit la survie des cellules et ainsi contribue a la progression tumorale.*’

Toujours
dans les cellules B, la protéine TAp63, activée par la voie MIF/Ili, va induire I'expression de
I'intégrine VLA-4. Cette derniere favorise le retour des cellules B dans la moelle osseuse ce

qui leur permet d’échapper a I'apoptose.®

L’axe CD74/NF-kB/TAp63 est donc une voie
anti-apoptotique qui forge le répertoire des cellules B.
Deux nouveaux mécanismes impliqués dans I'homéostasie des cellules B ont été

récemment identifiés par I'équipe de Shachar. Tout d’abord, la voie impliquant le facteur
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de croissance des hépatocytes (HGF) et son récepteur c-Met. L'activation de c-Met par
HGF conduit a une cascade qui induit la survie des cellules. De plus, c-Met est recruté par
MIF au complexe CD44/CD74 ce qui est nécessaire pour l'induction du signal par cette
voie et qui aboutit a I'expression de c-Met lui-méme et a la production d’HGF. Il y a ainsi
une stimulation de la survie des cellules de maniére autocrine.>*® Ensuite, une autre
cytokine est impliquée dans la maturation des cellules B, la cytokine midkine (MK) qui agit
via son récepteur RPTP{. La stimulation de MIF sur CD74 active c-Met qui induit
I’expression de MK qui, a son tour, stimule la cascade de survie des cellules B saines ou

issues de patients ayant une CLL (Figure 1-14).%%

En outre, la voie MIF/CD74 est impliquée
dans le lupus érythémateux systémique (SLE). Chez les souris atteintes de SLE, les
protéines MIF, CD74 et CD44 sont surexprimées dans les cellules B, les reins et
I’"hippocampe cérébral. Lorsque les cellules sont traitées avec un peptide tolérogénique
qui réduit leur expression, la survie des cellules B est diminuée et les symptémes sont

398

moins dramatiques.” On voit bien, grace a ces études, qu’li est un récepteur de survie

qui induit la prolifération et la maturation des cellules B saines et anormales.
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Figure 1-14 : Induction de la survie des cellules B via plusieurs cytokines et CD74.

Le MIF se lie sur le récepteur formé par li et CD44. La cytokine HGF se lie sur son récepteur c-Met
qui est recruté au complexe CD74/CD44 par MIF. La cytokine midkine se lie a son récepteur RPTPC.
La liaison de ces cytokines sur leur récepteur induit une cascade de signalisation qui est
dépendante d’li et qui conduit a I'activation de NF-kB et a la transcription des génes de survie et
de prolifération cellulaire. Modifié de **.

Pour ce qui est des cellules B, des études plus anciennes avaient proposé que les

défauts observés chez les souris liKO étaient en réalité la conséquence de la toxicité des

400

chaines B du CMH Il qui forment des agrégats en absence d’li.” Les souris déficientes en

chaine o du CMH Il présentent une maturation de cellules B altérée alors que les souris
déficientes pour la totalité du CMH Il ont un phénotype normal.**! De plus, les souris
doublement déficientes pour |i et le CMH Il ont des compartiments de cellules B

402, 403

normaux. L’équipe de Bendelac suggére que la réduction du nombre de cellules
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folliculaires matures (FO) n’est pas due a un blocage de la maturation mais a une

03 prautres

réduction de leur durée de vie causée par la toxicité des chaines B du CMH II.
études sont nécessaires pour clarifier le réle exact d’li et du CMH Il dans le

développement des cellules B.

1.3.11.4. Le role d’lidans 'inflammation et les cancers

On vient de voir que MIF est une cytokine inflammatoire et que sa liaison sur li
induit une cascade de signalisation conduisant a la prolifération et la survie cellulaire. On
devine donc bien le role que peut avoir li dans I'inflammation et les cancers.

L’expression d’li dans le tractus gastro-intestinal (GI) ne se cantonne pas aux APC.

En effet, li est exprimé dans les cellules épithéliales gastriques et les cellules

404, 405

intestinales. li et MIF sont fortement exprimés lors de I'inflammation présente dans

406-409

la maladie de Crohn, les colites ulcératives ou associée aux cancers gastriques. Dans

le tractus GI, MIF, via li, induit la voie de signalisation conduisant a la production d’IL-8
qui, en plus de contribuer a linflammation, induit I'expression d’li aggravant ainsi

357, 410, 411

I'inflammation. li est aussi possiblement impliqué dans le développement et la

progression des cancers. Il est surexprimé dans plusieurs cancers® > 0% 412 413

et jouerait
un réle dans la production de métastases.*'* Il a été suggéré que I'expression d’li dans les
tumeurs solides pourrait servir d’outil pronostic, I'intensité de I’'expression corrélant avec

M5 Les forts niveaux d’li pourraient prévenir la présentation

la sévérité de la maladie.
d’antigénes tumoraux ce qui rendrait la tumeur moins immunogénique comme c’est le cas
pour certains cancers du cdlon.*”” Ensuite, la liaison du MIF, souvent surexprimé aussi
dans les cancers, induit des cascades de signalisation conduisant a la prolifération et la
survie cellulaire comme c’est le cas pour les cellules B.**° Les essais cliniques préliminaires

utilisant un anticorps dirigé contre li (Milatuzumab ou hLL1) ont montré que ce dernier



41

inhibait la croissance cellulaire et induisait 'apoptose. Cet anticorps est donc un candidat

potentiel pour de futures thérapies contre les cancers de cellules B.*"

1.3.11.5. Lerdle d’li comme récepteur de Helicobacter pylori

La chaine invariante est surexprimée dans les cellules épithéliales gastriques (CEG)

lors de I'infection a Helicobacter pylori (H. pylori) et les niveaux de MIF sont également

408, 418

augmentés. En fait, li est utilisé comme récepteur par H. pylori pour permettre son

adhésion sur les CEG ce qui est essentiel pour la propagation de linfection et la

419, 420 421 L

persistance de la bactérie. C'est l'uréase de H. pylori qui lie CD74 en surface. a

bactérie injecte ensuite la protéine CagA dans les CEG ce qui induit NF-xB et la production

410, 422

d’IL-8 et de MIF qui vont exacerber I'inflammation. Suite a I'adhésion d’H. pylori

418, 423

dans les CEG, I'expression d’li a la surface est augmentée. H. pylori est également

425

associé aux cancers gastriques** et il a été classé comme carcinogéne.*?> Il a donc un réle

dans I'action de MIF et d’li dans les cancers et I'inflammation.

1.3.11.6. Lerdle d’li comme chaperon de HLA-DM

La molécule HLA-DM (DM) est une molécule non classique du CMH Il qui catalyse

I’échange du CLIP pour un peptide forte affinité. Il a été décrit qu’li s’associe avec DM et

426-428

favorise le ciblage de ce dernier dans les endosomes, méme si les queues

cytoplasmiques de DM possedent un motif tyrosine qui assure le ciblage méme en

427,428

absence d’li. Dans les souris déficientes en chaine invariante, I'expression de DM est

344, 429 429

réduite. Il avait d’abord été suggéré qu’li inhibait la dégradation de DM.
Cependant, dans une étude plus récente, Koonce et ses collaborateurs ont montré qu’une
inhibition de la dégradation par la lactacystine ne rétablissait pas I'expression de DM,
rejetant ainsi cette hypothése. De plus, chez les souris exprimant seulement 'une ou

I"autre des isoformes lip31 et lip41, I'expression de DM est similaire a celle des souris
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sauvages. lIs suggerent alors qu’li agit comme chaperon de DM de maniére indépendante
a son rOle dans le transport du CMH II. Ils suggérent qu’li faciliterait 'assemblage des

chaines de DM, la sortie du RE et la stabilisation du complexe dans les endosomes.>**

1.3.11.7. Lerole d’li dans la mobilité des DC

Lorsque les DC rencontrent un antigene, elles migrent dans les organes lymphoides

430

secondaires. Ce mouvement est réalisé grace a des contractions d’actomyosine.”™ On sait

qu’li interagit avec CD44*™°

et il a été démontré qu’il s’associe aussi avec le moteur de
myosine Il qui contrdle les contractions d’actomyosine.”*' Ceci pointe un role éventuel d’li
dans la migration des DC. En effet, I'équipe de Lennon-Dumenil a montré que les DC

dépourvus d’li avaient un défaut de migration.**

Les DC sauvages alternent entre des
mouvements rapides et lents alors que les DC déficientes en li ont une mobilité plus
rapide et plus uniforme. De plus, dans les DC activées, il y a une augmentation de
I'association d’li avec la myosine Il. La chaine invariante est donc un régulateur de la
mobilité des DC. Ce mécanisme permettrait aux cellules non activées de migrer

rapidement afin de maximiser les chances de rencontrer un antigéne. Inversement, les

cellules activées réduisent ainsi leur mobilité afin de faciliter la présentation aux cellules T.

1.3.11.8. Le role d’li comme cible du VIH

Des études récentes ont établi un lien entre la chaine invariante et le VIH (virus de

I'immunodéficience humaine). Tout d’abord, la protéine Nef du VIH interagit avec li et

433, 434

induit I'accumulation de ce dernier en surface. Cette induction d’li par Nef est

observée avec plusieurs virus tels que VIH-1, VIH-2 et SIV, in vitro et in vivo.*****’

L'amplitude de I'expression d’li corréle avec la progression de la maladie, les faibles

436, 437
L

niveaux d’li étant retrouvés chez les patients non progresseurs a long terme. e
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mécanisme par lequel Nef augmente |’expression de surface d’li est une compétition entre
les deux protéines pour la liaison a AP2. Ainsi, la liaison de Nef a AP2 bloque

438, 439
In

I'internalisation d’li par ce dernier, ce qui conduit a une accumulation a la surface.
vivo, chez les patients infectés par le VIH, Nef augmente aussi les niveaux d’expression d’li
en surface et ces niveaux correlent avec I'activation des cellules B et T CD4+. Les cellules
activées ont une plus grande permissivité au virus**® donc I'laccumulation d’li causée par
Nef contribue a la persistance de la maladie.**! La protéine Vpu, qui est une protéine

442

accessoire du VIH et qui augmente la relache virale, se lie également a li."** Les deux

protéines interagissent via leurs domaines cytoplasmiques respectifs. In vivo, Vpu réduit

42 | & mécanisme

les niveaux de CMH Il a la surface et atténue |'activation des cellules T.
doit étre élucidé et le réle d’li dans celui-ci doit étre identifié plus précisément. Ensuite, la
glycoprotéine 41 (gp41) du VIH, qui induit I’entrée du virus dans les cellules, interagit avec
plusieurs protéines de la cellule hote. Gp41 interagit avec le domaine extracellulaire d’li
dans les cellules infectées ce qui induit la voie de signalisation de ERK/MAPK et aboutit, in
fine, a 'augmentation de I'infection.*”® Enfin, la protéine Vpx du VIH-2 interagit également
avec I'extrémité du domaine extracellulaire d’li et plus précisément avec les 82 acides

1.*** De plus, 'expression de Vpx dans des cellules infectées

aminés situés en C-termina
cause une réduction de I'expression d’li, probablement due a une augmentation de sa
dégradation. La protéine Vpx réduit donc I'expression d’li pour permettre au virus
d’échapper au systeme immunitaire.

La chaine invariante semble donc étre une cible de premier plan du VIH et a un réle

dans la persistance de l'infection.

1.3.12. Le cas particulier de I'isoforme lip35

Les deux ARNm codant li ont chacun un site alternatif d’initiation de la traduction

conduisant a la synthése des formes lip35 et lip43. Ces deux protéines possedent une

196

extension de 16 acides aminés de la queue cytoplasmique (voir section 1.3.2).””" Ces deux
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198

isoformes sont exprimées uniqguement chez ’lhomme.”" La forme lip43 étant mineure et

trés peu abondante, nous nous intéressons ici a la forme lip35. Cette derniére représente

112,196,200 ) oy tension de la

environ 20% de la totalité des molécules de chaine invariante.
gueue de lip35 contient un motif de rétention dans le RE de type di-arginine R-x-R (Figure

1_15).115, 445

N-ter Queue cytoplasmique Domaine TM C-ter —
PV N
MHRRRSRSCREDQKPVM----- LI------- ML------——————- -——. ] p35
[ ] [ ]
Ser6 Ser8 [M _____ - ML= R ] p33

@® Motif di-leucine
| Membrane
4. Motif de rétention R-x-R

T Sérines

Figure 1-15 : Extension de la queue cytoplasmique d’lip35.

L'extension de la queue cytoplasmique d’lip35 fait 16 acides aminés de long. Elle contient un motif
di-arginine R-x-R (triangle gris) de rétention dans le RE ainsi que deux sérines en position 6 et 8
(fleches verticales). Le motif R-x-R est masqué lors de la liaison du CMH Il avec lip35 et les deux
sérines sont phosphorylées. Ces deux actions sont nécessaires pour la sortie des complexes du RE.
Les ronds symbolisent le motif di-leucine de ciblage aux endosomes qui est commun aux deux
isoformes lip33 et lip35.

Ce motif agit de maniére dominante puisque les triméres mixtes contenant, ne

112, 205, 330

serait-ce qu’une seule forme lip35, sont retenus dans le RE. La sortie du RE est

possible lorsque le CMH Il se lie au trimére de chaine invariante et que la queue

446

cytoplasmique de la chaine B du CMH Il masque le motif R-x-R.”™ De plus, une queue

cytoplasmique du CMH Il de seulement trois acides aminés de long est suffisante pour

447

masquer efficacement le motif et permettre la sortie du RE.™" L'extension N-terminale

d’lip35 contient également deux sérines en position six et huit, qui peuvent étre
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201, 448, 449

phosphorylées par la famille des protéines kinases C (PKC). Cette phosphorylation

450

est requise pour la sortie du RE." Ainsi, une activation des PKC, par la PMA par exemple,

augmentera la phosphorylation d’li aboutissant a I'augmentation de sa protéolyse et du

449

chargement de peptide dans les MIIC.™™ Inversement, un mutant d’li ne pouvant pas étre

1

phosphorylé conduit & une dégradation et un transport défecteux.’®’ De plus,

contrairement a lip33, la chaine invariante lip35 ne s’accumule pas a la surface puisqu’elle
est internalisée trés rapidement.'* 28

Le rble physiologique du motif R-x-R demeure nébuleux mais plusieurs équipes ont
suggéré que la modification du ratio lip33/lip35 pourrait avoir des conséquences sur le
chargement de peptides, la sortie du RE et la localisation dans les compartiments
intracellulaires. En effet I’équipe de Cresswell, qui a suivi les intermédiaires protéolytiques
d’lip33 et lip35, a montré que ces fragments pouvaient étre différenciés car ils avaient un

point isoélectrique différent.*>*

On peut spéculer que les deux isoformes pourraient étre
transportées différemment et pourraient avoir une capacité différente a promouvoir le
chargement de peptide sur le CMH II. Il a également été démontré que I'expression
anormale d’lip35 était associée a plusieurs pathologies. En effet, dans les cellules B de
patients diabétiques, lip35 est sous-exprimé ce qui cause une augmentation du transport
du CMH Il ainsi qu’'une glycosylation inadéquate et une présentation antigénique

déficiente.*?

La transfection d’lip35 dans ces cellules anormales permet le rétablissement
du transport du CMH Il et de la présentation antigénique, ce qui suggére un effet direct
d’lip35 sur ces fonctions. Ainsi, lip35 pourrait contribuer au développement du diabéte de
type 1. De plus, il a déja été démontré qu’li est surexprimé dans les cellules de patients

atteints de CLL.**

Une autre étude a démontré que les cellules issues de CLL exprimaient
plus d’lip35 que leurs homologues saines.*** Ainsi, la dérégulation du ratio lip33/Iip35
pourrait étre caractéristique de ce désordre néoplasique. Enfin, comme les formes lip33 et
lip35 sont exprimées a des niveaux différents, on peut spéculer sur un éventuel

mécanisme de controle de la traduction. Ainsi, la forme lip35 a un effet particulier sur le
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transport du CMH Il et la présentation antigénique et son expression anormale est

associée a des pathologies.

1.4. Hypotheses et objectifs

La chaine invariante joue un réle clé dans la présentation antigénique. Elle a un
impact sur le transport et I'expression du CMH IlI, la présentation antigénique et la
sélection thymique. Elle assure aussi d’autres fonctions indépendantes du CMH Il comme
la maturation des cellules B, la mobilité des DC ou encore I'adhésion de H. pylori ou du VIH
sur les cellules. L’isoforme lip35 est particuliére par son motif de rétention dans le RE et a
un impact particulier sur le transport du CMH Il et des autres isoformes d’li. De plus, son
expression anormale est observée dans plusieurs pathologies. Cependant, bien que la
chaine invariante ait été découverte il y a plus de 30 ans, trés peu d’études se sont
penchées sur l'isoforme lip35 et de nombreuses questions restent sans réponse. En
particulier le role physiologique du motif de rétention d’lip35 demeure nébuleux. Notre
hypothese de travail est qu’lip35 serait capable d’assurer les fonctions de la chaine
invariante mais pourrait avoir un réle distinct et contrdler la présentation antigénique.
Pour élucider le réle d’lip35, nous avons généré un modeéle de souris transgéniques
exprimant lip35. L'utilisation d’animaux transgéniques nous permet de déterminer
I'impact d’lip35 sur I'organisme entier. Il est ainsi possible, non seulement d’analyser les
cellules dans des conditions physiologiques, mais aussi de permettre les interactions entre
les différentes cellules et organes, ce qui est nécessaire au développement des cellules et
de la réponse immunitaire. Les souris C57BL/6 sont une cible de choix pour réaliser nos
expériences puisque la majeure partie des études sur li ont été faites sur ces souris,
notamment les études utilisant les souris déficientes en chaine invariante. En faisant
I'acquisition de ces souris mliKO trés bien caractérisées, on peut alors faire une

comparaison directe des résultats de nos souris Tg avec ceux publiés avec les souris mliKO.
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L'objectif de ce projet est donc d’évaluer I'impact de l'isoforme lip35 sur les
fonctions d’li. Plus précisément nous éluciderons les cing points suivants :

» L'impact d’lip35 sur la conformation du CMH I, son transport intracellulaire ainsi
gue son expression en surface.

» Lerole d’lip35 sur la présentation des lipides par les molécules CD1d et la sélection
thymique des cellules T invariantes iNKT.
Le réle d’lip35 dans le phénotype et la sélection thymique des cellules T CD4+.

» L'implication d’lip35 dans la maturation des cellules B.

La fonction d’lip35 dans la présentation antigénique.

La réponse a ces questions permettra de mieux cerner la fonction de I'isoforme
lip35 et de déterminer si elle assure les fonctions connues d’li et si elle a une fonction
particuliere et différente. Dans le futur, ceci permettra d’évaluer précisément comment
lip35 peut contribuer au développement de certaines pathologies, comme le diabete ou

des cancers, et d’éventuellement I'utiliser comme outil pronostic ou cible thérapeutique.
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2.3. Abstract

The invariant chain (li; CD74) has pleiotropic functions and li-deficient mice show
defects in MHC class Il (MHC Il) transport and B-cells maturation. In humans, but not in
mice, a minor lip35 isoform of unknown function includes an endoplasmic reticulum-
retention motif that is masked upon binding of MHC Il molecules. To gain further insight
into the roles of li in B-cell homeostasis, we generated lip35 transgenic mice (Tgp35) and
bred these with mice deficient for li (Tgp35/mliKO). lip35 was shown to compete with mli
for the binding to I-A°. In addition, classical endosomal degradation products (p20/p10)
and the class ll-associated invariant chain peptide (CLIP) fragment were detected.
Moreover, lip35 favored the formation of compact peptide-MHC Il complexes in the
Tgp35/mliKO mice. I-A® levels were restored at the plasma membrane of mature B-cells
but lip35 affected the fine conformation of MHC Il molecules as judged by the increased
reactivity of the AF6-120.1 antibody in permeabilized cells. However, the human lip35
cannot fully replace the endogenous li. Indeed, most immature B-cells in the bone marrow
and spleen of transgenic mice had reduced surface expression of MHC Il molecules,
demonstrating a dominant-negative effect of lip35 in Tgp35 mice. Interestingly, while
maturation to follicular B-cells was normal, lip35 expression appeared to reduce the
proportions of marginal zone B-cells. These results emphasize the importance of li in B-cell

homeostasis and suggest that lip35 could have regulatory functions.
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2.4. Introduction

MHC class 1l (MHC 1I) molecules are responsible for exogenous antigen
presentation to CD4" T-cells. The invariant chain (li or CD74) plays a key role in this
process. During biosynthesis in the endoplasmic reticulum (ER) of antigen-presenting cells
(APCs), three MHC Il af heterodimers combine with a preformed li trimer, forming a
nonameric complex (1). Acting as a chaperone, li assists in the folding of MHC Il and
prevents ER peptides from gaining access to the groove (2, 3). After ER egress, the di-
leucine cytoplasmic motifs of li target the nonameric complex to the endocytic pathway
(4-6). In more acidic compartments, li is degraded sequentially to lip22 and lip10, both of
which contain a short sequence [class ll-associated invariant chain peptide (CLIP)] that
blocks the peptide-binding groove (7, 8). Upon the degradation of the p10 fragment by
cysteine proteases, CLIP-MHC Il complexes are generated (9). While some of these
complexes may escape to the plasma membrane, most of the CLIP is released by the non-
classical MHC Il molecule HLA-DM (H2-DM in mice), which catalyzes the binding of high
affinity peptides found in endosomes (10-12). The stable peptide-MHC Il complex (pMHC
1) is then free to move to the plasma membrane to present nominal antigens to CD4" T-
cells (13).

Early studies performed on li-null mice have highlighted the role of the chaperone
in MHC Il folding, trafficking, and antigenic presentation. These mice showed aggregation
and aberrant transport of MHC Il molecules, which resulted in decreased cell surface
expression (14-16). Additionally, instead of taking on the compact conformation typically

seen in stable o heterodimers associated with antigenic peptides, most MHC Il molecules
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remained in a floppy state (17, 18). These maturation perturbations had profound
consequences on thymic selection. Indeed, the CD4" compartment in li-deficient mice was
found to be affected in terms of both absolute T-cell numbers and repertoire diversity (19,
20). Interestingly, the critical role of li in MHC Il folding was shown to be allele-specific, I-
A being greatly affected in li-null mice (14, 21).

In addition to its impact on T-cell development, li expression has been shown to
affect B lymphocyte homeostasis. Indeed, except for NOD mice, li-deficiency in all tested
mice backgrounds resulted in reduced numbers of mature follicular (FO) B-cells in
secondary lymphoid organs (22, 23). Although this phenotype was attributed to a defect in
B-cell maturation, it was recently suggested that FO cells have a shorter life span in the
absence of li (24). The molecular mechanism underlying this i effect remains
controversial. While some have suggested that li is required to transduce signals and
activate nuclear factor (NF)-kB (25), others have reported that it plays a role in preventing
the toxic accumulation of free B chains or weakly associated MHC Il heterodimers in the
ER of B-cells (24, 26, 27).

Several new functions have recently been attributed to li, some of which are not
directly related to peptide loading. For instance, li’s folding and/or trafficking properties
do not appear to be exclusive to classical MHC Il molecules, and would also benefit MHC |,
the neonatal Fc receptor, CD1, and CD70 (28-31). As mentionned above, li has the ability
to transduce signals following cleavage of its transmembrane domain and release of its
cytoplasmic tail (25). In addition, at the cell surface, li serves as the receptor for both the
macrophage migration inhibitory factor (MIF) and Helicobacter pylori (32, 33). More
recently, li has been shown to interact with myosin to negatively regulate dendritic cells
(DCs) motility in vivo (34). The most recent studies have been performed in mice and the
results suggest that li strongly impacts the control of immune responses.

In mice, alternative splicing of exon 6 in li mMRNA leads to the translation of two

isoforms of 31kDa (lip31) and 41 kDa (lip41), respectively (35). The additional domain in
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lipdl serves as a chaperone for various cathepsins in the endocytic pathway (36). In
humans, the use of two different start codons on each mRNA allows the production of a
total of four isoforms termed lip33, lip35, lip41, and lip43, the last two comprising the
cathepsin binding domain (37). The lip33 and lip35 isoforms are predominant, lip33 being
about four times more abundant than lip35 (1, 38, 39). A type Il protein, the lip35 isoform
bears a 16-amino acid N-terminal cytoplasmic extension. This region contains an Arg-x-Arg
(RXR) ER retention motif which is inactivated upon phosphorylation of two adjacent
serines and association of MHC Il molecules (39-44). Unlike lip33, lip35 is rapidly
internalized, preventing any accumulation at the plasma membrane (45, 46). lip35/p43
isoforms are dominant and dictate the fate of mixed li trimers (38, 40).

While the physiological role of li’'s RxR motif is unknown, some studies have
determined that the deregulation of the lip33/Iip35 ratio impacts peptide loading, ER exit
rate and compartment localization. Newcomb and Cresswell (41) tracked proteolytic
intermediates to show that lip33 and lip35 are differentially transported to endosomes
and vary in their capacity to support peptide loading. In addition, Anderson and Roche
(43) demonstrated that lip35 phosphorylation increases both its degradation and MHC Il
peptide loading, suggesting a possible post-translational regulation of antigen
presentation.

li-null C57BL/6 mice present defects in I-AP folding and trafficking that lead to
reduced antigen presentation. To further investigate the biology of li and its role in B-cell
homeostasis, we generated transgenic mice expressing exclusively the human lip35

isoform on both murine li-proficient and -deficient backgrounds.
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2.5. Methods

Generation of Tg mice

The li cDNA encoding exclusively the lip35 isoform was generated by mutating the
second methionine to an alanine (42). This cDNA was optimized at the Kozak sequence,
cloned under the control of the murine li gene promoter in the pDOI6 vector, linearized
and injected into FvB mice embryos (47). Offspring were genotyped for the presence of
lip35 by PCR using the following primers: 5’-GAAACTGACAGTCACCTC-3' and 5'-
GAAGTCAGATGCTCAAGG-3'. Three different founders (Tgp35) were obtained and bred
with C57BL/6 mice for 20 generations. To obtain the transgenic lip35 mice devoid of
murine li (Tgp35/mliKO), Tgp35 mice were bred with C57BL/6-mliKO mice (Jackson
Laboratories, Bar Harbor, ME, USA) for 20 generations. The mli gene was genotyped by
PCR as described previously (27). All experiments were performed in accordance with the

Canadian Council of Animal Care.

Antibodies and peptide

BU45 and Pin-1 mouse hybridomas produce IgG; mAbs that specifically recognize
the C- and N-terminal parts of human li, respectively (38, 48). They were purified from cell
culture supernatants and coupled to Alexa-647 (Invitrogen, San Diego, CA, USA). Likewise,
In-1, a rat 1gGy, mAb specific for the N-terminal part of murine i (BD-Pharmingen,
Mississauga, Canada), was coupled to Alexa-647. The D-6 mAb (Santa Cruz Biotechnology,
Inc., Santa-Cruz, CA, USA) recognizes the C-terminal part of human and mouse li. The
M5/114 antibody which recognizes the I-AbB chain was purified from cell culture
supernatants, while the 30-2-FITC mAb specific for the CLIP/I-A® complex was purchased
from Santa Cruz Biotechnology, Inc. CD11c-biotin, IgM-PercP, IgD-FITC, and CD21-PE
antibodies were purchased from BD Pharmingen. The o-IgM-PE, ¢-B220-FITC, and oc-I-AbB

(28-16-8S; mouse IgM) antibodies were purchased from Invitrogen. Antibodies against I-
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AbB (AF6-120.1), IgD-PercP, CD19-PE, and CD19-Alexa647 were purchased from Biolegend
(San Diego, CA, USA), while the o-actin was obtained from Calbiochem (Mississauga,
Canada). The rat anti-mouse H2-DM (2C3A) was a kind gift from Dr L. Karlsson. The mouse
anti-I-A® KL295 hybridoma was purchased from ATCC and antibodies were purified from
cells culture supernatant.

Secondary reagents, including streptavidine-PE, goat anti-mouse IgG peroxidase,
and goat anti-rat peroxidase, were purchased from Jackson ImmunoResearch, Inc. (West
Grove, PA, USA), while the donkey anti-rat-APC and the anti-mouse Ig True blot were
obtained from eBioscience (San Diego, CA, USA). The biotinylated CLIP peptide (81 to 105

segment of i) was purchased from Elim Biopharmaceuticals Inc. (Hayward, CA, USA).

Flow cytometry

Spleen and bone marrow (BM) were dissociated to obtain single cell suspensions.
Red blood cells were lysed by incubating them for 5 min in 0.83% NH4Cl. Cells (10°) were
resuspended in PBS, FBS 3% and HEPES 10 mM and stained for 30 min on ice. For total
staining, cells were permeabilized for 10 min in the same buffer containing 0.1% saponin.
Cells were analyzed on a FACSCalibur® flow cytometer (Becton Dickinson, Mississauga,

Canada).

Western blot analysis

Splenocytes were collected by centrifugation resuspended in lysis buffer (150 mM
NaCl, 20 mM Tris-HCl, 1% Chaps or 1% Triton), kept on ice for 30 min, and then pelleted to
eliminate nuclei and debris. Protein extracts were mixed with reducing Laemmli buffer

(2% SDS), boiled for 5 min, and resolved by SDS-PAGE (12%), unless mentioned otherwise.
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After transfer, membranes were incubated overnight with specified mAbs and revealed
with the appropriate HRP-coupled secondary Ab.

For immunoprecipitations, mAbs or isotypic controls were coupled to sepharose
beads (GE Healthcare, Waukesha, WI, USA) in lysis buffer for 1 h at 4°C and washed three
times. Cell lysates were then incubated with Ab-coupled beads in lysis buffer overnight at
4°C. After three washes, beads were resuspended in Laemmli buffer and boiled for 5 min,
unless mentioned otherwise. Proteins were resolved by SDS-PAGE and analyzed on

immunoblots.

Splenic DC isolation

Isolated spleens were digested using 0.1% collagenase D and 20 pg.mL™* DNAse for
45 min at 37°C. Cell suspensions were filtered on a 70 um nylon filter (BD Falcon™) and
washed in PBS, 0.5% BSA, and 2 mM EDTA. Harvested cells were then added on a 14.7%
nycodenz solution (Sigma, Oakville, Canada), centrifuged for 20 min at 1200 x g and

washed twice in complete media.

BM-derived DCs
BM-derived DCs (BMDCs) were generated as described previously (49). Briefly, BM
cells were cultivated for 7 days with GM-CSF 500 U.mL™ (Invitrogen) and IL-4 (~ 250U/mL),

originating from P815-IL-4 hybridoma supernatant.

2.6. Results

Generation of transgenic lip35 mice
The lip35 cDNA was obtained by mutating the second methionine-encoding triplet

(42). This prevents internal translation initiation and production of the lip33 isoform. The
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cDNA was cloned under the control of the murine li gene promoter in the pDOI6 vector
and injected in mice embryos (47). We obtained three different founders which were bred
with C57BL/6 to obtain Tgp35 mice. In addition, mice were bred with li-null C57/BL6 mice
to generate animals that only express the human lip35 (Tgp35/mliKO). Most experiments
were performed on the offspring of all founders and generated the same results. As
expected, using the human li-specific Pin-1 mAb, western blotting revealed that lip35 was

expressed in both Tgp35 and Tgp35/mliKO mice splenocytes (Supplementary Figure S1).

Expression of lip35 in APCs

The pattern of lip35 protein expression in Tg mice was assessed by flow cytometry
in different cell types. As seen in Fig. 2-1, lip35 was found in APCs, but its expression was
heterogeneous. Moreover, as opposed to the endogenous mli, only a fraction of cells in
any given APC population expressed lip35. Indeed, ~ 33% of splenic B-cells, ~ 47% of
splenic DCs and ~ 24% of BMDCs were positive for lip35 (Fig. 2-1A-D). Interestingly, the
endogenous mli was more abundant in the Tgp35 B-cells compared with wild-type (Fig. 2-
1B, right panel) and this difference was significant (Fig. 2-1C, left panel). The analysis was
also performed on cells double-stained for mli and lip35. The results confirmed the
significant increase of mli in lip35" versus lip35 cells (Fig. 2-1C, right panel), suggesting
that lip35 and mli compete for binding to MHC Il molecules. While it has yet to be
determined why the overall pattern of lip35 expression does not match that of the
endogenous li, it remains that all three founders showed the same phenotype (data not

shown).
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Interaction of lip35 with murine li and MHC Il molecules

The human li has previously been shown to bind murine MHC Il molecules (50).
Likewise, I-A co-immunoprecipitated lip35 from lysates of Tgp35 and Tgp35/mliKO
splenocytes (Fig. 2-2A). lip35 was also co-immunoprecipitated with the endogenous mli in
Tgp35 cells (Fig. 2-2A). Accordingly, mli was co-immunoprecipitated with I-A® and lip35
(hli) in Tgp35 cells (Fig. 2-2B). Ig light chains of antibodies used for immunoprecipitations
were all recognized by the anti-rat secondary antibody used for blotting and are identified
by a bracket.

We then asked if the presence of mli in Tgp35 mice could affect lip35 expression
compared with Tgp35/mliKO mice. As seen in Fig. 2-2C, CD19" splenocytes from both Tg
mice expressed similar levels of lip35, based on the staining with BU45, a mAb which
recognizes the C-terminal end of unprocessed hli. However, almost twice as many cells
expressed lip35 in the Tgp35/mliKO mice compared with Tgp35 mice (51% versus 27%,
respectively).

Next, we investigated whether lip35 could egress the ER and be processed to low
molecular weight intermediates. For these experiments, we used the highly sensitive D-6
mAb. lip35 was immunoprecipitated from Tgp35/mliKO cells and analyzed on
immunoblots (Fig. 2-2D). Two fragments of 22 kDa (p22) and 10 kDa (p10) were detected,
a pattern consistent with the degradation of lip35 by pH-sensitive cysteine proteases in
the endocytic pathway (2, 3). These results indicate that the initial steps in lip35
maturation are normal and that the RxR retention motif can be masked by I-A®, allowing
ER egress and trafficking to degradative endocytic compartments.

The pattern of lip35 degradation fragments suggests that p10 would eventually be
cleaved by cathepsins in endosomes to generate CLIP. To test this, we used the 30-2 mAb
raised against the human CLIP-I-A° complex (51). Although this mAb can cross-react with I-
A® associated with the mouse CLIP on LPS-activated wild-type blasts (51), its reactivity is

weak; no signal was detected in C57BL/6 mice under our experimental conditions (Fig. 2-
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2E). However, Tg cells accumulated intracellularly some 30-2 complexes, while stainings
were negative at the plasma membrane (data not shown). The levels of CLIP/I-A
complexes were monitored specifically in lip35” cells stained for CD19, BU45 and 30-2 Abs
(Fig. 2-2F). The fact that lip35" spleen cells from the Tgp35/mliKO display significantly
more CLIP/MHC Il complexes than the Tgp35 cells suggested again that the human and
mouse li compete for binding to I-A®.

An important player in the release of CLIP from MHC Il molecules is H2-DM. It has
been suggested that mli serves as a chaperone for H2-DM since its expression is reduced
in li-deficient animals (23, 52). We assessed the levels of H2-DM in our Tg mice
(Supplementary Figure S2). As expected, splenocytes from li-null mice accumulated less
H2-DM than wild-type mice. Interestingly, Tgp35/mliKO cells did not up-regulate H2-DM,
while levels in Tgp35 and wild-type mice were comparable. These results suggest that the
accumulation of CLIP may be due to the reduced interaction between H2-DM and human

lip35 generates compact MHC Il molecules

Previous reports have shown that most I-A°B chains in li-null mice remain in an
immature state and migrate faster on SDS-PAGE (14-16,23). These immature products
correspond to non-terminally glycosylated chains that have not gained access to the golgi
and are sensitive to endoglycosidase H ((14) and data not shown). Given that lip35
interacts with I-A” in the presence or absence of murine li, we tested its impact on the fine
conformation of MHC Il molecules. Splenocytes were lysed and analyzed on immunoblots
under denaturing conditions. As for the mliKO cells, the major B chain pool in the

Tgp35/mliKO cells was constituted of the faster migrating immature (labeled ') species



59

(Fig. 2-3A). Interestingly, in Tgp35 cells, expression of lip35 caused the accumulation of
some immature 3’ chains despite the presence of the endogenous mli.

Next, we addressed the effect of lip35 on the generation of compact I—Ab—peptide
complexes. Splenocytes were lysed and analyzed on immunoblots under non-reducing and
non-boiled conditions using the conformation-dependent M5/114 mAb, which recognizes
primarily I-A° of heterodimers. Several studies have shown that in the absence of Ii,
especially in B6 mice, MHC Il molecules can adopt a ‘floppy’ conformation, reflecting
either an empty groove or loosely associated peptides (21,53,54). In addition, most I-A°
molecules are misfolded and do not traffic properly to the cell surface, which in turn
hinders antigenic presentation (14-16). As expected, in wild-type mice, all peptide/MHC Il
complexes were in a compact state (labeled ‘C’) of ~55 kDa under non-boiled conditions
(NB) (Fig. 2-3B). These complexes readily dissociated upon boiling (B). The M5/114 mAb is
primarily a conformer and usually does not detect the isolated 29 kDa [ chain. As
described previously, the few I-A® molecules that folded in li-deficient B6 mice adopted a
floppy conformation (‘F’) and migrated slightly slower to ~65 kDa (14, 15). Moreover, a
high molecular weight band, corresponding to aggregated MHC Il products that form in
the ER in the absence of mli (16), could be seen at the top of the gel (Fig. 2-3B, open
arrow). To determine the impact of lip35 on the fine conformation of I-A®, spleen cells
were sorted with the D-6 mAb, which recognizes the C-terminus of li. Surprisingly, the
non-boiled samples from Tgp35 cells also showed a high molecular weight band (but no
floppy forms), suggesting that I-A® molecules that fold in the absence of li or in the
presence of lip35 can form aggregates (Fig. 2-3C). These most likely correspond to the [’
chains observed under denaturing conditions (Fig. 2-3A). Interestingly, samples from the
Tgp35/mliKO showed principally the presence of compact forms. The band is weak,
probably due to the low expression of lip35 in many cells (see Fig. 2-2C). Still, there was no
floppy heterodimers in these conditions. Upon boiling, the compact forms were lost.

Although M5/114 is principally a conformer, it has been shown to detect reduced and
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denatured I-AbB chains on western blots (23). Interestingly, M5/114 somewhat recognized
the isolated 29 kDa [ chain in our non-reduced samples from the Tgp35 lysates, raising
the possibility that a fraction of the molecules are improperly oxidized in the presence of
lip35. Altogether, these results show that lip35 promotes the formation of compact

complexes but generates also high-molecular weight aggregates.

lip35 affects the loading of exogenous peptides

While previous studies have shown that li-null cells display less MHC Il molecules,
their floppy or SDS-sensitive conformation allows for better binding of exogenous
synthetic peptides (14-16). Given the lip35-mediated increase in compact MHC Il I-AP
heterodimers in Tgp35/mliKO mice, we asked whether the loading of exogenous peptides
could be affected. We used the synthetic human CLIP peptide which forms a strong
complex with I-A® (55, 56). Purified spleen cells were incubated with the biotinylated
synthetic peptide before permeabilization and incubation with the lip35-specific mAb. Our
results confirmed that li-deficient cells had strong peptide binding abilities (Fig. 2-3D). In
Tgp35/mliKO cells, high lip35 expression strongly decreased the binding of the exogenous
peptides. No effect of lip35 was observed in Tgp35 cells that already bind little exogenous
peptides. Together, these results confirm the effect of lip35 on the fine conformation of I-

Ab

lip35 increases MHC Il surface expression

In Tgp35/mliKO cells, lip35 expression increased levels of MHC Il compact forms,
which were detected on immunoblots (Fig. 2-3C). Using flow cytometry, we next assessed
the effect of lip35 on I-A° cell surface expression. As expected, I-A° expression was

reduced at the plasma membrane of mliKO mice (MFV=8.7) compared with wild-type mice
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(MFV = 26.2) (Fig. 2-4A and B). In C57BL/6 mice, lip35 expression did not affect I-A® levels.
Interestingly, in li-null mice (Tgp35/mliKO) spleen cells, lip35 expression significantly
increased surface expression of MHC Il molecules (MFV=15.1). Such an intermediate
expression of MHC Il molecules reflects, at least in part, the fact that only about one third
of CD19" cells express lip35 (Fig. 2-1B; data not shown).

We performed three-color flow cytometry to better evaluate the effect of lip35 in
B-cells. Isolated spleen cells were stained for CD19 and MHC Il molecules, permeabilized
and stained for lip35 using BU45. While MHC Il levels were low at the surface of li-
deficient B-cells, the expression of lip35 restored normal levels in a dose-dependent
manner (Fig. 2-4C, right panel). While a defined population of cells (circled) expressing
high levels of lip35 and low levels of I-A® was apparent, these results still confirm that
lip35 is functional in assisting the folding and trafficking of I-A® in a fraction of mouse B-

cells.

The absence of mli alters the conformation of I-A®

Although we have shown that lip35 can restore I-A® surface expression, the
possibility remains that it also causes the intracellular accumulation of MHC Il molecules.
This was first tested by flow cytometry. Splenocytes were permeabilized and stained with
the AF6-120.1 mAb specific for a conformational epitope on I—AbB (57). Surprisingly, we
found significantly less MHC Il molecules in wild-type mice (MFV=17) than in their li-
deficient counterparts (MFV=41.2) (Fig. 2-5A and B). To our knowledge, such a dramatic
phenotype has not been reported before on the H-2° background (23). Other I-A-specific
mAbs, including M5/114, originally used to demonstrate reduced MHC Il molecules in li-
deficient mice, were also tested (14, 15). While the results confirmed that I-A° levels in Ii-
null mice were reduced, both at the plasma membrane and in intracellular compartments

(Fig. 2-5C-F), they emphasized the peculiar phenotype revealed by the AF6-120.1 mAb.
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Interestingly, the presence of lip35 exacerbated this phenotype as the Tgp35/mliKO cells
(MFV=95) are more reactive to this mAb than mliKO (MFV=41.2) (Fig. 2-5A and B).
Importantly, the expression of lip35 in mli* cells (Tgp35) also increased the staining of AF6-
120.1. To confirm that the increased reactivity of this mAb in transgenic mice was caused

by lip35, mature IgD"e"

splenocytes were analyzed with AF6-120.1 before (surface) or
after (total) permeabilization (Fig. 2-6). Compared with wild-type, splenocytes from li-
deficient animals demonstrated little reactivity with AF6-120.1 at the cell surface (Fig. 2-
6A). Most of the AF6-120.1" material was detected only after permeabilization (Fig. 2-6B).
Even though lip35 expression restored I-A® surface levels in a dose-dependent manner in
Tgp35/mliKO cells, upon permeabilization, these cells showed impressive amounts of AF6-
120.1-reactive B chains compared with wild-type or mli-deficient cells. lip35-expressing
Tgp35 cells also showed a strong intracellular accumulation of MHC Il products in the
presence of mli.

The increased AF6-120.1 reactivity could be due either to an accumulation of I-AP-
related products, to a serological modification in the absence of mli, or to the cross-
reactivity of the mAb against an unknown antigen uncovered in mli-negative cells. To help
distinguish between these possibilities, immunoprecipitations using AF6-120.1 were
performed using spleen cells from wild-type, mliKO and Tgp35/mliKO mice, these last two
exhibiting the strongest reactivity to this mAb. The samples were blotted with the KL295
mAb, which recognizes the denatured I-AbB chain. Approximately, a 28-kDa band was
detected in all cell lysates and was immunoprecipitated principally from the mliKO and
Tgp35/mliKO cells, in line with the strong AF6-120.1 staining in these mice (Fig. 2-6C). No
other band of lower molecular weight was observed, showing that the AF6-120.1-reactive
material includes an intact I-AbB chain. Of note, the total amount of 3 chain detected by
KL295 in the different cell lysates is very similar, showing that the knock-out and

transgenic mice do not accumulate more of I-A. Altogether, these results suggest that the
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conformational AF6-120.1 epitope on I-AbB chain is restricted to a subset of molecules and
that it can be down-modulated by mli. On the other hand, the expression of lip35 appears

to favor the conversion of I-A° molecules to the AF6-120.1" conformation.

lip35 is expressed in immature BM B-cells

In mice, li was shown to have a strong impact on B-cell homeostasis, as evidenced
by the reduced survival of mature cells in the spleen of li-null animals (22). As li and MHC
Il do not appear to be required for B-cell maturation (27), we hypothesized that
expression of lip35 in the BM progenitors would not affect B-cell development. BM cells
were isolated, permeabilized, and stained for B220 and li. In Tgp35 mice, more cells (63%)
expressed the lip35 transgene compared with endogenous mli (44%) (Fig. 2-7A). This
suggests that the pDOI-6 promoter which regulates lip35 may be turned on at an earlier
stage of differentiation. Similar results were obtained in Tgp35/mliKO mice (data not
shown). Interestingly, as observed in splenocytes (Fig. 2-1B and C), the amount of
endogenous mli (MFV = 88 in the wild-type) increased in Tgp35 (MFV = 194), suggesting
again that mli is retained in the ER and not efficiently processed due to the presence of
the competing lip35. It should be noted that a small population of B2207, I-A* cells were
negative for BU45 (Fig. 2-7B, right panel). These cells most likely express mli, given that all
I-A" cells in the BM are mli* (data not shown).

We also measured the impact of lip35 on I-A® cell surface expression. The I-AP
profile gated on B220" Ii* cells is seen in Fig. 2-7C. While mli* cells expressed I1-A° in wild-
type mice (MFV = 101), the presence of lip35 in Tgp35 cells caused a marked reduction in
the amount of I-A° displayed at the plasma membrane (MFV = 27). These results
demonstrate that lip35 acts as dominant-negative and cannot replace the endogenous

murine lip31.
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T1 cells hli"&" do not up-regulate MHC Il levels

Based on the aberrant phenotype of BM B-cells observed in Tgp35 mice, we asked
if lip35 could allow proper migration and maturation of B-cells in secondary lymphoid
organs. In wild-type and Tgp35 animals, ~95% of immature CD21°" 1gD"" cells (T1)
expressed the endogenous mli (data not shown). We evaluated the expression of lip35 in
T1 cells with four-color flow cytometry using mAbs specific for CD21, IgD, I-A®, and i (Fig.
2-8A). lip35 was expressed in 79.9 and 61.6% of T1 B-cells in Tgp35/mliKO and Tgp35
mice, respectively. As seen in the BM and total splenocytes, high levels of lip35 did not
appear to entirely restore I-AP expression at the plasma membrane. Thus, we analyzed the
impact of lip35 on BU45", BU45™, and BU45"&" T1 cells (Fig. 2-8B and C). In both Tg
mice, the BU45™E" cells expressed less surface I-A®, defining a sub-population of cells that

high cells are reminiscent of

most likely do not fully support ER egress of lip35. These BU45
the peculiar population seen in Fig. 2-4 (circled). Together, these results show that most
T1 cells in the spleen express high levels of lip35, but do not up-regulate MHC Il at the cell
surface.

We then asked whether the proportions of T1 B-cells were normal in Tg mice.
Based on IgD and CD21 expression, the presence of lip35 did not affect the overall
distribution of different B-cell subsets, either on the wild-type or on the li-null
backgrounds (data not shown). However, given the low percentages of lip35" cells and the
heterogeneous protein expression levels (Fig. 2-1B), we analyzed the data in the context
of the level of BU45 staining. It has been reported that in the spleen, the percentage of T1
cells increases in the absence of li, most likely due to the reduction of the FO
compartment (22, 23). In absolute numbers, all mice appeared to have similar T1
compartments (data not shown) and our data corroborates the increased percentage of

T1 cells in mli-null mice (Fig. 2-9A). The proportion of T1 cells increased from 11.2% in

wild-type cells to 23.8% in mliKO cells and this difference was statistically significant (Fig.
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2-9D) However, BU45™E" cells were significantly enriched in the T1 population of Tg

animals and accounted for about 50% of CD19"hli"e"

splenocytes (Fig. 2-9B and D). These
proportions are much higher than those observed in mliKO mice, suggesting that these T1
Tg cells do not mature properly.

In the hli™ cell population of Tgp35/mliKO, the number of T1 cells was found to be
similar to wild-type (Fig. 2-9C and E). Although T1 numbers in the Tgp35 (18.7%) were not
as low as those in the wild-type (11.2%), they were clearly and statistically lower than

those seen in mliKO (23.8%). Altogether, these results suggest that lip35 restores the

maturation/survival of a high proportion of splenic B-cells.

lip35 restores the mature B-cell compartment

In the absence of li, mice display a perturbed mature B-cell compartment. Despite
normal precursor numbers in i’ mice, studies have shown that the number of mature B-
cells in the spleen is greatly reduced (22-24). Our data demonstrated that up to the T1
stage, although MHC Il levels were not fully restored, a large fraction of B-cells continued
to express lip35. We next tested if the lip35" T1 cells could develop into FO cells. Analyses
were performed on both 1ip35™ and lip35™&" cells. Although the bulk of BU45™" cells
could be seen in the T1 subset, some were also found in other sub-populations. As seen in
Fig. 2-9A, ~80% of wild-type mice cells had matured through the T2-FO stages. In contrast,
this population was markedly reduced (47%) in li-null mice (Fig. 2-9A and D). The hli"e"
cells from Tg mice show the same proportions of these mature cells as the mliKO,
suggesting that fewer cells expressing high levels of lip35 acquire a mature phenotype.
Alternatively, these cells may mature, but may not receive appropriate survival signals.
Interestingly, as others have reported, we found that mliKO mice have a more important

-high

marginal zone (MZ) compartment (24). However, although the Tg hli"®" cells had a smaller

percentage of mature FO cells, there was no concomitant increase in the MZ population
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(Fig. 2-9B and D). In fact, there were even less MZ cells in Tg mice compared with wild-
type. These results demonstrate that MZ and FO B-cell defects in mliKO mice are
independent and can be dissociated. Different mechanisms have recently been proposed
to control these phenotypes (24).

When the proportions of mature B-cells were analyzed in the context of hli™ cells,
high proportions of FO cells were found in Tg mice (Fig. 2-9C and E). These B-cells
accounted for ~80% of CD19hli™ splenocytes in Tg animals, a proportion similar to that
observed in wild-type mice. A four-color flow cytometry analysis using CD19, IgD, IgM and
hli markers confirmed that lip35 restores the compartment of mature FO B-cells
(Supplementary Figure S3). However, the proportion of MZ cells was reduced in the
context of lip35 expression (Fig. 2-9C-E). In accordance with the slightly higher proportion
of hii™ T1 cells in Tgp35 (Fig. 2-9C and E), our results suggest that cells expressing both

mouse and human li chains mature less efficiently.

2.7. Discussion

The biology of li is complex. This chaperone appears to intervene in processes as
diverse as antigen presentation, signal transduction and cell motility. In humans, the
benefits conferred by the expression of lip35 remain to be discovered. It is remarkable
that such a short 16-amino acid extension at the N-terminal of li has the potential of
adding multiple layers of complexity in the regulation of antigen presentation. Indeed,
lip35 is particular as it encompasses phosphorylation sites, an ER retention motif and 14-
3-3 binding sites. Moreover, lip35 is dominant and dictates the intracellular trafficking
behavior of lip33 and lip4l isoforms in mixed trimers. We have expressed this lip35
isoform in mice in order to perturb the function of the endogenous mli and get new

insights into the function of these chaperones.
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The Tgp35 mice were crossed onto the li-null background to obtain a Tgp35/mliKO
line with lip35 representing the sole chaperone for I-A°. Of note, Honey et al. (55) have
previously reported that the human li was functional in mli-proficient and -deficient mice.
However, they used a genomic DNA fragment to generate Tg animals, which resulted in
the predominant expression of lip33. Although not fully characterized, these mice did not
show any aberrant phenotype, even when crossed on a mli-null background. This suggests
that the human lip33 and the mouse lip31 are interchangeable.

As one of the most important roles of li is the chaperoning of MHC Il molecules, we
first characterized biochemically the interaction of lip35 with I-A°. The fact that specific
endosomal degradation products such as p10 were detected on immunoblots confirms
that some of the lip35 molecules are efficiently chaperoning I-A°. CLIP/I-A® complexes
were also detected in permeabilized cells but not at the plasma membrane, indicating that
they must have encountered H2-DM along the endocytic pathway (Fig. 2-2).

li-deficient cells show a defect in the association of newly synthesized I-A° o and B
chains, which resulted in reduced M5/114 staining of permeabilized cells (14, 21, 23). The
presence of lip35 in Tgp35/mliKO cells favored the association of o and 3 chains based on
intracellular M5/114 staining (data not shown) as well as the formation of compact forms
of I-A® to the detriment of floppy heterodimers (Fig. 2-3C). Interestingly, the presence of
lip35 in Tgp35 cells expressing the endogenous mli caused the accumulation of some
immature I-A® molecules and the apparition of aggregates (Fig. 2-3A and C). Although this
had no significant impact on the overall cell surface display of MHC Il molecules, it is
reminiscent of the situation in li-deficient mice and suggests that some I-A molecules are
trapped by those lip35 chains that do not egress the ER. In Tgp35 cells, as judged by the
strong increase in AF6-120.1 mAb reactivity, there is clearly a large body of MHC Il
molecules that bind lip35.

It is intriguing that lip35 exacerbates the phenotype of li-deficient cells regarding

the reactivity of the AF6-120.1 mAb. Although li-deficiency on the I-Ak background caused
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the overt accumulation of MHC I, this is not the case for I-AP. Indeed, western blot and
flow cytometry experiments using conformation-independent antibodies showed no
increase in the levels of 1-A® o and B chains in li-negative spleen cells (23) (Fig. 2-6C).
Together, these results demonstrate that the effect of lip35 on the recognition of
intracellular MHC Il molecules by the AF6-120.1 mAb is conformational. Of note, the
increase in I-A° expression at the surface of mature lip35" B-cells in mli-deficient animals
(Fig. 2-4C) is not the mere reflection of the increased overall pool of AF6-120.1" molecules
since it was also observed with the 28-16-8S and M5/114 mAbs (data not shown).

The fact that lip35 expression reduces the loading of exogenously supplied
peptides in the absence of mli is in line with a conformation change of I-A°. 1t is puzzling
that the cells which were clearly affected are those T1 immature cells that express the
most lip35 but which do not strongly up-regulate surface I-A°. When compared with mliKO
cells that express similar amounts of surface I-A° the proportion of MHC Il molecules that
make it to the plasma membrane in those T1 cells have clearly a different conformation.
Still, the cells expressing intermediate levels of lip35 do not bind more exogenous
peptides but since they express more I-A® at the surface, we conclude that the pool of
MHC Il molecules reaching the plasma membrane are compact and refractory to peptide
exchange.

Our results demonstrate that lip35 can egress the ER to restore MHC Il levels in
some B-cells. In this context, it was interesting to determine the impact of lip35 on B-cell
homeostasis. In the BM, more B220" cells express lip35 compared with the endogenous
mli (Fig. 2-7). These lip35" cells showed a marked reduction in expression of surface I-A®,
even in Tgp35 cells in which mli is also expressed. The reasons for this dominant-negative
effect remain to be investigated, but a likely explanation is that lip35 is not

phosphorylated in these cells, causing the ER retention of all associated molecules. Such a
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scenario would explain the increased expression of mli as its ER retention would prevent
degradation in endosomes.

Matza et al. (25) have clearly demonstrated that li-driven signaling is critical for the
establishment of a normal mature B-cell compartment in the spleen. Interestingly, NF-xB
activation necessitates regulated intramembrane proteolysis in the endocytic pathway
and the release of the N-terminal 42-amino acid li region. In support of this model,
transgenic mice expressing only the short 1-82 N-terminal region of li (apparently devoid
of any chaperoning activity toward MHC Il) had a normal B-cell compartment (58). Thus, it
appears that MIF binding is not a prerequisite for NF-kB activation by li. We do not know if
lip35 does bind MIF, but we propose that it undergoes proteolysis in endosomes and
initiates signaling events. However, many BM and T1 cells in Tg mice appear to express
high levels of lip35 without a concomitant increase in I-A° surface expression. This
indicates that lip35 is not processed in all cells and accumulates presumably in the ER
where it cannot signal. It will be interesting to determine if we can modulate ER egress of
lip35 in these T1 cells, allowing their maturation into FO cells. If this cell population
represents a specific subset of T1 cells remains to be established.

Our transgenic mice will be useful in the future to refine the mechanisms involved
in B-cell maturation and survival. Also, we will deepen the characterization of the I-A® fine
structure in lip35" cells and the associated peptide repertoire in the context of thymic
selection of CD4" T cells. The capacity of lip35 to chaperone other ligands such as CD1d
will be investigated as well.

Upheaval of the MHC Il pathway in mice by the introduction of hlip35 allowed us
to shed new light on the biology of li. Some of the effects observed here cannot be
formally ascribed to the peculiar structure of lip35. For example, the inability of lip35 to
rescue H2-DM expression may be a characteristic of all human li isoforms and a thorough
characterization of Tg mice expressing mainly lip33 will be needed to resolve such issues

(55). On the other hand, the incapacity of lip35 to rescue I-A® surface expression in
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immature B-cells is clearly due to specific structural characteristics of lip35. Indeed, mli-
deficient Tg mice expressing preferentially hlip33 did not show any defect in MHC I
surface expression and the fine conformation of their I-A® molecules appeared normal
based on their reduced capacity to bind synthetic peptides compared with mli-deficient
animals (55). Future studies should address the role of lip35 on the fine structure of MHC
Il molecules in defined B-cell subsets and in other cell types as well. In addition, other
MHC Il alleles should be tested by crossing our mice on different H-2 backgrounds. For
example, even in the presence of li, alleles such as I-A appear to preferentially fold as
SDS-unstable dimers rather than compact or floppy forms (21).

In conclusion, it is tempting to speculate that B-cell homeostasis in humans could
be regulated through the modulation of lip35 ER egress. Given the importance of PKCs in
the activation of B-cells, in autoimmunity, and in the phosphorylation of lip35, a complex

interplay of factors including li may operate in various B-cell pathologies (39, 59, 60).

2.8. Funding

National Science and Engineering Research Council of Canada (NSERC) (grant

number 298537).

2.9. Acknowledgements

We would like to thank Dr Hayssam Khalil for helpful discussions and Serge
Sénéchal for helping with flow cytometry. Special thanks to Marie-Pierre Hardy and Julie
Leboeuf for helping with the isolation and analysis of splenocytes. We are grateful to L.

Karlsson, R. Lindner, O. Bakke, A. Rudensky, D. L. Hardie, |. C. MacLennan, J. Kappler and



71

L.K. Denzin for kindly providing antibodies. L.G. was supported in part by a studentship
from INSERM (U-743).

2.10. Abbreviations

APC, antigen presenting cell; BM, bone marrow; DC, dendritic cells; ER,
endoplasmic reticulum; FO, follicular B-cells; li, Invariant chain; IP, immunoprecipitations;
MFV, mean fluorescence value; MIF, macrophage migration inhibitory factor; mli, murine
li; MZ, marginal zone B-cells; T1, transitional 1 B -cells; T2, transitional 2 B-cells; pMHC II,

peptide-MHC Il complexes.
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2.12. Figure legends

Fig. 2-1 : Expression of lip35 in APCs.
Cells of different origins were isolated, permeabilized with saponin and stained with either
BU4S5 or In-1 and different lineage-specific mAbs. The percentage of cells expressing li is
indicated. (A) The spleens were removed and digested with collagenase D and DNAse and
then isolated on a 14% nycodenz gradient. Collected cells were stained with BU45 or In-1,
anti-CD11c and I-A° (28-16-8S). (B) Splenocytes were stained with BU45 or In-1, anti-CD19
and I-A° (28-16-8S). (C) Statistical significance of the data obtained in panel B was
determined using a Student’s t test. In the left panel, expression of mli was measured on
CD19" cells. In the right panel, mli expression was compared between CD19" lip35™ and
CD19" lip35* spleen cells isolated from Tgp35 mice. Error bars indicate the standard
deviation (SD). (D) BM was removed from tibia and femur and collected cells were
cultured for 7 days in the presence of GM-CSF and IL-4. DCs were then isolated on a 14%
nycodenz gradient and stained with BU45 or In-1 and anti-CD11b. Data are representative

of at least five independent experiments.
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Fig. 2-2 : Interaction of lip35 with murine li and MHC Il molecules.

(A and B) Splenocyte lysates were immunoprecipitated with Pin-1, anti-1-A° (28-16-
8S), In-1 or isotypic antibody overnight at 4°C. Samples were then boiled for 5 min and
analyzed on SDS-PAGE (12%) under reducing conditions. After transfer on nitrocellulose
membrane, samples were probed with Pin-1 (A) or In-1 (B). The bracket ( ] ) marks the
location of the light chains of various antibodies used for immunoprecipitations. Arrows
indicate murine lip31 or human lip35. (C) Splenocytes were stained with anti-CD19 and
BU45. The overlay shows hli expression gated on CD19+ cells. (D) Immunoprecipitations
were performed using the D-6 mAb and the presence of li was detected on immunoblots
using D-6. Arrows indicate the different processed forms of li. (E) Splenocytes were
stained for CD19, permeabilized and stained with the 30-2 mAb. Data are representative
of at least three independent experiments. (F) Splenocytes were stained for CD19,
permeabilized and stained with 30-2 and BU45. CD19" and BU45" cells were gated by flow
cytometry and the MFVs for 30-2 expression were plotted. The bar chart is a compilation
of three independent experiments. Student’s t test P value is indicated. Error bars

represent the SD.

Fig. 2-3 : lip35 chaperones I-A.

(A) Splenocytes were lysed, boiled and analyzed by SDS-PAGE (12%) under
reducing conditions using the I-Ab-specific KL295 mAb. (B) Cell lysates were boiled for 5
min (‘B’) or heated at 65°C (‘NB’) and analyzed by SDS-PAGE (12%) under non-reducing
conditions. Samples were analyzed on immunoblots probed with the I—Ab—specific M5/114
mAb. ‘C’ and ‘F’ indicate compact and floppy forms, respectively. The arrowhead points to
aggregated MHC Il products. The samples were blotted with an actin-specific mAb to
monitor for variations in protein loading. Data are representative of at least three

independent experiments. (C) The experiment was performed as in (B) but lip35-
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expressing splenocytes were sorted with D-6-coated magnetic beads before cell lysis. (D)
Splenocytes were incubated for 6 h at 37°C with a biotinylated CLIP peptide (50 uM). The
cells were permeabilized and stained with BU45. Data are representative of two

independent experiments.

Fig. 2-4 : lip35 increases MHC Il surface expression.

(A) Splenocytes were stained for surface I-A® with the AF6-120.1 mAb. Data are
representative of six independent experiments. (B) MFVs obtained for panel A were
normalized for each experiment to the value obtained for wild-type cells. One-way ANOVA
test P value is indicated by asterisks (***, P < 0.001). (C) Splenocytes were stained with
anti-CD19 and anti-I-A® (AF6-120.1) mAbs prior to permeabilization and staining with
BU45. The ellipse indicates the I-A°YBU45"&" population. Data are representative of at

least three independent experiments.

Fig. 2-5 : The absence of mli alters the conformation of I-A°.

Splenocytes were stained for I-A° either after (total; A, B, D and F) or before
(surface; C and E) permeabilization with the following mAbs: AF6-120.1 (A and B), 28-16-
8S (C and D) and M5/114 (E and F). Data are representative of at least three independent
experiments. (B) Compilation of normalized AF6-120.1 total expression from four different
experiments. One-way ANOVA test P value is indicated by asterisks (*,P < 0.05; **, P <
0.01).
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Fig. 2-6 : Mature B-cells accumulate MHC Il molecules with an AF6-120.1"
conformation.

(A) Splenocytes were stained for IgD and I-A® (AF6-120.1) before permeabilization
and stained for lip35 (BU45). (B) Cells were stained for IgD, permeabilized and stained for
I-A® (AF6-120.1) and lip35 (BU45). Cells were gated on the IgDhigh population. Data are
representative of at least three independent experiments. (C) Splenocytes were lysed and
I-A® was immunoprecipitated with AF6-120.1. Samples were boiled and analyzed on SDS-

PAGE (12%) under reducing conditions using KL295.

Fig. 2-7 : Expression of lip35 in immature BM B-cells.

(A) BM was removed from tibia and femur and collected cells were stained with
anti-B220, permeabilized and stained with either BU45 (hli, left panel) or In-1 (mli, right
panel). (B) Cells were stained for I-AP (28-16-8S) and B220 before permeabilization and
staining with BU45. (C) Data were expressed as histograms to compare the expression of
MHC Il molecules in the B220li" populations. Data are representative of at least three

independent experiments.

Fig. 2-8 : T1 cells hii"&" do not up-regulate MHC Il levels.

(A and B) Splenocytes were stained with anti-lgD, -CD21 and -I-A° (AF6-120.1) prior
to permeabilization and staining with BU45. T1 cells were gated (CD21"°% 1gD"") and
analyzed for lip35 and I-A°. The percentage of T1 cells expressing p35 (A) and the MFV of
I-AP expression (B) are indicated. Data are representative of three independent
experiments. (C) Compilation of normalized AF6-120.1 surface expression obtained from
the different experiments. One-way ANOVA test P value is indicated by asterisks (*, P <

0.05).
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Fig. 2-9 : lip35 restores the mature B-cell compartment.

(A-E) Splenocytes were stained with anti-IlgD, -CD21 and -CD19 prior to
permeabilization and staining with BU45. Cells were gated on CD19. Cells expressing high
(B and D) or intermediate (C and E) levels of hli were also analyzed. The percentages of T1
(CD21°" 1gD"¥), MZ (CD21"8" IgD'*") and T2-FO (CD21" I1gD"®") cells are indicated in the
corresponding gates. Data are representative of five independent experiments. (D-E)
Percentages of B-cells obtained for the different gates in five different experiments were
plotted. Error bars represent the standard deviations (SD). Two-way ANOVA test P value is
indicated by asterisks (*,P < 0.05; **, P < 0.01).
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2.13. Figures
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Figure 2-9 : lip35 restores the mature B-cell compartment.
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2.14. Supplementary data
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Figure 2-10 : Supplementary figure S1.
Human lip35 is expressed in splenocytes of transgenic mice. Splenocyte lysates were boiled 5 min
and analysed on 12% SDS-PAGE under reducing conditions. Proteins were transferred on

nitrocellulose membrane and probed for the presence of human li using Pin-1 (A) and murine li
using In-1 (B). Data are representative of at least four independent experiments.

counts

Figure 2-11 : Supplementary figure S2.

Splenocytes were permeabilized and stained with mAbs for H2-DM and lip35. The mean
fluoresence value is indicated. Data are representative of three independent experiments.
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Figure 2-12 : Supplementary figure S3.

Splenocytes were stained for CD19, IgD and IgM, permeabilized and stained with BU45. Cells were
gated either on CD19+ cells (A), CD19+ lip35™&" cells (B) or CD19+ lip35™ cells (C). The percentage
of FO cells (IgD"" IgM™) is indicated. Data are representative of three independant experiments.
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3.3. Abstract

The invariant chain (li) has pleiotropic functions and is a key player in antigen
presentation. li associates with MHC class Il molecules in the endoplasmic reticulum (ER)
and targets the complex in the endocytic pathway to allow antigenic peptide loading. The
human lip35 isoform includes a cytoplasmic extension containing a di-arginine motif
causing ER retention. This minor isoform does not exist in mice and its function in humans
has not been thoroughly investigated. We have recently generated transgenic mice
expressing lip35 and these were crossed with li-deficient mice to generate animals
(Tgp35/mliKO) expressing exclusively the human isoform. In these mice, we show that
lip35 is expressed in antigen presenting cells and is inducible by interferon gamma (IFN-Y).
Despite the low constitutive expression of the protein and some minor differences in the
VB repertoire of Tgp35/mliKO mice, lip35 restored thymic selection of CD4" T cells and of
invariant NK T cells. In vitro functional assays using purified primary macrophages treated

with IFN-y showed that lip35 allows presentation of an li-dependent ovalbumin T cell
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epitope. Altogether, our results suggest that lip35 is functional and does not require co-

expression of other isoforms for antigen presentation.

Keywords: antigen presentation, CD74, lip35, invariant chain, knock-out mice,

superantigens.

3.4. Introduction

The invariant chain (li; CD74) is a type Il chaperone protein involved in antigen
presentation. li assists the folding of MHC class Il molecules (MHC 1) in the endoplasmic
reticulum (ER) and prevents the loading of nascent polypeptides into the peptide binding
groove (reviewed in Stumptner-Cuvelette and Benaroch'). Di-leucine-like motifs present in
the cytoplasmic tail of li target the MHC 11/li complex to the endocytic pathway.>? li is then
degraded into several intermediates, leaving only the CLIP (class ll-associated invariant
chain peptide) in the peptide-binding groove.” In late endosomal compartments, a non-
classical MHC class Il molecule called HLA-DM (H2-DM in mice) catalyzes the exchange of
CLIP for a high affinity peptide.>® Mice express two different isoforms of li (lip31 and
lip41) that originate from differential mRNA splicing and which differ by the presence of a
lumenal thyroglobulin-like domain capable of inhibiting cathepsins.’

8-10

li-deficient mice display lower levels of MHC Il on the surface of APCs. li-

deficiency on the H-2° background produces mostly floppy MHC Il molecules, suggesting

11,12

that these are empty or loosely associated with peptides. The lack of li restricts the

diversity of the MHC ll-associated peptide repertoire, affecting thymic selection and
leading to a decrease in the absolute numbers of CD4" T cells.”® The proportions of the

different VPBs appeared normal but the residual CD4" T cells showed some functional

14,15

defects, for example in their capacity to respond to superantigens. Of note, the

majority of the mature CD4" T cells have an activated phenotype that is the consequence

15-18

of interactions with radioresistant epithelial cells of the thymus. The study of li knock-
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out mice also confirmed the importance of this chaperone in CD1d-restricted thymic
selection of invariant natural killer T cells (iNKT).*

The human homologs of mouse li are called lip33 and lip41. The mRNAs for lip33
and lip41 can also give rise to the lip35 and lip43 isoforms, respectively, due to the usage

of an upstream alternative start codon.”®*!

lip33 and lip35 are the most abundant
polypeptides with lip33 representing 80% of the li protein pool.?*** The 16 N-terminal
amino acid cytoplasmic extension found in lip35 and lip43 contains a di-arginine (R-X-R)

25,26

motif causing ER retention. Upon MHC Il binding and phosphorylation of neighboring

serines, the R-X-R retention motif is masked and the complex egress the ER.>"?*
Interestingly, mixed li trimers containing a single lip35 are retained in the ER in absence of
MHC 11233

The exact function of lip35 is nebulous and the possibility of controlling antigen
presentation through selective expression or phosphorylation of 1ip35 remains
hypothetical. To gain insights into the biological roles of lip35, we generated recently a
transgenic (Tg) mouse expressing exclusively this isoform.*! Here, we evaluated the

capacity of lip35 to restore thymic T cell selection and to allow the presentation of an li-

dependent antigen on MHC Il molecules.

3.5. Results

lip35 is expressed in APCs

We have recently generated transgenic mice expressing the human lip35 isoform
under the control of the mouse |i promoter cloned in pDOI-6.*? In these Tgp35 mice, we
found that lip35 was expressed in a large fraction of immature and mature B cells as well
as in DCs.>'. To further characterize the expression pattern of lip35 and its role in shaping
the T cell repertoire, macrophages and thymic epithelial cells (TECs) were purified from Tg

mice expressing the human isoform as well as the endogenous mli and analyzed by flow
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cytometry. The mouse li and the lip35 were found in about one fifth of the CD11b" cells
peritoneal cells (Figure. 3-1a). Both chains were strongly induced by interferon gamma
(IFN-y) in macrophages. However, a small population does not express the transgene as
only 74% of treated cells expressed lip35 compared to 95% for the endogenous mli. These
results show that the mli gene promoter in pDOI-6 is inducible by IFN-y. We then assessed
the pattern of expression of lip35 in the thymus. For the Tgp35 mice, about twice as many
thymic epithelial cells (TECs) express the endogenous li as compared to lip35 (Figure. 3-
1b). This percentage is lower in the Tgp35/mliKO mice. However, lip35 is expressed at low
levels in some CD8" and CD4" thymocytes, suggesting that transcriptional regulation of the

li promoter in pDOI-6 is leaky in these mice (Figures. 3-1c and d).

lip35 restores thymic selection.
Studies on mice have shown that thymic selection is defective in the absence of i,

8-10
In

resulting in a decreased number of CD4" T cells both in the thymus and periphery.
order to study exclusively lip35, we used Tgp35/mliKO animals that were obtained by
crossing our Tgp35 with li-deficient mice.>* Our results confirmed the low proportion of
mature single positive CD4" T cells observed previously in li-deficient animals (Figures. 3-
2a and b). Interestingly, in both the thymus and spleen, expression of lip35 compensated
for the loss of the endogenous mli and fully restored the single positive CD4" T cell
compartment. This effect was observed despite the fact that the overall I-A levels in the
Tgp35/mliKO TECs were only slightly increased by the expression of lip35 (Figure. 3-2c).
Also, the percentage of TECs expressing lip35 is low in the Tgp35 and is down to 4.3% in
the Tgp35/mliKO (Figure. 3-1b).

Although the expression of lip35 restored CD4°CD8 T cell numbers, the possibility

remained that the VP usage may be biased by some specific peptides or polypeptides

associated with MHC Il molecules. The integrity of the T cell repertoire was assessed on
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isolated lymph node cells by flow cytometry using a panel of VB-specific mAbs. The results
showed no difference between the mice expressing mli or lip35, except for V5, 8.1-8.2,
and 17 (Figure. 3-2d). In the case of VB8 T cells, the slight reduction in Tgp35/mliKO may
reflect the presence of a peculiar MHC ll-peptide combination that affects thymic
selection. Interestingly, we observed an increase in the proportions of V35 and V317 CD4"
T cells in the absence of li. As these mice express endogenous superantigens (SAgs) that
target these precise Vfs, our result is reminiscent of the defective SAg-induced negative
selection described previously in li-deficient CBA/J mice.'® Altogether, our results suggest

that lip35 can restore peptide-mediated thymic selection of CD4" T cells but the

presentation of SAgs remains affected.

Normal levels of TCR on CD4" T cells from Tg mice

It has been shown that thymic and splenic CD4 single-positive T cells from li-
deficient mice express less T-cell receptors (TCRs) at their surface.™ To test if this was still
the case in our lip35 transgenic mice devoid of endogenous mli, we measured by flow
cytometry the expression of the CD3 complex. Our results confirmed the reduced TCR
levels observed previously in li-deficient mice. Figures 3-3a and b show that CD4" T cells,
but not their CD8" counterpart, display a marked reduction in CD3 surface expression,
both in the thymus and periphery. Interestingly, the CD3 expression on Tgp35/mliKO CD4"
and control CD8" T cells was comparable to those on the wild-type cells, demonstrating
that lip35 is functional. This phenotype was confirmed on splenocytes using some TCR-

specific mAbs recognizing VP2, 4, 9 and 10b (Figure. 3-3c).
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lip35 restores thymic iNKT-cell numbers

Recently, it has been shown that li deficiency has a negative impact on the CD1d-
mediated thymic selection of iNKT-cells.” To determine if lip35 could also rescue this
phenotype, we monitored the percentage of iNKT-cells in the thymus by flow cytometry
using an oGalCer-loaded CD1d-tetramer. As previously reported, there were twice as
many iNKT cells in WT versus mli-deficient mice (Figure. 3-4). Interestingly, we found that
the iNKT-cell numbers were identical between the WT and Tgp35/mliKO mice, showing

that lip35 supports CD1d-mediated Ag presentation.

Ovalbumin (OVA) presentation in the context of lip35
The MHC class Il presentation of many antigens, including chicken OVA, is

833 1o determine the capacity of lip35 to sustain antigen

dependent on li expression.
presentation, we performed in vitro functional assays using IFN-y-treated bone marrow-
derived macrophages (BMdM) and the B097.10 T cell hybridoma specific for the OVA3;s.
339-1-A° complex. Figure 3-5a shows that IFN-y sharply increased lip35 expression in BMdM
from Tg mice. As expected, the endogenous mli was also up-regulated by IFN-y.
Independent of li expression, IFN-y increased I-AP expression in all mice, in line with a
major role of this cytokine in the transcriptional regulation of MHC Il genes.**

These IFN-y induced APCs were pulsed with OVA-coated beads and co-cultured
with the OVA-specific, I-A°-restricted T cell hybridoma. Albumin was used as negative
control. Figure 3-5b shows that mliKO cells, as previously demonstrated, are inefficient in
presenting the OVA antigen. Interestingly, the presence of lip35 increased by more than
two fold the T cell stimulation. Still, the production of IL-2 did not reach the levels

obtained using WT APCs. This is most likely due to the fact that only a fraction of

macrophages express lip35 as compared to the endogenous mli (Figure. 3-1a). Altogether,
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these results demonstrate that lip35 expression allows the presentation of an Ii-

dependent T cell epitope.

3.6. Discussion

The li has pleiotropic functions, being involved in activities as diverse as protein
trafficking, antigen presentation, signal transduction and cell motility.>> The human lip35
isoform is peculiar in that it encompasses an ER retention motif that must be masked by
membrane-proximal residues of the MHC Il B chain to allow further trafficking.*® Once at
the plasma membrane, lip35 is internalized very rapidly and, as opposed to lip33, is not

37,38

detected at the cell surface. Importantly, lip35 is dominant and regulates the

trafficking of lip33 in mixed trimers.??°

. This property may allow lip35 to finely tune
antigen presentation as well as some of the other functions of li. To further characterize
the lip35 isoform, we generated transgenic mice on the C57BL/6, H-2° background. These
mice were crossed to li-deficient mice to obtain animals expressing only the human
isoform. We have previously demonstrated that lip35 is expressed in a fraction of B cells,
restoring MHC Il levels and allowing maturation to the follicular stage. *' In the present
study, we have addressed the capacity of lip35 to drive thymic selection and antigen
presentation.

li-deficient mice display reduced numbers of CD4" T cells, both in the thymus and
periphery. Many groups have addressed the mechanistic basis behind this phenotype. The
results point to the display of a less diverse MHC ll-associated peptide repertoire, causing

14,16,17

inefficient positive selection in the thymus. Transgenic mice expressing a single

peptide-MHC combination (I—Ab covalently linked to the Eo peptide) as well as H2-DM-
deficient animals expressing mostly MHC I[I-CLIP complexes are other examples of the
poor CD4" T cell selection arising from the display of a dramatically less diverse peptide

39-42

repertoire. As our Tgp35/mliKO mice have normal CD4" T cell numbers and that these
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T cells express normal levels of TCRs, we conclude that lip35 diversified the pool of
peptides displayed at the surface of TECs, thereby reinforcing positive selection. Our
results are reminiscent of those obtained previously with transgenics expressing only the
murine lip31 or lip41 isoforms. Indeed, these mice expressed low levels of li and despite
the fact that MHC Il levels were not fully restored, the T cell repertoire appeared
normal.'®"” The causes for the weak TCR expression on some mature CD4" T cells of li-
deficient animals are still speculative but the reduced MHC Il display at the surface of
thymic APCs and the limited diversity of bound peptides are most likely changes that will
affect avidity of the selected T cells.”® One hypothesis put forward by Shachar et al. is that
these are immature cells that do not mature due to the absence of sufficient levels of
peptide-MHC Il complexes. Still, they would escape negative selection and survive in the
periphery.'’

We investigated the possibility that the expression of lip35, which displays peculiar
intracellular sorting patterns, may select for peptides or polypeptides that skew the T cell
repertoire. This allowed us to make an interesting observation: a notable difference in the
VB panel tested was the increase in the proportion of VB5 and VB17 T cells in the li-
deficient mice as compared to wild-type animals (Figure. 3-2d). As C57BL/6 mice harbor
endogenous mouse mammary tumor viruses (MMTVs) 8, 9 and 17%, it is likely that the
viral superantigen (vSAg)-induced deletion is sub-optimal in the absence of li. The SAgs
encoded by these viruses are specific for V5, 11 and 17 but the deletion of VP11 is
dependent on I-E expression. Since C57BL/6 mice do not express this MHC Il isotype, V11
T cell deletion could not take place.** Still, in support of a role for li in vSAg-mediated T cell
negative selection, VB11 deletion did not occur either on an li-deficient, I-E* background.8
As the absence of li increased the proportion of VB5* and VB17" T cells (Figure. 3-2d), our
results unraveled for the first time a partial I-A-mediated, peptide-sensitive deletion in WT
animals. The reason why this phenotype of li-deficient mice has been overlooked in a

previous study testing for VB5" (not for VB17) T cell numbers (despite a small reported
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increase) remains to be established but could be due to the study of mice on different
backgrounds.Although VPB5 deletion by vSAg9 has been linked in many studies to the
expression of I-E, it appears that MTV8 can also delete this V3 family.* As for VB17' T
cells, vSAg8-induced V5 deletion may also be more efficient in the presence of I-E but still
occurs on an I-E7,I-A" background.®® Interestingly, H2-DM-deficient mice also display a very
limited repertoire of peptides and the deletion of VB5" cells was shown to be incomplete
(VB17" T cells were not tested in this study).>® The fact that the Tgp35/mliKO shows an
intermediate phenotype between wild-type and li-deficient mice could be explained
either by the presence of lip35-negative TECs. Alternatively, a biased peptide repertoire
associated to MHC Il molecules may reduce vSAg presentation and prevent negative
selection of T cells requiring high avidity interactions. In support of this last hypothesis,
lip35 did not rescue the deletion of CD8" VB5" T cells (data not shown). Indeed, the vSAg-
reactive CD8" require high avidity presentation for negative selection in an li-negative
backgroung.™®

A recent report concluded that expression of li in professional APCs could support
thymic development of iNKT cells.” This was inferred mainly from experiments showing
that li-deficient animals developed fewer iNKT cells. Our reconstituted mice confirmed the
importance of li in this process as lip35 restored iNKT cells to WT levels (Figure. 3-4). The
selection of these peculiar T cells relies on interactions with various thymic CD1d-
expressing cells. It is believed that NKT cell selection and development rely principally on
the expression of CD1d on cortical thymocytes and that other APCs may fine tune the
process.”” We cannot formally rule out that the aberrant lip35 expression on thymocytes
in transgenic animals may potentiate iNKT cell selection. However, as murine li is not
expressed in developing thymocytes, we posit that the observed influence of lip35 is
probably mediated through its capacity to chaperone CD1d in APCs.*® i is thought to be

involved in an extrinsic pathway, directing CD1d to the endocytic pathway and preventing
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90 The rapid internalization of lip35 and its

antigen loading at the plasma membrane.
localization in endosomes are characteristics certainly compatible with such functions.

Our in vitro results on the presentation of OVA to a murine T cell hybridoma by
macrophages from the Tgp35/mliKO mice confirmed that lip35 is functional. Indeed, the
OVA3;3.339 epitope is totally dependent on li for its presentation. However, Tgp35/mliKO
mice immunized twice with the OVA protein in saponine-based adjuvant did not produce
any specific IgG antibodies (data not shown). Many factors could explain this result. As
compared to the endogenous mli, lip35 in Tgp35/mliKO animals is expressed only in a
fraction of the cells of any given APC population®! (Figure. 3-1). Also, despite the fact that
most lip35-expressing B cells appear to mature properly, there is a clear reduction in the
number of spleen follicular mature B cells.>* These phenotypic characteristics may
seriously hinder the presentation of the immunogen to T cells, thereby curtailing the B cell
response.

In conclusion, our results using the Tgp35/mliKO mice have revealed that the
human lip35 is functional in diversifying the peptide repertoire associated to MHC Il
molecules. Accordingly, it allowed the presentation of a T cell epitope that is known to be

833 These mice should be useful in the future to

strictly dependent on the expression of li.
investigate the role of lip35 in the intracellular trafficking of MHC Il molecules as well as in
other functions such as signal transduction and the regulation of cell motility. These
aspects are particularly interesting in the context where they rely on the cytoplasmic tail

of li, which is peculiar in the lip35 isoform.

3.7. Methods

Mice
The 1ip35 transgenic mice have been described previously.>" Briefly, the Ii cDNA
was mutated on the second methionine codon to prevent translation of the lip33 isoform.

Transgenic mice were then bred with either C57BL/6 or C57BL/6-mliKO mice to obtain
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transgenic mice expressing lip35 alone (Tgp35/mliKO) or in addition to the endogenous li
(Tgp35). All the experiments were done in accordance with Canadian council of animal

care.

Antibodies

BU45 is mouse IgG1 antibody specific to the C-terminal part of human li. It was
purified and coupled to Alexa-647 (Invitrogen, San Diego, CA, USA). In-1 is a rat 1gGyp
specific for the N-terminal part of murine li (BD-Pharmingen, Mississauga, CA, USA) and
was coupled to Alexa-647. The CD8-PercP, CD45.2-biotin and mouse-FITC-VB panel
antibodies were purchased from BD Pharmingen, while o-1-A° (28-16-8S) antibody was
purchased from Caltag (San Diego, CA, USA). Antibodies against I-A® (AF6-120.1) and
CD11b-biotin were purchased from Biolegend (San Diego, CA, USA) while anti-CD4-PE, and
CD3-FITC were purchased from Cedarlane (Burlington, CA, USA). The secondary antibodies
streptavidine-PE was purchased from Jackson Immunoresearch (West Grove, PA, USA).
The PBS-57 aGalCer-loaded CD1d-tetramers-PE was obtained from the NIH Tetramer Core
Facility (Atlanta, GA, USA).

Flow Cytometry

Single cell suspensions were obtained by organs dissociation. Red blood cells were
lysed (for spleen and BM) by 5 min incubation in 0,83% NH4Cl. Cells (10°) were
resuspended in PBS, FBS 3%, Hepes 10mM and stained on cell surface for 30 min on ice.
For total stainings, cells were first incubated 10 min in PBS/FBS/Hepes containing 0,1%
saponin. Cells were analyzed on a FACSCalibur® flow cytometer (Becton Dickinson,

Mississauga, Ontario, Canada).
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Peritoneal macrophages preparation

Mice were sacrificed and peritoneal cavity was washed with 15mL of cold PBS, FBS
3%. Harvested cells were either directly used for flow cytometry analysis or incubated in
complete RPMI containing 100U/mL of IFN-y (BD Pharmingen) at 37°C during 48h. Cells

were then harvested and stained.

Thymic epithelial cells (TEC) isolation

Isolated thymus were superficially cut and incubated in RPMI without FBS under
agitation at 4°C during 30min. Thymus were then digested twice with RPMI, collagenase D
0,125%, DNAse | 0,1% during 20min. Digested cells were harvested and remaining thymus
was dissociated using syringe and needle. Cells were centrifuged 10 min at 200g at 4°C
and resuspended in PBS, FBS3%, Hepes 10mM, EDTA 5mM and incubated 10min at 4°C.
Suspension was filtered on a 0.70um filter and centrifuged 10min at 200g at 4°C. Pellet
was resuspended in 4mL of 1,115g/mL Percoll solution and transferred in a FBS enrobed
tube. On top, 2mL of the 1,065g/mL Percoll solution were added, then 2mL of PBS. The
gradient tube was centrifuged 30 min at 1290g at 4°C. TEC cells were harvested from
interface between PBS and 1,065g/mL solution then washed two times in complete media

and stained.

Invariant NK T cells staining

Thymocytes were incubated with aGalCer-loaded CD1d-tetramers (or unloaded
control) during 15min at 37°C and washed three times. Cells were then stained with anti-
CD3 antibody during 30min at 4°C and washed three times. One million cells were

acquired on FACS.
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Bone marrow-derived macrophages

Bone marrow cells were incubated 2h at 372C in non-treated plastic dishes in order
to eliminate the contaminating fibroblasts. Non adherent cells were transferred on tissue-
culture treated dishes and cultivated for 6 days in complete medium supplemented with
10 % of conditioned culture medium from the L929 cell line. Then, the adherent cells were
removed with PBS-EDTA 1mM and cultivated in 24-well plates (3.10° cells / well) in
complete medium containing 100 U/ml of IFN-y for 16h before the antigen presentation

assay (see below).

Antigen presentation assay

Latex beads (0.8um; MERCK, Kirkland, CA, USA) were washed with PBS and
incubated in 10mg/mL of either OVA (Sigma, Oakville, CA, USA) or BSA overnight at 4°C
under agitation then washed three times with PBS. OVA-coated beads were then
incubated with 10ug/mL of rabbit anti-OVA antibody at 4°C for 1h before washing in cold
PBS. Bone marrow-derived macrophages, prepared as described above, were incubated
with antigen-coupled beads for 1h at 37°C and chased for 3h30. Then, 4x10° cells/well of
OVAz33 339-5pecific, I-AP-restricted B097.10 hybridoma (a kind gift from Dr. P. Marrack)
were added and co-cultured overnight at 37°C. Secreted IL-2 was quantified by ELISA

(eBioscience, San Diego, CA, USA).

3.8. Acknowledgements

We would like to thank M. Serge Sénéchal for helping with flow cytometry. Special
thanks to Dr Miriam Marquis for helping with the isolation of TECs. We are grateful to O.
Bakke, A. and P. Cresswell for kindly providing antibodies as well as P. Marrack for the

B097.10 hybridoma. This research was funded by the National Science and Engineering



105

Research Council of Canada (NSERC) (grant number 298537). L.G. was supported in part by
a studentship from INSERM (U-743).

3.9. References

1 Stumptner-Cuvelette P, Benaroch P. Multiple roles of the invariant chain in MHC
class Il function. Biochim. Biophys. Acta 2002; 1542: 1-13.
2 Pieters J, Bakke O, Dobberstein B. The MHC class ll-associated invariant chain

contains two endosomal targeting signals within its cytoplasmic tail. J. Cell Sci. 1993; 106 ( Pt 3):
831-46.

3 Odorizzi CG, Trowbridge IS, Xue L, Hopkins CR, Davis CD, Collawn JF. Sorting signals
in the MHC class Il invariant chain cytoplasmic tail and transmembrane region determine
trafficking to an endocytic processing compartment. J. Cell Biol. 1994; 126: 317-30.

4 Riberdy JM, Newcomb JR, Surman MJ, Barbosa JA, Cresswell P. HLA-DR molecules
from an antigen-processing mutant cell line are associated with invariant chain peptides. Nature
1992; 360: 474-7.

5 Denzin LK, Robbins NF, Carboy-Newcomb C, Cresswell P. Assembly and
intracellular transport of HLA-DM and correction of the class Il antigen-processing defect in T2
cells. Immunity 1994; 1: 595-606.

6 Sloan VS, Cameron P, Porter G et al. Mediation by HLA-DM of dissociation of
peptides from HLA- DR. Nature 1995; 375: 802-6.
7 Koch N, Lauer W, Habicht J, Dobberstein B. Primary structure of the gene for the

murine la antigen-associated invariant chains (li). An alternatively spliced exon encodes a cysteine-
rich domain highly homologous to a repetitive sequence of thyroglobulin. EMBO J. 1987; 6: 1677-
83.

8 Viville S, Neefjes JJ, Lotteau V et al. Mice lacking the MHC class ll-associated
invariant chain. Cell 1993; 72: 635-48.
9 Bikoff EK, Huang L-Y, Episkopou V, van Meerwijk J, Germain RN, Robertson EJ.

Defective major histocompatibility complex class Il assembly, transport, peptide acquisition, and
CD4+ T cell selection in mice lacking invariant chain expression. J. Exp. Med. 1993; 177: 1699-712.

10 Elliott EA, Drake JR, Amigorena S et al. The invariant chain is required for
intracellular transport and function of major histocompatibility complex class || molecules. J. Exp.
Med. 1994; 179: 681-94.

11 Dornmair K, Rothenhausler B, McConnell HM. Structural intermediates in the
reactions of antigenic peptides with MHC molecules. Cold Spring Harb. Symp. Quant. Biol. 1989; 54
Pt 1: 409-16.

12 Sadegh-Nasseri S, Germain RN. How MHC class Il molecules work: peptide-
dependant completion of protein folding. Immunol. Today 1992; 13: 43-6.

13 Bodmer H, Viville S, Benoist C, Mathis D. Diversity of endogenous epitopes bound
to MHC class Il molecules limited by invariant chain. Science 1994; 263: 1284-6.



106

14 Tourne S, Nakano N, Viville S, Benoist C, Mathis D. The influence of invariant chain
on the positive selection of single T cell receptor specificities. Eur. J. Immunol. 1995; 25: 1851-6.

15 Wong P, Rudensky AY. Phenotype and function of CD4" T cells in mice lacking
invariant chain. J. Immunol. 1996; 156: 2133-42.

16 Naujokas MF, Arneson LS, Fineschi B et al. Potent effects of low levels of MHC class
ll-associated invariant chain on CD4+ T cell development. Immunity. 1995; 3: 359-72.

17 Shachar |, Elliott EA, Chasnoff B, Grewal IS, Flavell RA. Reconstitution of invariant
chain function in transgenic mice in vivo by individual p31 and p41 isoforms. Immunity 1995; 3:
373-83.

18 Huang LY, van Meerwijk JP, Bikoff EK, Germain RN. Comparison of thymocyte
development in normal and invariant chain-deficient mice provides evidence that maturation-
related changes in TCR and co-receptor levels play a critical role in cell fate. Int. Inmunol. 1996; 8:
1429-40.

19 Sille FC, Martin C, Jayaraman P et al. Critical role for invariant chain in CD1d-
mediated selection and maturation of Valphal4-invariant NKT cells. Immunol. Lett. 2011; 139: 33-
41.

20 Strubin M, Berte C, Mach B. Alternative splicing and alternative initiation of
translation explain the four forms of the la antigen-associated invariant chain. EMBO J. 1986; 5:
3485-8.

21 O'Sullivan DM, Noonan D, Quaranta V. Four la invariant chain forms derive from a
single gene by alternative splicing and alternate initiation of transcription/translation. J. Exp. Med.
1987; 166: 444-50.

22 Roche PA, Marks MS, Cresswell P. Formation of a nine-subunit complex by HLA
class Il glycoproteins and the invariant chain. Nature 1991; 354: 392-4.

23 Lamb CA, Cresswell P. Assembly and transport properties of invariant chain trimers
and HLA-DR-invariant chain complexes. J. Immunol. 1992; 148: 3478-82.

24 Anderson HA, Bergstralh DT, Kawamura T, Blauvelt A, Roche PA. Phosphorylation
of the invariant chain by protein kinase C regulates MHC class Il trafficking to antigen-processing
compartments. J. Immunol. 1999; 163: 5435-43.

25 Newcomb JR, Cresswell P. Structural analysis of proteolytic products of MHC class
[l-invariant chain complexes generated in vivo. J. Immunol. 1993; 151: 4153-63.

26 Schutze M-P, Peterson PA, Jackson MR. An N-terminal double-arginine motif
maintains type |l membrane proteins in the endoplasmic reticulum. EMBO J. 1994; 13: 1696-705.

27 Kuwana T, Peterson PA, Karlsson L. Exit of major histocompatibility complex class
[l-invariant chain p35 complexes from the endoplasmic reticulum is modulated by
phosphorylation. Proc. Natl. Acad. Sci. U S A. 1998; 95: 1056-61.

28 Anderson HA, Roche PA. Phosphorylation regulates the delivery of MHC class I
invariant chain complexes to antigen processing compartments. J. Immunol. 1998; 160: 4850-8.

29 Khalil H, Brunet A, Saba I, Terra R, Sekaly RP, Thibodeau J. The MHC class Il beta
chain cytoplasmic tail overcomes the invariant chain p35-encoded endoplasmic reticulum
retention signal. Int. Immunol. 2003; 15: 1249-63.



107

30 Marks MS, Blum JS, Cresswell P. Invariant chain trimers are sequestered in the
rough endoplasmic reticulum in the absence of association with HLA class Il antigens. J. Cell Biol.
1990; 111: 839-55.

31 Geneve L, Menard C, Labrecque N, Thibodeau J. The p35 human invariant chain in
transgenic mice restores mature B cells in the absence of endogenous CD74. Int. Immunol. 2012;
24: 645-60.

32 van Santen H, Benoist C, Mathis D. A cassette vector for high-level reporter
expression driven by a hybrid invariant chain promoter in transgenic mice. J. Immunol. Methods
2000; 245: 133-7.

33 Serwe M, Reuter G, Sponaas A, Koch S, Koch N. Both invariant chain isoforms li31
and li41 promote class Il antigen presentation. Int. Immunol. 1997; 9: 983-91.

34 Steimle V, Siegrist C-A, Mottet A, Lisowska-Grospierre B, Mach B. Regulation of
MHC class Il expression by interferon-gamma mediated by the transactivator gene CIITA. Science
1994; 265: 106-9.

35 Landsverk OJ, Bakke O, Gregers TF. MHC Il and the endocytic pathway: regulation
by invariant chain. Scand. J. Immunol. 2009; 70: 184-93.

36 Khalil H, Brunet A, Thibodeau J. A three-amino-acid-long HLA-DRbeta cytoplasmic
tail is sufficient to overcome ER retention of invariant-chain p35. J. Cell Sci. 2005; 118: 4679-87.

37 Warmerdam PA, Long EO, Roche PA. Isoforms of the invariant chain regulate
transport of MHC class Il molecules to antigen processing compartments. J. Cell Biol. 1996; 133:
281-91.

38 Kuwana T, Peterson PA, Karlsson L. Exit of major histocompatibility complex class
ll-invariant chain p35 complexes from the endoplasmic reticulum is modulated by
phosphorylation. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A 1998; 95: 1056-61.

39 Miyazaki T, Wolf P, Tourne S et al. Mice lacking H2-M complexes, enigmatic
elements of the MHC class Il peptide-loading pathway. Cell 1996; 84: 531-41.

40 Ignatowicz L, Kappler J, Marrack P. The repertoire of T cells shaped by a single
MHC/peptide ligand. Cell 1996; 84: 521-9.

41 Martin WD, Hicks GG, Mendiratta SK, Leva HI, Ruley HE, Van Kaer L. H2-M mutant
mice are defective in the peptide loading of class Il molecules, antigen presentation, and T cell
repertoire selection. Cell 1996; 84: 543-50.

42 Tourne S, Miyazaki T, Oxenius A et al. Selection of a broad repertoire of CD4+ T
cells in H-2Ma”° mice. Immunity. 1997; 7: 187-95.

43 Lee BK, Eicher EM. Segregation patterns of endogenous mouse mammary tumor
viruses in five recombinant inbred strain sets. J. Virol. 1990; 64: 4568-72.

44 Woodland D, Happ MP, Bill J, Palmer E. Requirement for cotolerogenic gene
products in the clonal deletion of I-E reactive T cells. Science 1990; 247: 964-7.

45 Tomonari K, Fairchild S, Rosenwasser OA. Influence of viral superantigens on Vj3-
and Vo-specific positive and negative selection. Immunol. Rev. 1993; 131: 131-68.

46 Simpson E, Dyson PJ, Knight AM, Robinson PJ, Elliott JI, Altmann DM. T-cell
receptor repertoire selection by mouse mammary tumor viruses and MHC molecules. Immunol.
Rev. 1993; 131: 93-115.



108

47 Wei DG, Lee H, Park SH et al. Expansion and long-range differentiation of the NKT
cell lineage in mice expressing CD1d exclusively on cortical thymocytes. J. Exp. Med. 2005; 202:
239-48.

48 Sullivan BA, Nagarajan NA, Kronenberg M. CD1 and MHC Il find different means to
the same end. Trends Immunol. 2005; 26: 282-8.

49 Jayawardena-Wolf J, Benlagha K, Chiu YH, Mehr R, Bendelac A. CD1d endosomal
trafficking is independently regulated by an intrinsic CD1d-encoded tyrosine motif and by the
invariant chain. Immunity. 2001; 15: 897-908.

50 Gelin C, Sloma I, Charron D, Mooney N. Regulation of MHC Il and CD1 antigen
presentation: from ubiquity to security. J. Leukoc. Biol. 2009; 85: 215-24.

3.10. Figure legends

Figure 3-1: lip35 is expressed in APCs.

Cells were stained for different markers prior to permeabilisation and staining with
BU45 or In-1. Percentages of cells expressing li are indicated. (a) Peritoneal cavity was
washed with cold PBS and cells were collected. After a 48h incubation period in the
presence of 100U per mL of IFN-y, cells were stained with an anti-CD11b mAb and with
BU45 or In-1. (b) TECs were extracted from thymus by digestion with collagenase D,
isolated on a percoll gradient and stained for I-A° (28-16-8S), CD45.2 and BUA4S5 or In-1.
(c,d) Thymocytes were stained with BU45 or In-1, anti-CD3, -CD4 and -CDS8. Cells were
gated on CD3'CD8" cells (c) or CD3'CD4" cells (d). Data are representative of three

independent experiments.

Figure 3-2 : lip35 restores thymic selection.

Thymocytes (a) or splenocytes (b) were stained with anti-CD4 and -CD8 mAbs.
Percentages of CD4" and/or CD8" T cells are indicated on the corresponding gates. (c) TECs
(CD45.2" and I-Ab+) were isolated and stained for I-A° and lip35 or the endogenous mli.
MFV represents the mean fluorescence values on gated cells. Data are representative of

three independent experiments. (d) Cells from lymph nodes were stained with anti-CD4
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and various antibodies specific for the various VP portions of the TCR. Stainings were

performed on three mice per group.

Figure 3-3 : Normal levels of TCR on CD4" T cells from Tg mice.

Thymocytes (a) or splenocytes (b) were stained for expression of CD3, CD4 and
CD8. Cells were gated on CD4" T cells (left panels) or CD8" T cells (right panels). The mean
fluorescence values of CD3 expression were: a, (CD4") WT: 239; mliKO: 156; Tgp35/mliKO:
231; Tgp35: 239. (CD8") WT: 168; mliKO: 188; Tgp35/mliKO: 172; Tgp35: 175. b, (CD4Y)
WT: 157; mliKO: 76; Tgp35/mliKO: 151; Tgp35: 165. (CD8") WT: 110; mliKO: 109;
Tgp35/mliKO: 111; Tgp35: 115.
¢, Lymph node cells were stained with anti-CD4, -CD8 and various V[-specific antibodies.
+

Graphs represent the mean fluorescence values of the TCR V[ expression on CD4" or CD8

gated T cells. Data are representative of three independent experiments.

Figure 3-4 : lip35 restores the iNKT cells selection.
Thymocytes were stained on cell surface with the aGalCer-loaded CD1d-tetramer
at 37°C then with anti-CD3 at 4°C. Percentage of iNKT cells is indicated on the gate. Data

are representative of three independent experiments.

Figure 3-5 : OVA presentation in the context of lip35.

Bone marrow-derived macrophages (BMdM) were incubated with IFN-y for 16h
before flow cytometry analyses and in vitro antigen presentation assays. (a) Cells were
stained for cell surface I-A° (AF6-120.1) before membrane permeabilization and staining
for lip35 (BU45) or mli (In-1). I-A" cells were gated and the mean fluorescence values were
plotted. (b) Cells were pulsed with OVA- or BSA-coupled beads for 1h and chased for 3h30
before co-culture with the B097.10 T cell hybridoma. After 16h, IL-2 released in the media

was quantified by ELISA. Data are representative of three independent experiments.
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Chapitre 4. Discussion

La chaine invariante (li; CD74) est une protéine pléiotropique qui a un impact

majeur dans le transport du CMH Il et la présentation antigénique et qui permet la

251, 252

sélection thymique des cellules T CD4+. Elle favorise également la présentation des

lipides par les molécules CD1d et la sélection subséquente des cellules iNKT.}”® Enfin,

indépendamment de son rdle sur le CMH I, elle induit le développement des cellules B.>"*

3% |a chaine invariante a donc un réle primordial sur le CMH Il et 'immunité. Lisoforme

humaine lip35 est particuliére par son motif de rétention dans le RE qui a un effet

dominant sur le trafic des autres isoformes d’li contenues dans des triméres mixtes.?*> 33

%5 Contrairement a lip33, elle est internalisée trés rapidement et ne s’accumule donc pas

194, 283

en surface. Enfin, son expression est anormale dans des pathologies telles que le

diabéte ou les cancers.** **

Cependant, le réle physiologique du motif R-x-R de rétention
et le r6le particulier de I'isoforme lip35 demeurent nébuleux. Afin d’élucider le réle d’lip35
dans les diverses fonctions connues de la chaine invariante, nous avons généré des souris

transgéniques exprimant cette isoforme. Les principaux résultats obtenus sont discutés ici.

4.1. Génération et caractérisation des souris Tg exprimant lip35

Nous avons produit par transgénese, trois souris fondatrices différentes qui
expriment lip35 (Tgp35). Ces souris ont été croisées avec des souris déficientes pour la

chaine invariante endogéne (mlikO)*" *?

afin d’obtenir des souris exprimant lip35
comme seule source de chaine invariante (Tgp35/mliKO). Les souris WT expriment
uniquement la chaine invariante murine et servent de contréle. Nos souris sont des
C57BL/6 ayant I'haplotype H2". Les expériences ont été réalisées sur les descendants des
différentes souris fondatrices et ont abouti aux mémes résultats. Ceci permet d’étre

certain que le phénotype observé chez les souris Tg est bien di a lip35 et non a la
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localisation du transgene dans le génome de la souris puisqu’il ne s’est certainement pas
inséré aux mémes endroits chez les différentes souris fondatrices.

Nous avons tout d’abord caractérisé notre modele afin de vérifier que I'isoforme
humaine lip35 de la chaine invariante est exprimée de maniére similaire a son homologue
murine. Nous avons démontré qu’lip35 est exprimé dans les TEC et les APC et que son
expression est fortement induite par I'FNy (Figure 2-1 et Figure 3-1). Cependant, pour
chaque population d’APC, son expression est cantonnée a une partie des cellules
seulement, alors qu’li murin est exprimé dans toutes les cellules de la population. Un des
problemes de notre modele Tg est que nous ne disposons pas du contrbéle de souris
exprimant lip33 pour la comparaison avec lip35. Cependant, Honey et ses collégues ont

45 Ces souris

généré des souris Tg exprimant principalement I'isoforme humaine lip33.
présentent un phénotype sauvage ce qui démontre qu’lip33 est fonctionnel chez ces
souris et que les molécules lip31 et lip33 sont interchangeables. Mais, pour certains
résultats obtenus avec nos souris Tgp35/mliKO, comme I'absence de restauration de
I’expression de DM (Figure 2-11), on ne peut pas savoir si lip35 en particulier n’interagit
pas avec DM ou si c’est le cas de toutes les isoformes humaines en présence de DM murin.
Pour pallier a ce probleme, nous aurions pu, au lieu d’insérer lip35 chez la souris, ajouter
I’extension de la queue cytoplasmique de 16 acides aminés d’lip35 sur la queue d’lip31
puis procéder a une transgénése. Alternativement, nous aurions pu utiliser cette
construction chimérique lip31/lip35 et lI'insérer par knock-in chez les souris afin de
remplacer le li murin par cette molécule chimérique d’li. Ainsi, on aurait pu imputer a la
gueue cytoplasmique d’lip35 les résultats observés et exclure, par exemple, une mauvaise
interaction d’li humain avec des protéines murines. Cependant, pour les autres résultats
obtenus, tels que le changement de conformation du CMH II, le développement des
cellules B et T, on peut sans conteste établir qu’ils sont dus a lip35 lui-méme.

Ensuite, nous avons démontré qu’il existe des trimeres mixtes formés des

protéines mli et lip35 dans nos souris Tgp35 (Figure 2-2). Cependant, il est possible que la
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formation de triméres mixtes soit défavorisée par rapport a la formation de trimeres
contenant uniquement des formes murines ou uniquement lip35. Malheureusement, il
n'existe pas d’anticorps permettant de distinguer un trimére mixte d'un trimére
contenant uniquement mli. Par ailleurs, nous avons observé qu’il y a plus de cellules
exprimant lip35 chez les souris Tgp35/mliKO que chez les souris Tgp35 ce qui suggére qu’il
y aurait un développement préférentiel des cellules exprimant mli par rapport a celles
exprimant lip35. Alternativement, il est possible que I'expression des deux chaines
invariantes soit délétére pour les cellules. En absence de mli, les cellules exprimant lip35
pourraient se développer plus facilement. Afin de tester cette hypotheése, il serait
intéressant de réaliser des expériences de souris chimériques. Pour cela, les souris mliKO
irradiées recevraient des cellules exprimant lip35 ou mli ou les deux ensemble. Le suivi
des cellules injectées pourra déterminer s’il y a un développement préférentiel des
cellules exprimant mli au détriment de celles exprimant lip35 ou si le défaut de
développement est intrinseque a lip35.

Afin d’observer plus finement la localisation intracellulaire de la chaine invariante
lip35 chez les souris Tgp35/mliKO, il pourrait étre intéressant de réaliser des expériences
de microscopie confocale. En marquant lip35 et mli ainsi que différents compartiments
cellulaires, il serait possible de visualiser I'’expression de surface ainsi que la rétention dans
le RE et la répartition intracellulaire des molécules lip35 et mli. Par exemple, le RE peut
étre visualisé grace aux anticorps anti-PDI, -Calnexine ou —BiP et les lysosomes grace aux
anti-Lamp1, -Lamp2, ou -Rab7. Ceci permettrait aussi de déterminer avec précision si les
deux chaines invariantes sont co-localisées dans les mémes compartiments
intracellulaires. Cette expérience a été réalisée au laboratoire sans conduire a des
résultats concluants a cause de la difficulté a réaliser des colorations claires sur des
cellules primaires, en particulier des splénocytes. Alternativement, la localisation d’li

pourrait étre détectée en utilisant la microscropie électronique.
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4.2. Lerole d’lip35 sur la conformation et le trafic intracellulaire du CMH Il

La chafne invariante joue un rbéle important sur la conformation et le transport du
CMH IlI. En effet, chez les souris mliKO, le CMH Il forme des agrégats dans le RE et la
plupart des chaines B restent au stade immature, c’est-a-dire sous forme de molécules

240, 251, 252, 344

non glycosylées qui n’ont pas atteint le Golgi. De plus, le CMH Il présente une

expression réduite en surface et possede une conformation relachée caractéristique des
molécules vides ou liées faiblement a des peptides.?*® 21 22 228, 456,457

Nos résultats ont démontré qu’lip35, malgré la présence de mli, induit quelques
formes immatures de la chaine B du CMH Il et la formation d’agrégats (Figure 2-3), ce qui
suggere que quelques CMH Il sont piégés par lip35 dans le RE. Cependant, comme
I’expression en surface du CMH Il chez les souris Tgp35 n’est pas affectée par lip35 (Figure
2-4), c’est surement une faible proportion de la quantité totale du CMH Il qui est retenue.
La détection d’intermédiaires de dégradation d’li et de complexes CLIP-CMH Il (Figure 2-2)
démontre que le motif de rétention d’lip35 est masqué par I-A° et gu’lip35 migre
jusqu’aux endosomes dans lequel il est correctement dégradé par les protéases murines.
De plus, on a observé qu’lip35 induit une conformation compacte du CMH Il et réduit la
liaison de peptide exogene sur ce dernier (Figure 2-3). Enfin, lip35 rétablit I'expression de
surface du CMH 1l de maniere dépendante de la dose (Figure 2-4). Ces résultats
démontrent qu’lip35 a transporté le CMH Il, d’abord dans les endosomes ou il y a eu
échange du CLIP pour un peptide de forte affinité, puis vers la surface.

Nous avons aussi démontré qu’en absence d’li, le CMH Il adopte une conformation
différente détectée par le nouvel anticorps AF6-120.1 qui reconnait un épitope
conformationnel sur la chaine § du CMH Il (Figure 2-5).*% Le fort signal AF6-120.1 détecté
correspond a un changement de conformation de la protéine native du CMH Il et non a
une augmentation de la quantité de molécules ni a la reconnaissance d’un produit de
dégradation du CMH Il (Figure 2-5 et Figure 2-6). Ainsi, dans les souris mliKO, le CMH Il

adopte une conformation particuliere qui est reconnue spécifiguement par AF6-120.1.
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Quant a lip35, il exacerbe le phénoméne en augmentant ce type conformation du CMH I,
et ce, méme en présence d’li murin (Figure 2-6).

Tous ces résultats démontrent qu’lip35 induit un changement de conformation du
CMH Il qui devient réceptif a I'anticorps AF6-120.1 et qui forme des complexes compacts

réfractaires a la liaison de peptides exogenes.

4.3. Larétention d’lip35 dans le RE dans une population de cellules B

Nous avons observé, dans les cellules B de la rate et de la moelle, qu’en présence
d’lip35, il y avait une augmentation de I'expression totale d’li murin (Figure 2-1 et Figure
2-7). Ces résultats pourraient étre la conséquence d’une compétition entre les deux li
pour la liaison au CMH II, ce qui causerait I'accumulation dans le RE de quelques
molécules d’li murin qui ne pourraient donc pas étre dégradées. Ceci concorde avec le
nombre accru de complexes CLIP-CMH |l observés chez les souris Tgp35/mliKO par rapport
aux souris Tgp35 (Figure 2-2). Dans ces derniéres, lip35 et mli sont en compétition pour la
liaison a 1-A® donc il y a moins de molécules lip35 transportées dans les endosomes et
donc moins de CLIP généré. De plus, on a détecté des populations de cellules B dans
lesquelles lip35 ne semble pas étre fonctionnel. On avait vu, précédemment, que dans les
cellules de souris Tgp35, lip35 induisait des formes immatures et des agrégats du CMH Il
méme en présence d’li murin ce qui veut dire qu’lip35 retient quelques CMH Il dans le RE
(voir section 4.2 ci-dessus et Figure 2-3). Nous avons aussi observé, dans les cellules B de
la moelle, qu’en dépit de I'expression simultanée de mli et lip35 dans les souris Tgp35,
lip35 agit comme un dominant négatif et réduit I'expression du CMH Il en surface par
rapport aux souris WT (Figure 2-7). Cette population de cellules n’assure apparemment
pas la sortie du RE d’lip35 causant la rétention du CMH Il dans ce compartiment. Ceci

concorde avec l'augmentation de I'expression d’li murin dans ces mémes cellules de
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moelle (Figure 2-7). Les mémes observations ont été faites dans la rate (Figure 2-4 et
Figure 2-8).

Cependant, la nature de cette population qui n’assure pas la sortie du RE d’lip35 de
méme que le mécanisme causant cette rétention demeurent nébuleux et méritent d’étre
éclaircis grace a des expériences supplémentaires. Tout d’abord, il faudrait déterminer la
nature de cette population de cellules B. Pour celga, il faudrait réaliser des marquages en
utilisant des marqueurs additionnels de ceux utilisés, tels que CD23, CD25, CD43, Flt3 ou
CD24 afin de pouvoir discriminer précisément les différents stades de maturation dans la

383 Ensuite, ces cellules devraient étre marquées pour le CMH Il en surface et pour

rate.
I'expression d’lip35. Ceci pourrait nous permettre d’évaluer quelle sous-population
n’assure pas la sortie du RE d’lip35 et naugmente pas le CMH Il en surface. Une fois la
population identifiée, il faudrait déterminer la cause de la rétention d’lip35 dans le RE.
L’explication la plus logique est qu’lip35 n’est pas phosphorylé dans ces cellules.**¥ **°
Pour tester ceci, il faudrait isoler les cellules B d’intérét et quantifier, soit par
immunoprécipitation et western blot, soit par ELISA, la phosphorylation des sérines
d’lip35 en comparant avec un contrdle de cellules B exprimant fortement le CMH Il en

270,374 || ’existe pas d’anticorps spécifique des sérines de la queue cytoplasmique

surface.
d’lip35, cependant, la phosphorylation globale de la protéine lip35 correspond a celle des
deux sérines. En effet, les précédentes études étudiant la phosphorylation d’lip35 ont
montré que lorsque les deux sérines de la queue cytoplasmique sont mutées, aucune
phosphorylation d’lip35 n’est détectée.”® Pour essayer d’augmenter la sortie du RE
d’lip35, on pourrait ensuite stimuler des splénocytes, in vitro, avec de la PMA. Cette
drogue stimule I'activité de la PKC et augmente donc la phosphorylation d’lip35 ainsi que

201,439 | e CMH Il en surface serait ensuite mesuré pour évaluer si la

sa sortie du RE.
phosphorylation d’lip35 a permis d’accroitre le taux de sortie du RE. Un marquage des
cellules B pourrait déterminer si 'augmentation de la sortie du RE rétablit la maturation

des cellules. Par ailleurs, on pourrait également introduire, dans les différentes
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populations de cellules B, des protéines lip35 ayant des mutations au niveau des deux
sérines les empéchant d’étre phosphorylées, et observer la rétention dans le RE d’lip35. Si
la phosphorylation déficiente d’lip35 dans ces cellules est bien la cause du défaut de
maturation, il faudrait déterminer si ceci est di a une réduction de I'expression et de
I’activation des PKC dans ces cellules.

Il a aussi été démontré qu’lip35 phosphorylé interagissait avec la protéine 14-3-3,
ce qui favorisait la sortie du RE. Il est possible qu’une interaction sous-optimale entre

lip35 et 14-3-3 résulte en une rétention accrue d’lip35 dans le RE.**% *°

L’expression de
14-3-3 murin pourrait étre évaluée par western blot et I'association entre lip35 et 14-3-3
observée grace a une immunoprécipitation d’lip35 suivie d’'un blot avec un anticorps
dirigé contre 14-3-3.*°

Toutes ces expériences pourraient nous informer, a la fois sur la nature de la
population de cellules B qui présente une rétention d’lip35, mais aussi sur la cause de

cette rétention.

4.4. Lerole d’'lip35 dans le développement des cellules B

Les souris déficientes en chaine invariante ont un défaut de maturation des cellules
B qui se traduit par une augmentation du nombre de cellules immatures (T1) et une
réduction de cellules folliculaires matures (FO). La proportion de cellules de la zone
marginale (MZ) est également accrue.*** 387403

Comme attendu, nos résultats démontrent que les souris mliKO ont une réduction
du pourcentage de cellules FO ainsi qu’une augmentation de celui des cellules T1 et MZ.
Chez les souris Tg, le développement des cellules B a été observé en fonction du niveau
d’expression d’lip35. Parmi les cellules qui expriment de forts niveaux d’lip35 (Iip35high),
on observe une augmentation de la proportion de T1 et une réduction de cellules FO

(Figure 2-9 et Figure 2-12) démontrant que ces cellules ne se développent pas
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correctement et qu’il y a une accumulation de cellules immatures. Inversement, chez les

int

cellules 1ip35™, la proportion de cellules FO est identique a celle des souris WT ce qui
démontre gu’lip35, exprimé a des niveaux moyens, assure le développement des cellules
FO. Par contre, on observe tres peu de cellules MZ exprimant lip35, quel que soit le niveau
d’expression de ce dernier (Figure 2-9 et Figure 2-12). Ces résultats démontrent deux
choses. Premierement, lip35 exprimé a des niveaux moyens, est capable d’assurer la
maturation des cellules B alors que des forts niveaux d’expression sont néfastes pour les
cellules. Deuxiemement, le développement des cellules B en cellules FO ou MZ est le
résultat de deux processus indépendants I'un de I'autre puisqu’on observe peu de cellules
MZ, indépendamment de la proportion de FO ou du niveau d’expression d’lip35. En effet,
des niveaux intermédiaires d’'lip35 permettent le développement en cellules FO mais pas
en cellules MZ, ce qui démontre que le processus de développement est différent pour ces
deux populations. De plus, celles-ci sont issues des précurseurs T2, mais leur
développement n’est pas dépendant I'un de 'autre. En effet, pour les cellules Iip35high,
malgré la diminution du nombre de cellules FO, on n’observe pas d’augmentation du
nombre de cellules MZ ce qui démontre gu’il n’y a pas développement d’une population
au détriment de l'autre. Ainsi, le processus de développement des cellules FO et des
cellules MZ est différent et indépendant I'un de I'autre.

Afin d’affiner I’évaluation de la maturation des cellules B, il serait intéressant
d’observer quelles sont les proportions de cellules dans les ganglions lymphatiques,
puisque chez les souris mliKO, la réduction de cellules matures est dramatique.®®’” 3% 4%
De plus, il serait intéressant de déterminer les proportions des cellules B1, caractérisées
par un phénotype IgM™" IgD'*" CD43+ CD23- B220"", ** et de voir si lip35 a un effet sur
le développement de cette lignée. Benlagha et al, ont observé seulement une légére

diminution de cellules B1 chez les souris mlik0.*%

Cependant, lip35 pourrait avoir un effet
sur le développement de ces cellules, comme il a un impact sur le compartiment des

cellules MZ, indépendamment du développement des autres sous-types de cellules B.
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Nous avons aussi démontré que le développement des cellules FO et MZ résultait
de processus indépendants. Afin de mieux caractériser ces deux sous-types cellulaires
chez les souris Tg, il serait intéressant de faire des marquages immunohistologiques sur la
rate afin de visualiser la localisation des deux populations et de voir si un type cellulaire
colonise la niche de I'autre type comme cela I'a été suggéré par I'équipe de Benlagha.*® Il
serait également intéressant d’élucider le mécanisme, qui semble étre déficient chez les
cellules qui expriment lip35, conduisant au développement des cellules MZ. La durée de
vie des cellules MZ pourrait étre en cause, comme cela a été démontré pour les cellules

403

FO chez les souris mliKO.”™™ Pour observer la durée de vie des cellules MZ, les souris

pourraient étre exposées deux semaines a du BrdU puis les cellules B de la rate seraient

403 ce résultat nous informerait sur la durée de vie des cellules MZ ainsi

observées au FACS.
que leur vitesse de renouvellement.

Enfin, pour élucider le mécanisme général d’action d’lip35 dans la survie des
cellules B, il faudrait réaliser des expériences supplémentaires. Plusieurs études ont
démontré que le MIF se liait a li en surface et induisait une cascade de signalisation
impliquant les protéines Syk, Akt et ERK1/2 ce qui conduisait a I'activation de NF-xB et a la
transcription des molécules Bcl-2, Bcl-x. et TAp63. Le résultat est I'entrée en phase S, la

survie et la prolifération des cellules,?’# 391392 394

Sachant qu’lip35 n’est pas détectable a
la surface par marquage avec un anticorps, il est trés peu probable que le MIF se lie a lip35
et induise une réponse. Par ailleurs, I'absence d’expression d’lip35 en surface concorde
avec les études précédentes qui démontrent qu’lip35 n’est détecté en surface que lorsque
I'internalisation est bloquée. Méme dans des cellules transfectées exprimant de forts
niveaux d’'lip35, aucune expression en surface n’est détectée. Ceci suggére que la liaison
du MIF en surface n’est pas un prérequis pour le développement des cellules. Cependant,

pour exclure cette possibilité, il faudrait stimuler des splénocytes avec du MIF afin de

déterminer si les cellules issues de souris Tgp35/mliKO sont induites et proliferent. Pour
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cela, la prolifération peut étre mesurée par I'incorporation de *H-thymidine et la division

374, 392

des cellules par un marquage a l'iodure de propidium. Il a été démontré que

I'internalisation du MIF peut avoir lieu dans des cellules non immunes, ce qui suggeére que

le MIF peut étre endocyté méme en absence d’li.*®?

On peut alors spéculer, qu’en absence
d’expression d’li en surface, MIF serait internalisé dans les endosomes dans lesquels il
induirait le clivage d’li. Chez les cellules de souris Tgp35/mliKO qui expriment des niveaux
intermédiaires d’lip35 et qui se développent correctement en FO, il serait intéressant de
déterminer si la voie de signalisation du MIF est activée. Par exemple, il faudrait
déterminer par immunoprécipitation et western blot si les protéines Syk, Akt et ERK1/2

sont phosphorylées.?’% 374 392

Pour observer I'induction de la transcription, il est possible
de détecter, par RT-PCR, les niveaux d’ARN de Bcl-2, Bcl-y, et TAp63.392' 39| faudrait au
préalable, trier les cellules qui expriment lip35. Cependant, le probleme de ces
expériences sera de distinguer le phénotype des cellules Iip35int et Iip35high.

Par ailleurs, I'équipe de Shachar a démontré que le fragment 1-82 d’li était
suffisant pour induire la maturation des cellules B. De plus, le clivage intramembranaire du
fragment 1-82 géneére le segment 1-42 qui migre dans le noyau et active directement NF-

391, 394
KB.

Dans ces expériences, méme sans stimulation préalable par le MIF, le fragment
1-42 est généré et I'expression de ce fragment, ou du fragment plus long 1-82, est
suffisante pour activer NF-xB et la prolifération des cellules. Ces résultats concordent avec

int

les nétres qui démontrent qu’lip35" rétablit le développement des cellules FO. Ceci
suggére que dans nos souris Tg, lip35 est clivé au niveau du domaine transmembranaire,
comme li murin, et qu’il active NF-kB. Pour démontrer cette hypothese, il faudrait tout
d’abord vérifier que le clivage transmembranaire d’lip35 a réellement lieu chez nos souris
Tg. Pour cela, il faudrait réaliser une immunoprécipitation en utilisant I'anticorps Pin-1,
spécifique du domaine cytoplasmique d’li humain, puis de procéder a un western blot en

utilisant ce méme anticorps. Ceci permettra de détecter la queue cytoplasmique d’lip35 et

aussi, le cas échéant, le fragment clivé.?®* Ce fragment devrait étre formé par les résidus 1
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a 98 de l'isoforme lip35 (1-98-lip35). Afin de vérifier qu’lip35 est bien capable d’induire
NF-kB, on pourrait utiliser un gene rapporteur luciférase placé en aval du promoteur
humain de NF-kB. Une transfection du plasmide rapporteur ainsi qu’lip35 pourrait étre

faite dans les cellules humaines HEK293T.>*!

Un plasmide contenant le fragment
cytoplasmique 1-98-lip35 devra étre ajouté pour démontrer que c’est bel et bien ce
fragment qui est responsable de I’activation de NF-kB et qu’il est équivalent au segment
1-82 d’li murin. Ensuite, il serait intéressant de générer une souris Tg semblable a celle de
Matza et al, mais qui exprimerait le fragment 1-98-1ip35 au lieu du fragment 1-82 d'’li

3% pour déterminer si ce fragment d’lip35 induit la maturation des cellules B

murin.
comme le fait celui d’li murin, des marquages de cellules B dans la moelle, la rate et les
ganglions pourraient étre réalisés. De plus, des marquages de cellules B au CFSE
pourraient démontrer si les cellules B de la souris exprimant 1-98-1ip35 se divisent plus
que celles des souris mliKO.

Toutes ces expériences permettront d’éclaircir le mécanisme d’action d’lip35 sur le

développement des cellules B.

4.5. L’'impact d’lip35 sur la fonction des cellules B

Nos résultats ont démontré que les cellules B Iip35int se développent correctement
en cellules matures FO. Cependant, on ne sait pas si ces cellules sélectionnées sont
fonctionnelles comme le sont les cellules B des souris WT qui expriment |i murin.
L'immunisation par I'antigéne OVA n’a pas conduit a la production d’anticorps IgG
spécifiques chez les souris Tgp35/mliKO (résultats non publiés). Ceci peut étre di a des
cellules B non fonctionnelles ou au faible nombre de cellules B matures. En effet, seul un
petit nombre de cellules B expriment lip35, donc chez les souris Tgp35/mliKO, la

proportion de cellules B matures demeure trés faible. La réponse immunitaire demande
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aussi la coopération des cellules T. Pour observer directement la fonction des cellules B,
indépendamment des cellules T, on pourrait immuniser des souris avec un antigéne T-
indépendant comme le TNP-BA (trinitrophényl conjugué a Brucella abortus) ou TNP-LPS

(trinitrophényl-LPS) 387, 463, 464

La réponse anticorps nous permettra de savoir si les
cellules B, par elles-mémes, sont capables de reconnaitre |'antigene et de produire des
anticorps. De plus, une quantification des isotypes IgM et IgG permettra également
d’évaluer la capacité des cellules B a réaliser la commutation de classes. Enfin, il serait

intéressant de tester la réponse dépendante des cellules T en immunisant les souris avec

d’autres antigénes que I'OVA.

4.6. Lerole d’lip35 dans le développement des cellules T

Les souris déficientes en chaine invariante ont un répertoire de peptides moins
diversifié que celui des souris WT, ce qui cause un défaut de sélection thymique
conduisant a une réduction du nombre de cellules T CD4+ dans le thymus et en
périphérie.”" 2% 3* Dans nos souris Tgp35/mliKO, le nombre de TEC exprimant lip35 est
réduit par rapport aux cellules WT et le CMH Il en surface est augmenté a des niveaux
intermédiaires entre celui des cellules WT et mliKO (Figure 3-1 et Figure 3-2). Malgré cela,
lip35 rétablit complétement la sélection thymique (Figure 3-2). De plus, le niveau
d’expression du TCR a la surface des cellules T, qui est réduit chez les souris mliKO, est
totalement rétabli par lip35. Ces résultats démontrent qu’lip35 est capable de diversifier
le répertoire de peptides ce qui permet la sélection thymique positive et qu’il restaure
également ['expression correcte du TCR. De plus, ceci concorde avec les études
précédentes qui démontraient que des faibles niveaux d’expression du CMH Il ou d’li
étaient suffisants pour rétablir complétement la sélection thymique.®% 3>
Cependant, des expériences complémentaires pourraient étre effectuées pour

caractériser plus en détail les cellules T CD4+ sélectionnées afin de déterminer si elles sont

fonctionnelles. Il serait intéressant de tester leur réactivité a des mitogenes comme la
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concanavaline A ou I'anticorps anti-CD3 pour tester si le signal est transduit correctement
par le TCR. On s’attend a ce que les cellules des souris Tgp35/mliKO répondent

correctement puisque celles des souris mliKO en sont capables.**

Il a également été
démontré que les souris mliKO ont un nombre accru de cellules T CD4+ présentant un
phénotype activé (CD44™&", cD69"E" et CD45RB').3* 3 352 pour déterminer si lip35
rétablit le phénotype sauvage, les cellules T CD4+ pourraient étre marquées avec les
anticorps anti- CD44, -CD69 et -CD45RB. Enfin, pour déterminer si elles sont capables de
répondre correctement a une stimulation antigénique, on pourrait faire un test de
présentation antigénique utilisant des APC WT irradiées afin d’exclure un effet dG a
I'absence d’li sur les APC. Ainsi, la réponse observée sera spécifiguement celle des
cellulesT CD4+ issues des souris Tgp35/mliKO. Ces expériences permettraient de
déterminer plus spécifiquement si les cellules T CD4+ sélectionnées chez les souris
Tgp35/mliKO sont totalement fonctionnelles.

Par ailleurs, pour mieux caractériser le répertoire peptidique, il serait intéressant
d’identifier la nature et I'abondance des peptides associés au CMH Il en comparant le
peptidome associé au CMH Il chez les souris Tgp35/mliKO par rapport aux souris WT et
mliKO. Pour cela, les splénocytes de souris pourraient étre lysés, le CMH Il purifié par
chromatographie d’affinité puis les peptides liés seraient élués et séparés par

465-467 .
Ceci

chromatographie liquide et enfin, analysés par spectrométrie de masse.
permettrait d’évaluer si le répertoire de peptides des souris Tgp35/mliKO est différent de
celui des souris WT et donc si lip35 a une influence différente d’li murin sur celui-ci.
D’autre part, une association du CMH Il avec certains peptides peut induire un biais
dans la sélection du répertoire V. Nous nous sommes donc penchés sur la sélection de ce
répertoire. Chez les souris mliKO, on observe plus de cellules exprimant VB35 et V317 que

chez les souris WT (Figure 3-2). On sait que les souris C57BL/6 expriment des

superantigénes (SAg) endogenes de type MMTV (mouse mammary tumor virus) et en
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particulier les MMTV 8, 9 et 17 qui causent la délétion clonale des cellules exprimant VB5
et VB17.11% %% %% Ceci démontre qu’en absence de chaine invariante, la présentation de
ces SAg n’est pas optimale ce qui réduit la délétion des cellules T spécifiques. Les souris
Tgp35/mliKO ont également une augmentation du nombre de cellules exprimant V5 et
17, mais le phénotype est intermédiaire entre celui des souris WT et mliKO (Figure 3-2).
Ces résultats démontrent qu’lip35 restaure la sélection thymique médiée par les peptides
mais la présentation des SAg demeure affectée. Le phénotype intermédiaire observé chez
les souris Tgp35/mliKO pourrait étre d(i au nombre réduit de TEC expriment lip35. Cela
pourrait aussi étre di a un répertoire biaisé de peptides associés au CMH Il qui réduirait la
présentation des SAg, prévenant ainsi la sélection négative des cellules T qui nécessite des
liaisons de forte avidité.*”°

Afin d’évaluer plus précisément la présentation des SAg, il serait intéressant
d’évaluer la liaison et la présentation de SEA ou TSST-1 par exemple, qui sont des SAg

bactériens dont la présentation est dépendante de la liaison d’un peptide sur le CMH 11.*7*

42 pour réaliser cela, les cellules de souris WT, mliKO et Tgp35/mliKO pourraient étre
incubées en présence de SAg marqué a la biotine ce qui permettrait la détection de la
guantité de SAg lié. Un ratio de la liaison du SAg sur I’expression du CMH Il nous donnerait
une indication sur la capacité de liaison des SAg sur les différentes cellules. De plus, il est
possible de faire un test de présentation antigénique avec ces SAg. Des splénocytes, issus
de nos souris Tg, pourraient étre incubés en présence de SEA ou TSST-1 et d’hybridomes T
spécifiques (11B3 et KOX15.5.8 respectivement).”’" *’* La stimulation des cellules T nous
donnera une indication sur l'efficacité de présentation des SAg. On s’attend ce que les

cellules mliKO lient et présentent peu les SAg et qu’lip35 rétablisse partiellement cette

présentation.
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4.7. Lerole d’'lip35 dans la présentation antigénique

Il a été démontré que certains antigenes, tels que I'OVA, requierent la chaine
invariante pour étre correctement présentés. Les macrophages de souris mliKO ne sont
donc pas capables d’assurer la présentation antigénique de I’OVA aux cellules T. Quant a
lip35, il restaure la présentation de cet antigéne méme si la stimulation des cellules T
n'égale pas celle des souris WT (Figure 3-5). Compte tenu du nombre réduit de
macrophages exprimant lip35 par rapport a ceux exprimant mli, on peut conclure qu’lip35
est capable d’assurer la présentation antigénique d’un épitope dépendant d’li et qu’il est
fonctionnel.

Cependant, pour démontrer qu’lip35 est capable de restaurer la présentation
antigénique de maniére générale et pas seulement celle de I'OVA, il faudrait refaire cette
expérience en utilisant d’autres antigénes dont la présentation dépend d’li, comme HEL
ou KLH.?>" 2% 3% pour comparer la capacité de présentation antigénique d’lip35 a lip33, il
est également possible d’utiliser des lignées humaines transfectées avec lip33 et/ou lip35
et de mesurer la stimulation de cellules T spécifiques. Ceci nous permettrait de voir si
lip35 est aussi efficace qu’lip33 pour présenter un antigeéne, en comparant avec des

cellules exprimant lip33 et lip35 ensemble, qui est la condition physiologique.

4.8. Perspectives

4.8.1. Le role d’li comme molécule clé de la signalisation par les

cytokines

Il a été démontré que d’autres cytokines, telles que midkine (MK) et HGF,

39 397 || serait

dépendent d’li dans leur r6le sur le développement des cellules B.
intéressant d’évaluer l'impact de ces cytokines sur les cellules issues de souris

Tgp35/mliKO. L’expression de HGF, et de son récepteur c-Met, est activée apres induction



129

par MIF.3%

Il serait intéressant d’évaluer, par FACS, I'expression de ces deux protéines
dans les différents stades de maturation des cellules B. Ceci nous permettra de vérifier si
lip35 a un impact sur I'expression de c-Met et HGF au cours de la maturation des cellules B
chez les souris Tgp35/mliKO. De plus, pour déterminer I'impact de la stimulation par HGF,
des cellules issues des souris Tgp35/mliKO pourraient étre incubées en présence d’HGF et
marquées afin de déterminer si HGF a induit un processus de maturation chez ces cellules.
Les mémes expériences pourraient étre réalisées avec la cytokine MK dont le systéme
d’activation et d’action est sensiblement le méme.

Ces expériences permettraient de déterminer si ces cytokines ont un effet restreint
a li murin (ou lip33) ou si lip35 est également impliqué dans leur voie de signalisation. Si
I'effet est retreint a lip33 ou mli, cela suggérerait que I'action de ces cytokines
commencerait a la surface cellulaire, par la liaison a lip33 ou mli. Par contre, lip35 n’étant
pas détectable en surface, il n’aurait donc pas d’effet sur I'action de ces cytokines. A
contrario, si lip35 est impliqué dans la voie de signalisation de ces cytokines, au méme
titre qu’lip33 ou mli, cela suggererait que I'expression en surface n’est pas un prérequis
pour la signalisation. Dans ce cas, les cytokines pourraient étre internalisées dans les
endosomes contenant les différentes isoformes d’li. Le clivage d’li et l'initiation de la

cascade de signalisation auraient alors lieu directement dans ces compartiments.

4.8.2. Le role d’li comme récepteur d’adhésion des bactéries

Il a été démontré que la bactérie H. pylori se lie a li en surface, ce qui permet son

419,421 || serait intéressant

adhésion et conduit a l'infection et la persistance de la bactérie.
de voir I'effet d’'une infection par H. pylori chez nos souris Tgp35/mliKO. On s’attend a une
résistance a l'infection puisqu’lip35 n’est pas détecté a la surface. Par ailleurs, il est
possible que d’autres bactéries ou levures utilisent aussi li comme récepteur d’adhésion.
Nous avons réalisé des expériences préliminaires d’infection bucale de souris par la levure

474

Candida albicans.””" Comme attendu, nos résultats ont démontré que la cavité bucale des
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souris WT est colonisée par C. albicans avec un pic deux a trois jours apres inoculation et

que les souris éliminent le pathogeénes aprés sept a huit jours.*’**”

Par contre, les souris
mliKO ne sont jamais colonisées, c’est-a-dire qu’on n’observe aucune augmentation ni
variation dans le nombre de levure dans la cavité bucale. Ceci suggére que les souris
n’éliminent pas le pathogene plus rapidement mais qu’elles sont belles et bien résistantes
a l'infection. C. albicans pourrait donc aussi utiliser li comme récepteur pour permettre
son adhésion et son infection subséquente. Ces résultats sont préliminaires mais, dans ce
contexte, la suite logique de ces expériences sera de déterminer si les souris Tgp35/mliKO
sont également résistantes. Ces résultats ouvrent la porte a une nouvelle cible
thérapeutique pour le traitement ou la prévention de l'infection par C. albicans. Par

exemple, au niveau des tissus infectés, le blocage d’li en surface par un anticorps pourrait

permettre d’endiguer I'infection en bloquant la liaison des levures a la surface des cellules.

4.8.3. Le role d’lip35 sur la mobilité des DC

Il a été démontré qu’li était impliqué dans le controle de la mobilité des DC. La
chaine invariante interagit avec le moteur de myosine Il qui contrble les contractions
d’actomyosine ce qui lui permet de réguler la mobilité des cellules.*®" *** Les DC
déficientes en chaine invariante ont donc un déplacement continu et rapide alors que les
cellules WT alternent entre des phases de déplacements rapides et lents.”*? Leffet d’lip35
sur ce phénomene n’est pas connu. Tout d’abord, il serait intéressant de déterminer si
lip35 interagit avec le moteur de myosine Il. Pour cela, une immunoprécipitation d’li puis
un western blot anti-myosine pourraient étre réalisés.*** Ensuite, pour déterminer I'effet
d’'lip35 sur la vitesse de mouvement des cellules, il faudrait isoler les DC de souris
Tgp35/mliKO et mesurer leur déplacement dans des microtunnels par imagerie comme

I 432

décrit par Faure-André et a Vascotto et al, ont suggéré que la myosine Il pourrait

interagir avec la queue cytoplasmique d’li. On peut spéculer que la liaison de la myosine Il
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avec lip35 serait différente de celle avec lip33 ou mli et qu’lip35 agirait comme régulateur

de la mobilité induite par li.

4.8.4. Le role d’lip35 dans l'infection par le VIH

Il a été démontré que la protéine Nef du VIH interagit avec la chaine invariante et
augmente I'expression de surface de cette derniére en entrant en compétition avec elle

pour la liaison a Ap2.%33 434 438,439

li est donc endocyté beaucoup moins efficacement et
s’accumule a la surface. Il serait intéressant d’évaluer si Nef interagit efficacement avec
lip35 en réalisant une IP suivie d’un western blot. Ensuite, il faudrait déterminer I'impact
de Nef sur I'expression en surface d’lip35. On sait qu’lip35 est internalisé trés rapidement
ce qui conduit a une expression non détectable en surface. Des cellules humaines
exprimant lip35 pourraient étre transfectées avec la protéine Nef et |'expression d’lip35
en surface mesurée. On s’attend a une augmentation du niveau d’lip35 en surface. Par
ailleurs, la protéine Vpu interagit avec la queue cytoplasmique d’li**? donc il faudrait
évaluer son interaction avec lip35, qui pourrait étre différente a cause de I'extension du
domaine cytoplasmique d’lip35. De plus, il faudrait évaluer, dans des cellules humaines
exprimant lip35, si la protéine Vpu réduit les niveaux de CMH 1l a la surface comme elle le

fait in vivo.**? Ces expériences permettraient d’évaluer plus précisément I'impact d’li dans

I'infection du VIH et si lip35 a un réle particulier et différent de celui d’lip33.



Chapitre 5. Conclusion

La chaine invariante est une protéine ayant un champ d’action trés large qui ne
cesse de se diversifier. li a un impact sur I'assemblage, la conformation, le transport et
I’expression de surface du CMH II. Il permet la présentation antigénique ainsi que la
sélection thymique des cellules T CD4+ et iNKT. Il a également de nombreux effets
indépendants de son role de chaperon du CMH Il. Il est le récepteur du MIF et induit la
maturation des cellules B. Il est une cible qui facilite I'infection par H. pylori ou le VIH et il
contrdle la mobilité des DC. L'isoforme humaine lip35 est particuliere par son motif R-x-R
de rétention dans le RE. Elle influence le transport et I'expression du CMH Il. Cependant,
le réle physiologique du motif de rétention demeure nébuleux et peu de recherches ont
été effectuées pour I'élucider.

Les souris Tg exprimant lip35 seul ou en combinaison avec li murin, que nous avons
générées, ont permis d’évaluer I'impact d’lip35 sur de nombreux réles connus d’li. Nous
avons démontré qu’lip35 augmente I'expression de surface du CMH Il murin et qu’il induit
une conformation compacte réfractaire a la liaison de peptides exogenes. De plus, malgré
I’accumulation intracellulaire de CMH Il ayant une conformation AF6-120.1+, lip35 permet
la maturation des cellules B en cellules matures folliculaires. Par contre, il n’assure pas le
développement des cellules MZ. Ces résultats suggéerent qu’lip35 peut induire la cascade
de signalisation sans stimulation préalable du MIF. De plus, lip35 diversifie le répertoire de
peptides et rétablit totalement la sélection thymique des cellules T CD4+ et iNKT. Il assure
également la présentation antigénique de 'OVA mais la présentation de superantigénes
demeure affectée. D’autres questions demeurent en suspens comme le mécanisme précis
par lequel lip35 induit la maturation des cellules B ou encore son réle dans mobilité des
DC ou l'infection par le VIH.

Nos résultats ont permis de démontrer qu’lip35 est fonctionnel et est capable
d’assurer de nombreuses fonctions d’li, mais ne peut remplacer le li murin endogéne. Ceci

pourrait expliquer pourquoi I’humain exprime I'isoforme lip35 contrairement a la souris.
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L'isoforme lip35 pourrait étre un avantage développé au cours de I'évolution et qui
permettrait une régulation fine de la réponse immunitaire. En effet, en forgant la
formation de nonameres (li-CMH Il); et en provoquant la rétention partielle d’li murin, il

221 Ceci aboutirait 3

augmenterait le temps passé dans le RE et réduirait la dégradation d’li.
une réduction de la présentation antigénique. Ainsi, chez les humains, la régulation fine de
I’expression d’lip35 premettrait un contrdle trés sensible de la réponse immunitaire. Ceci
concorde avec les études qui démontrent que I'expression d’lip35 est anormale dans des
cellules de patients diabétiques ou encore dans les cancers CLL. Dans ces derniers, lip35
est surexprimé ce qui implique qu’il y a une augmentation de l'initiation de la traduction
au niveau du premier codon. Le mécanisme responsable de cette augmentation n’est pas
élucidé. Cependant, on sait que la présence d’une séquence kozak, et en particulier la
présence d’une purine en position -3 du codon d’initation, augmente considérablement

Iinitiation de la traduction.*’® 4”7

Cette séquence est présente en amont du deuxieme
codon d’initatiation d’li, mais pas du premier.”’ C’est ce qui conduit a la traduction accrue
de I'isoforme lip33 par rapport a lip35. On peut alors spéculer, que dans des cellules issues
de cancers CLL, une mutation de la cytosine en position -3 du premier codon d’li, pourrait
conduire a la présence d’une purine, ce qui augmenterait significativement la traduction
et I'expression de l'isoforme lip35. Cependant, cette hypothése n’a pas été testée et
demeure spéculative.

Ainsi, lip35 pourrait avoir un impact majeur sur le développement de désordres

immuns. lip35 pourrait également étre un marqueur de diagnostic ou de pronostic pour

les cancers CLL. Enfin, il pourrait éventuellement servir de cible pour les thérapies futures.
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ABSTRACT

Mouse mammary tumor virus (MMTV) superantigens (vSAGs) are notorious for
defying structural characterization and a consensus has yet to be reached regarding their
ability to bridge the T-cell receptor (TCR) to the major histocompatibility complex class Il
(MHCII). Indeed, conflicting evidence of vSAG binding to the MHCII o, B chains or peptide-
binding groove exists in the literature. Furthermore, our group and others have described
VSAG presentation to be influenced by the MHCII peptide repertoire. In the present study,
we aimed to determine the topology of the VSAG-MHCII-TCR complex by examining the
respective relation of vVSAG7 with the MHCII chains, MHCll-associated peptide and TCR.
We used various covalently linked peptide-MHCII complexes to demonstrate that vSAG
presentation is tolerant to variation in the protruding side chains of the peptide, but
sensitive to a protruding N-terminal extension. An original approach in which vSAG was
covalently linked to either MHCII chain confirmed that maturing vSAG binds the MHCII 3

chain outside the peptide binding groove. However, MHCII point mutants indicated that
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mature vSAG binds to the DRa a-helix lining the groove in a conformation-sensitive
manner. Because both vVSAG moieties are non-covalently associated after processing,
these results suggest that vSAG crosslinks MHCII molecules. Comparing different T cell
hybridomas, we identified key residues on the MHCIl o chain that are differentially
recognized by the CDR33 when engaged by vSAG. Finally, we describe a highly conserved
TGXY motif responsible for vSAG-mediated T cell activation. Our results reveal a novel
SAG-MHCII-TCR architecture in which vSAGs coerce a near-canonical docking between
MHCII and TCR that allows eschewing of traditional CDR3 binding with the associated-
peptide in favor of MHCII o chain binding. These findings fit a model in which TCR
reactivity toward MHC is orchestrated by thymic selection and less so by evolutionary

conserved motifs.

INTRODUCTION

Superantigens (SAGs) are bacterial or viral proteins that have the ability to
stimulate up to 20% of the total T cell population, bypassing conventional MHC class Il
(MHCII) antigen processing and presentation [1]. SAG-activated T cells undergo a strong
proliferation phase that is followed by either anergy or deletion [2]. In contrast to
canonical MHCII-TCR docking, which relies on the intimate binding of the complementary
determining regions (CDRs) to the MHCII a-helixes and associated-peptide, TCR bridging
to MHCII by SAGs relies on distinct strategies [3]. One the one side, they commonly bind
to the TCR CDR2, framework region 3 (FR3) and hypervariable region (HV4) that are within
a specific variable (V) family [4]. On the other side, they either bind i) the MHCII o chain, ii)
a binding interface composed of the MHCII o chain and associated-peptide, iii) the MHCII
BHis81 residue through coordination of a zinc ion or iv) the entire MHCIl membrane-distal
surface spanning the o, B chain and the associated-peptide [4,5]. Moreover, a handful of

SAGs have the ability to crosslink or oligomerize MHCII molecules by using both the MHCII
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o and B chain binding sites [6]. SAGs of viral origin have yet to provide a clear picture in
terms of their ability to compel such interactions.

The best-characterized viral SAGs (vSAG) are those encoded by the mouse
mammary tumor viruses (MMTVs). MMTV, type B retroviruses mainly transmitted
through milk, require the expression of vSAGs to complete their infection cycle [7]. The
VSAGs allow polyclonal T lymphocyte expansion, providing B cell help and cytokine
production leading to the establishment of a cell reservoir able to replicate the virus [8].
Contrary to other SAGs, VSAGs are produced by the host cell machinery and must undergo
post-translational modifications in order to stimulate T cells [9]. First, a precursor
polypeptide forming a type Il transmembrane protein of 37 kDa is modified by the
addition of up to five N-linked glycans [10]. Then, the 45 kDa glycoprotein transits to the
Golgi where it is cleaved at two specific R-X-X-R dibasic motifs, resulting in the N-vSAG and
C-vSAG (also called 18 kDa) moieties. After processing, both N- and C-terminal domains
remain non-covalently associated and detached from the membrane [11]. This maturation
allows cells to shed vSAGs, even if devoid of MHCllIs, a feature called paracrine transfer
[12]. Finally, by binding both MHCIl and TCR, the C-vSAG domain is responsible for
cognate T cell stimulation [13,14]. Within this fragment is the most polymorphic region of
the MMTV SAGs, the C-terminal 21 to 38 residues responsible for V(B specificity [7].
Extensive TCR mutagenesis has revealed that the TCR-binding site of C-vSAG includes the
TCR VB FR3 and HV4 [15-19]. Interaction with MHCIls, in contrast, is puzzling and has
been reasoned from competition experiments in which vSAG and the staphylococcal
enterotoxin A (SEA) compete for binding on both the oc and 3 chains [12,20].

MHClIs are highly polymorphic, membrane-bound glycoproteins that present
peptides derived from lysosomal-degraded protein to CD4" T cells [21]. During synthesis,
MHClIs bind the invariant chain (li), which acts as a scaffold to improve folding and target
the complex to the endosomal/lysosomal compartments [22,23]. There, li is sequentially
degraded until only the class ll-associated invariant chain peptide (CLIP) portion remains in

the MHCII peptide binding groove [24,25]. Next, HLA-DM, a non-classical MHCII molecule,
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facilitates the exchange of CLIP for antigenic peptides [26,27]. These peptides, buried in
the peptide-binding pocket, also expose a few protruding side chains, which are central to
TCR recognition [28]. As opposed to the potent SAG-mediated T cell activation, a given
peptide/MHCIl complex (pMHCII) will only stimulate an estimated 0.001 % of the T cell
repertoire [29].

The molecular basis for successful T cell stimulation by vSAG7 is an interesting
conundrum. Our group and others have described vSAG presentation to be influenced by
the peptide repertoire [14,30,31]. However it is unknown whether this characteristic is
linked to vSAG binding to MHCII or TCR recognition of the vSAG-bound MHCII complex.
Conflicting evidence of VSAG binding to the MHCII o, B chains or peptide-binding groove
exists in the literature and none provides a consensual model on how they successfully
generate the T cell signaling complex [12,20,32,33]. In the present study, we aimed to
determine the topology of the vSAG-MHCII-TCR complex by examining the respective
relationship of vSAG7 with the MHCII chains, associated-peptide and TCR. To this end, we
used a panel of covalently linked peptide-MHCII molecules, point mutants and MHCII-
VSAG single chain (SC) constructs. Altogether, our results define a novel MHCII-SAG-TCR

architecture.

RESULTS

The MHCII associated-peptide influences vVSAG7 presentation

It was previously shown that DM-deficient human cells could not present the toxic
shock syndrome toxin-1 (TSST-1) or vSAGs [31,34]. Similarly, presentation of these SAGs
by cells from H2-DM-deficient mice was inefficient [35-37]. DM edits the peptide
repertoire by exchanging CLIP for a variety of peptides with better kinetic stability [27].
Thus, we wondered whether the accumulation of CLIP-MHCII complexes observed in DM

negative cells was responsible for the lack of vSAG7 presentation. We used the well-
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characterized DM-negative T2-DR3 cell line [38]. In these cells, over 90% of the DR
molecules are loaded with CLIP, a phenotype that is lost upon transfection of DM [39]. As
shown in Figure 1A, whereas T2-DR3 cells failed to present vSAG7, T2-DR3-DM" cells led to
strong T cell proliferation, similar to that observed with DM-proficient BJAB and COX B cell
lines. Of note, in this experiment, vSAG was provided by co-culturing APCs with the class
lI-negative DAP-vSAG7+ cell line [12]. These results suggest that CLIP-DR3 complexes do

not support vSAG7 presentation.
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Figure 1 : vSAG7 presentation is dictated by the MHCII associated-peptide.

A) VvSAG presentation by DM+ and DM- B cell lines following vSAG transfer from the vSAG7+ DAP
cell line [12]. Presentation is monitored by the stimulation of V36 and 8.1 bearing T cell hybridoma
Kmls 13.11 and KR3+. BJAB (DR3) is used as a positive B cell control and COX is a DR3+DM+ B cell
line. B) Sequence alignment of different peptide constructs covalently linked to DR used to assess
VSAG presentation. Peptides are aligned according to the residue filling the P1 pocket. Asterisks
above the sequences mark the protruding side chains at positions P-1, P2 and P8. MHCII cell
surface expression of DAP cells transfected with DRo and cCLIP- or ICLIP- (C), HA- or HA.- (F), or
TT- or TT,- (H) stained with either L243 or XD5 anti-DR mAbs. The MFI values for cell surface
expression are shown are shown in the lower right corner of each histogram and are colored
according to the legend. Bar graphs below the histograms represent the MFI of the GFP control
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plasmid co-transfected with vSAG7, to monitor the transfection efficiency. L243/XD5 MFI ratio of
the two CLIP variants, cCLIPg;.101 and ICLIPgy.19; are shown in E. Transfected cell lines from C, F and
H were used as APC to stimulate Kmls 13.11 or 12.6 hybridomas (D, G and 1).

We next aimed to determine how the CLIP peptide could affect vSAG7
presentation. Considering the MHCIl associated-peptide, VSAG presentation can be
influenced by: i) the peptide’s flanking residues (PFR) extending outside the groove, ii) the
peptide’s protruding side chains or iii) a peptide-induced MHCII conformational change.
To discriminate between these possibilities, we generated cell lines displaying distinct
homogenous pMHCII populations by transfecting DRo. with various peptide-DRP fusion
proteins [40]. The mouse DAP cells were chosen as model APCs as they are easily
transfected and allow vSAG7-specific T cell stimulation upon co-transfection of MHClIs
and vSAG [41]. Once stable peptide-DR1 DAP cell lines were obtained, we transiently
transfected vSAG7 and monitored proliferation of mouse vSAG7-responsive T cell
hybridomas [42]. We used two different hybridomas bearing V6 regions cognate for
VSAG7. Because VSAG7 expression is low, we co-expressed a reporter GFP to monitor
transfection efficiencies and plotted MFI in bar graphs below or beside histograms of all
cell lines.

Firstly, we tested whether the PFRs of CLIP were affecting vSAG stimulation. We
hypothesized that the hallmark N-terminal extension of CLIP would affect vSAG7
presentation based on analyses of CLIP peptides found in T2-DR3 cells, which all bear 4 to
6 PFRs [43,44]. We generated cell lines expressing MHClIs charged with either longCLIPg;.
101 or coreCLIPg7.101 peptides, herein named ICLIP and cCLIP, respectively (Fig. 1B). To
ensure that the quaternary structure of the different complexes was not disturbed by the
peptide, we used two different mAbs: L243, which binds a conformational epitope on DR
chain and XD5.117, which binds a linear epitope on DR chain [45,46]. Figure 1C shows for
each cell line the MHCII cell-surface expression and the MFI of the reporter GFP (lower
panels). Both cell lines expressed similar amount of MHClIs and were similarly receptive to

DNA upon the subsequent transient transfection of vSAG7 and GFP.
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After VSAG7 transfection, cells were incubated with the VB6" T cell hybridomas
Kmls 13.11 or 12.6. As shown in Figure 1D, vSAG7 presentation by ICLIP-DR was inefficient
compared to cCLIP-DR, the latter giving rise to strong T cell response. Interestingly, we
also observed a decrease in L243 mAb reactivity with the ICLIP-DR1 transfectant (Fig. 1C),
better portrayed by the graph in Figure 1E showing normalized MFI for L243 over XD5. The
reduced L243 reactivity for ICLIP-MHCII complexes can either stem from an MHCII
conformation alteration or steric hindrance between the CLIPg;.g¢ extension and L243. This
result suggests that vSAG7 presentation is sensitive to variations in pMHCII that are also
sensed by the mAb L243. However, it is hard to pinpoint whether it is one of these effects,
or a combination of both, that account for the reduction in stimulatory capacity of vSAG7.
On the one hand, it was reported that the L243-like 14-4-4S mAb, specific for mouse
MHCII, competes against vVSAG7 on I-E [47]. Likewise, the Staphylococcus enterotoxin B
(SEB), which binds to the MHCII o chain and competes with L243, is also affected by ILCIP
[48,49]. On the other hand, superimposition of the crystal structures of DR1 bound to
either CLIPgg.191 or CLIPgo.101 showed conformational alteration in the loop connecting the
third and forth strands of the MHCII B-sheet platform that includes lysine a39 (Fig. S1)
[50].
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Figure S1 : Conformations changes between two CLIP-DR1 variants.

Overlay of the crystal structure of DR1 bound to CLIPgs.101 or CLIPgy.10; (PDB: 3PDO and 3PGD,
respectively) highlighting the conformational change of the loop connecting the third and forth
stands of the B-sheet forming the MHCII peptide-binding groove. The regions of interest are boxed
and the DRo K39 is shown as sticks.

Mutation of K39 abolishes L243 and SEB binding but does not affect vSAG
presentation [51]. Therefore, although there is a known conformational change between
the CLIP-MHCII variants, it is unlikely to affect vSAG7 presentation. Together these results
suggest that the reduced vSAG7 stimulation observed when presented by ICLIP-DR1 is due
to steric hindrance of vSAG7 by terminal PFRs of CLIP. Also, the above-described data
corroborate the notion that vSAG7 binds to the MHCII o chain [12].

Secondly, we sought to evaluate the contribution of TCR-contacting peptide
residues by comparing the capacity of peptides with distinct protruding side chains to
present VSAG7. To this end, we employed a covalently linked hemagglutinin HA(307-319)
peptide (HADR1). We selected this peptide over CLIP given the availability of the
HA peptide-DR1-HA1.7 TCR structure and the responsive modified Jurkat cell line

expressing the HA1.7 TCR (thereafter simply referred to Jurkat) [52,53]. Our rationale was
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to be able to distinguish both the conventional and vSAG presentation in the same setting,
using different T cells. In addition, to minimize adverse effects linked to the bound-
peptide’s primary sequence, we performed the same assays using another peptide
supporting vSAG presentation, the tetanus toxin peptide (TTgy9.842). Like the HA-DR1, TT-
DR1 has great kinetic stability and also fills the P1 pocket with a tyrosine, thus providing a
system to test the exclusive contribution of peptide protruding side chains (Fig. 1B)
[54,55]. The TCR contacting side chains of these two peptides were interchanged,
resulting in the backbone (b) HA, and TTy, variants, and involved a charge reversal at P-1
(K-Q), a change of a small residue (V) to a bulkier one (I) at P2, and finally a change from a
negatively charged residue to a highly hydrophobic one (K-F) at P8. If any of the peptide
protruding side chains were implicated in specific vSAG7 contacts, one should expect to
see differential stimulation between these peptides, independently of the T cell VB
specificity. The stably transfected HAP and TTP constructs (Fig. 1F, H) were then tested for
their capacity to stimulate T cells (Fig. 1G, ). Every variant successfully presented vSAG7,
suggesting that a peptide’s protruding side chains are not critical for vSAG7-mediated
response (Fig. 1G, I). Conversely, presentation of HA, failed to stimulate Jurkat T cells
(data not shown) as specific TCR contact residues have been modified [52]. All covalently-
linked peptides (except ICLIP) supported strong VSAG7 presentation, ruling out a role for
the peptide’s C-terminal linker and thus, PFR at this end. Altogether, these results suggest
a model in which vSAG7 presentation is tolerant to the nature of the peptide’s protruding

side chains, but sensitive to peptides bearing an N-terminal extension.

N-vSAG7 has an overlapping binding site with SEA on the DR chain
The above-described data support the notion that C-vSAG7 binds to the MHCII o
chain. However, it has been proposed that the vSAG7 polypeptide has two binding site on

MHCII, one of which shares the same interface as SEA on the B chain or binds the peptide-



XXVii
binding groove [20,32,33]. Maturing vSAGs are composed of two domains that remain
non-covalently associated upon processing. C-vSAG participates in MHCII-TCR bridging but
the role of N-vSAG is less clear. To gain insight on the role of the latter, we designed two
single chain polypeptides in which the luminal domain of either DR chain is linked to that
of VSAG7. These straightforward single chain dimers (SCDs) were inspired by a similar SC
between MHCII and li [56]. Such SCDs were made possible because HLA-DR and vSAG7 are
type | and type Il proteins, respectively, allowing fusion of the C-terminus of DR chains to
the N-terminus of vSAG7. The resulting DRo. and B-based fusion molecules were named
0SCD and BSCD, respectively and are depicted in Figure 2A. For brevity, when a SCD is
mentioned in an experimental setting, it is always co-transfected with its matching

complementary wild type DR chain partner, e.g. DRoi+BSCD is referred to BSCD.

A VSAG7 VSAG7
C LINK
< .
N peptide VSAG7
< §
DRo. JDRp DRo| IDRB DRa. [ DRp
C
LINK N< SIS LINK
DRB-VSAG7 peptide-DRB-vSAG7 DRB-VSAG7ACT
BSCD BepidaSeT BSCDACT
B surface DR surface vSAG7
[ —w
" | aSCD

|| ——pSCD

Counts




XXViil

C surface DR surface SEA
(.
12} | l BS.CD I ‘
-*g ‘x l Bl |
] I [
o [ I [\
;;Z>QQ7\c\ Vi
\

Fluorescence

O
m
M

03 0,6 0,5
o o [y
= 2 2
5 0.2 04 T o3
22 L Q-
Qo i) i)
® 0,1 ® 02 © 02
i T L 01
= = =
0 0 0
&P XX P o
& \
N o® ¥

R

Figure 2 : The N-terminal domain of vSAG7 overlaps SEA binding site on the MHCII B chain.

A) Schematic representations of SCD and SCT are shown. The C-terminus of DR1 o or B chains
were covalently attached to the N-terminus of vSAG7 by flexible GLY-SER linker. In the SCT, a
peptide was appended to the N-terminus of the [ chain according to Kozono et. al [59]. The linkers
between DR and either the peptide, vSAG7 or li are represented as light grey boxes. B) L243 and
VS7 cell surface staining of HEK 293T cells transfected with the o:SCD or BSCD and the appropriate
complementary DR chain or a wt DR and vSAG7 control. L243 and VS7 mAbs recognize a
conformational epitope on DR and the C-terminal end of vSAG7, respectively. C) HEK 293T cells
were transiently transfected with wt DR and vSAG7, DRa. and the vSAG7-SCDs or 1i-3SCDs. 48h
post-transfection, cells were harvested, split and incubated on ice with L243 or SEA for 3h. After
washing, bound SEA was detected by flow cytometry using an anti-SEA mAb. These staining
profiles are representative of at least five independent experiments. D) The MFI were plotted as a
ratio where the error bars represent the standard deviation to the mean of three stainings on
independent populations of transfected cells. E) Same as D, but using DRo. K39A mutant, which
prevents SEA binding to the o chain. F) Same as D, but using a truncated version of the vSAG7-
SCDACt, devoid of the C-terminal domain

First, we characterized the interaction between the SCDs and their complementary

MHCII chain partner. For these experiments, we used HEK 293T cells given their high
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transfection efficiency. As shown in Figure 2B, the oSCD apparently failed to associate
with DR upon transfection, as judged by the lack of L243 surface staining and unusual
degradation pattern (Fig. S2). In contrast, the BSCD properly associated into heterodimers
with DRa, trafficked to the plasma membrane and was recognized by a panel of
conformational mAbs (Fig. 2B and data not shown). Using the anti-C-vSAG7 mAb VS7, we
also observed MHCII-bound vSAGs at the cell surface (Fig 2B, right panel). Altogether,
these results indicate that only the BSCD can generate ordered complexes and allow vSAG
surface expression.

Next, to confirm that vSAG7 behaved like the wt vSAG when part of the BSCD, we
verified whether it still competed the binding of SEA. We transfected HEK 293T cells with
either wt DR or BSCD and performed SEA binding assays monitored by flow cytometry.

Figure 2C shows the DR (left panel) and SEA (right panel) staining profiles, which
reveal weak SEA binding to cells expressing BSCD. Once normalized for MHCII surface
expression, we noted a two-fold MFI reduction for BSCD compared to the wt or Bli-SCD
controls (Fig. 2D). These results indicated that the vSAG moiety on DR prevented SEA
binding. However, as SEA has a minor low affinity binding site on the MHCII o chain, the
possibility remained that the observed competition was due to the presence of vSAG7 on
DRa. [57,58]. To test this, we performed the same experiment using a DRo. mutant that is
unable to bind SEA (DRaK39A) [57]. As shown in Fig. 2E, competition is observed whether
BSCD is associated with wt MHCII o chain or K39A mutant. Moreover, truncating C-vSAG
from BSCD, generating the BSCDACt, resulted in a similar reduction of SEA binding,
confirming that N-vSAG7 and SEA have an overlapping binding interface (Fig. 2F).

The high SEA concentration and affinity for BHis81 are factors likely to favor
displacement of some of the VSAG7 molecules and could explain why competition was not
total. Likewise, processing of the vSAG7 moiety is observed and could favor its dissociation
from the B chain (Fig. S2). Also, one may argue that the mere fusion could affect DR
conformation and lead to the decreased SEA binding. However, the tested conformational

mAbs did not discriminate the SCD from the wt and both [i-SCDs did not prevent SEA
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binding (data not shown). These data confirmed that N-vSAG has an overlapping binding

site with SEA on the MHCII 3 chain.
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Figure S2 : Maturation and proteolytic cleavage of the SCDs.

Lysates of cells transfected with the o:SCD or BSCD and their respective complementary MHCII
chains were split in two and treated or not with EndoH. Samples were separated by SDS-PAGE and
immunoblotted for DR, vSAG7 or DRa. Control (untransfected or wt DR) and vSAG7 transfected
cells were also given the same treatment. The molecular weight (kDa) is given on the left side and
the + or - signs indicate whether EndoH treatment was performed.

vSAG7 does not bind the MHCII peptide groove

Our results described so far define the binding site of C-vSAG7 and N-vSAG to the
MHCII o and B chain, respectively. Thus, it was difficult to envision a model where vSAG7
interacted with both DR chains at once. The Huber group proposed that a segment of
MMTV vSAGs (called the MIIPBM, MHCII peptide binding motif) interacts with the MHCII
peptide-binding groove upon synthesis in the ER [33]. The CIIPBM motif is part of N-vSAG
and could bridge both VSAG segments through the MHCII cleft. To verify whether vSAG7
occupies the MHCII groove, we designed a new construct, HA-single chain trimer (HASCT),
in which the HA peptide was appended to the BSCD N-terminus (Fig. 2A). Based on the Hsu
et al. premise, our rationale was that N-vSAG7 would prevent HA binding to the groove.
Figure 3A shows the surface DR expression for both BSCD and HASCT in comparison to wt
DR and HADR. Interestingly, DR surface staining was increased in both transfectants
expressing the linked-HA peptide. These data corroborate well with the MHClIs increased

stability when optimal peptide occupies the groove [59]. Soluble versions of DRB and HAPB
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(sB and sHAB) chains were used as controls and ruled out transmembrane (TM) domain-
mediated bias between the TM-devoid BSCD and controls. L243 MFI ratios of sp and BSCD
against sHAB and HASCT, respectively, showed a 4-fold increase in expression when HA
was fused to DRP (Fig. 3B). That the tethered HA peptide increased expression of DR is

incompatible with a model in which vSAG would occupy the binding groove.
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Figure 3 : vSAG7 binding to MHCII o and B chains occurs on distinct MHCII molecules.

A) Cell surface expression of MHCII on HEK 293T cells transfected with DR or SCD (left panel) and
HADR or SCT (left panel) stained with the L243 mAb. C) Compact SDS-resistant and -sensitive form
of DR were assessed by immunoblot (IB) analysis of total protein extracts (boiled or heated to
65°C) from the transfectants in A. li-SCDs were used as control. The IB was revealed with the anti-
DRB mAb XD5. The two compact complexes are marked with | or Il (lane 2 and 8) and schematized
next to the gel. D) Comparison of HA-specific T cell stimulation between endogenous MHCII
positive or negative Hela cells transfected with different MHCII 3 chains. HeLa MHCII positive cells
expressed DR2, contrary to the transfected DR1. E) Same as D but comparing vSAG7 specific T cell
stimulation.
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To confirm that the HA peptide was lodged inside the groove and not displaced by
the immature vSAG7 polypeptide, we tested the complex for SDS sensitivity. Indeed, HA-
DR1 complexes resist SDS-denaturation and migrate as compact peptide-loaded
heterodimers under non-boiled conditions [60]. Cell lysates obtained from the
transfectants presented in Figure 3A as well as a Bli-SCD control were analyzed by SDS-
PAGE. XD5 mAb was used to probe the resulting immunoblots. As expected, in absence of
HLA-DM, neither li- nor vSAG7- SCDs formed compact complexes with DRo (Fig. 3C, lane 4
and 6). In contrast, when HA was linked to either DR} or BSCD (lane 2 and 8), compact,
SDS-resistant heterodimers were observed, confirming that the HA-peptide was present in
the groove.

To unequivocally prove that vSAG7 did not bind to the MHCII cleft, we tested
whether the HASCT could induce both Jurkat and vSAG-specific T cell responses. To this
end, we moved from the HEK 293T to Hela cells, the former being unable to present vSAG
[31]. Of note, although the molecular basis of this defect remains obscure, Hela cells are
unable to present vSAGs unless transfected with CIITA or treated with IFN-y [31]. This
provided a useful system to evaluate the presentation of HA independently of vSAG in
absence of CIITA and of both HA and vSAG7 in the presence of CIITA. We transiently
transfected our various B chains into either Hela or Hela CIITA+ cells and assessed the
response of Jurkat or Kmls 13.11 cells. As expected, vSAG7 presentation only occurred in
the presence of CIITA, whether from the SCD and SCT (Fig. 3E). Surprisingly, Hela cells
transfected with HASCT failed to stimulate Jurkat cells in contrast to the control sHAP (Fig.
3D). The lack of HA presentation can be attributed to either an MHCII conformation flaw
or to the vSAG moiety of the HASCT hampering proper TCR docking. We argue for the
latter alternative because the tested mAbs did not distinguished the HASCT from the sHAf
control (Fig. 3A and data not shown) and in the presence of CIITA, HA presentation was

restored (Fig. 3D). However, that Jurkat failed to respond to the HASCT in ClITA-negative
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cells was puzzling. This is not due to degradation of the SCT-HA peptide and its
subsequent association to endogenously expressed MHClIls as the DR*0102 allele in the
homozygous Hela CIITA+ cells does not present HA307-318 to Jurkat T cells [61] and
therefore must arise from the HA-DR1 moiety of the SCT. One explanation is that in
presence of a pool of MHClIs, C-vSAG is transferred from the processed SCT onto the
endogenous pMHClIs (supporting vSAG presentation), thus revealing HA to the HA1.7 TCR

bearing Jurkat T cells. The implications of this finding are discussed below

VSAG?7 presentation relies on MHCIIo-TCR interactions

To better pinpoint the C-vSAG7 binding site on DRo. and investigate the TCR
binding topology, we generated an array of mutants of the o-helix lining the peptide
groove. Most mutants were modeled from DQ2 and IA®, which present vSAG poorly and
span aa63 to 68, the interface associated with SEB binding [7]. Figure 4A shows the point-
mutants on the HA-DR1 cartoon depiction (Protein data base (PDB): 1FYT) as well as DRo

residues implicated in L243 mAb binding [52,62].
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Figure 4 : Residues on the MHCII o chain act in tandem with vSAG to engage TCRs.

A) Cartoon depiction of the MHCII with a close-up on the peptide-binding groove that highlights
DRa o-helix spanning mutants (pink) and the L243 mAbs binding site (red), depicted as sticks. The
o, B chains and peptide are green, blue and yellow, respectively. B) MHCII cell surface profiles of
DAP cell lines transfected with HADRP and different DRo. mutants as stained with L243 and XD5
mAbs. The MFIs are shown in the lower right corner of each histogram and are colored according
to the legend. Co-transfected GFP protein was used to monitor the transfection efficiency of
vSAG7 and MFI are shown as bar graphs next to histograms. C) L243 and XD5 MFI ratios derived
from B. Cell lines from B were transfected with vSAG7 or a mock control before monitoring Jurkat

(D), Kmls 13.11 (E) and Kmls 12.6 (F) T cell proliferation.
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Flow cytometry analysis of the resulting stable DR expression in DAP cells is given
in Figure 4B assessed by L243 and XD5 staining. As above, stable cell lines were transiently
co-transfected with vSAG7 and the reporter GFP. Then, cells were co-cultured with Kmls
13.11 and Kmls 12.6 T cells and IL-2 production was measured. In an effort to minimize
the effect of the cells’ intrinsic associated-peptides, we co-expressed each DRo variant
with the HADRP chain. In addition, this allowed us to monitor the stimulation of HA-
specific Jurkat cells, which could be impeded by the o chain mutations (Fig 4D). As
predicted from the HA-DR1-HA1l.7 TCR co-crystal [52], only mutation of TCR contact
residues 064, 65 and 67 abrogated presentation of HA to Jurkat cells.

Noteworthy, the reactivity of L243 was strongly decreased towards DR mutants
a63 and 67 (Fig. 4B). This is best portrayed by the bar graph in Figure 4C, showing L243
MFI over the MFI of the conformation-insensitive XD5 mAb. Surprisingly, those same DR
mutants had a dramatically reduced ability to present vSAG7 (Fig. 4E and F) suggesting
again overlapping binding regions between L243 and vSAG. As the side-chain of 063
points laterally, the weakened stimulation observed with both hybridomas by the al63E
MHCII mutant cell line suggests that C-vSAG7 binding is somehow affected by this

mutation. Indeed, a less obstructive mutation, cil63A, restored vSAG7 stimulation (Fig. S3).
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Figure S3 : C-vSAG7 binding to the MHCII o chain is conformation sensitive.

A) Cell surface profiles of DAP cell lines expressing HADR[ and the 163A DRo. mutant stained with
the L243 and XD5 mAb. The MFI are shown in the lower right corner of each histogram and are
colored with respect to the legend. Co-transfected YFP protein was used to monitor the
transfection efficiency of vSAG7 and MFI are shown as bar graphs below histograms. B) Cell lines
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from A were transfected with vSAG7 or a mock control before monitoring Kmls 13.11 and Jurkat T
cell proliferation.

Interestingly, while DR0LAG4R allowed a strong Kmls 13.11 stimulation, Kmls 12.6
failed to respond (Fig. 4E and F). This result indicates a TCR recognition effect unrelated to
vSAG7 binding and highlights the importance of specific DRo-TCR contacts for efficient T
cell stimulation. In line with this, it became difficult to evaluate whether the effect of DRo
K67A on vSAG presentation is actually linked to a weakened association between vSAG
and DR or to a TCR recognition defect. Indeed, DRo. K67 is characterized by a lack of both
L243 reactivity and inefficient presentation of HA peptide to Jurkat cells, making both
outcomes plausible (Fig. 2C and D). Although weak, the stimulatory response observed
exclusively with the Kmls 13.11 hybridoma suggests that TCR recognition is a factor.

The solvent exposed DRa. a-helix is used by SEB to bridge TCRs [63]. The fact that
vSAG7 presentation implicates DRa-TCR interactions demonstrates that the topology of
the ternary complex is different from the one involving SEB. Interestingly, only the DRo.
mutant A64R cell line was unable to support SEB presentation (Fig. S4). The highly
conserved A64 is buried inside the SEB-DRo. interface and the Arg substitute is likely to
sterically hinder SEB association, probably reflecting the effect of I63E on VSAG7
presentation. Overall, it is apparent that the mechanism leading to TCR recognition of the

VSAG-MHCII complexes differs from SEB and canonical peptide-MHCII recognition.
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Figure S4 : Effect of DR1a. mutant on SEB presentation.
SEB presentation to Kmls 13.11 T cell hybridoma of multiple DRo. mutant cell lines.

vSAG7 mediates TCR activation through a conserved T-G-X-Y motif

The specific interactions between the TCR and the MHCII o chain suggest the
existence of conserved vSAG-TCR contacts. Given the numerous responsive VPs for all
VSAGs, it is unlikely that the TCR interaction is solely based on the polymorphic vSAG C-
terminus as it would severely impede the likelihood of a cognate partnership.
Interestingly, an alignment of MMTV SAGs and MMTV SAG-related domain from other
viruses (e.g. herpesvirus) revealed a conserved T-G-X-Y motif (Fig. 5A), located at residues

226-229 of C-vSAG.
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Figure 5 : A conserved TGXY motif is central to vSAG7’s activity.

A) Sequence similarity among 18 MMTV vSAG proteins or vSAG-like domains. The height of a
particular position is proportional to the frequency of the corresponding residue type between the
aligned sequences and to the sequence information in the alignment and its given bits [112]. The
residue numbering is based on the vSAG7 protein, genebank ID: M90535.1. The letters T, G and Y
of the motif are colored a lighter shade of grey. B) Functional assay of transiently transfected Hela
CIITA cells with multiple B chains against the vSAG7-reactive Kmls 13.11 T cell hybridoma. C) L243
cell surface expression profiles of DRo transiently co-transfected with either the BSCD or the
Y229F mutant. D) Ratios between DR and vSAG MFI were plotted from the transfectants in C and
the error bars represent the standard deviation to the mean of three independent experiments.

Such a motif has been shown to be crucial for y-aminobutyric acid (GABA) binding
to the GABAA receptor and mutagenesis analysis identified that GABA binding depends on
the threonine and the tyrosine [64]. Based on this fact, we mutated the tyrosine 229 to a
Phe and assessed the ability of vVSAG7-YF to stimulate different T cell hybridomas. Figure
5B indicates that the Y229F mutation introduced either in full length or SC vSAG7
abrogated the activity. The TGXY motif could impact vSAG activity in many ways. On one
hand, it could perturb C-vSAG binding to MHClIs or its overall structural integrity. Both
these hypotheses are refuted by the fact that the mutation did not affect surface
expression of MHClIs nor vSAG7 (Fig. 5C and D). On the other hand, the tyrosine 229 could
be implicated in direct TCR contact. We argue for this explanation given that vSAG7-YF
was unable to activate any of the tested T cells bearing either V36 or V38.1 TCRs (data not

shown). Supporting this mechanism is the presence of a similar motif, LGNY, on a SEB
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contacting loop that interacts with the HV4 region of the TCRB. Accordingly, mutation of
the Tyr on SEB prevents its presentation [65,66]. Furthermore, Digglemann and coworkers
described the region of C-vSAG bearing the TGXY motif as part of the TCR-interacting
domain [67]. These results suggest that in addition to highly polymorphic regions
responsible for VP specificities, vSAG binding also relies on conserved vSAG-specific TCR

interactions.

DISCUSSION

The data presented herein define how vSAG7 bridges MHCII to the TCR. C-vSAG
binds the MHCIlI o chain in a conformation-sensitive manner at the interface formed
between the a-helix and the B-sheet platform. We demonstrated that, when coerced by
VSAG, the TCR recognizes the MHCII in a near canonical manner, which constitutes a
unique topology among those previously described for SAGs. Next, our results suggest
that maturing N- and C-vSAG7 bind the MHCII B and o chains, respectively, on distinct
MHClIIs. Finally, we identified a conserved motif in MMTV vSAGs, responsible for TCR
binding independently of the TCR VP specificity. Based on our results and those of others,
we propose a model in which the N- and C-terminal domains of a single vSAG crosslink
two MHCIIs and bridge only specific TCR bearing V3 elements that can be skewed as to

recognize the MHCII o chain instead of the associated-peptide (Fig. 6).
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Figure 6 : Model of vSAG7 binding to MHCII and TCR in which the multiple binding regions
between vSAG7, both MHCII chains and the TCR are highlighted.

The N-vSAG and C-vSAG moieties remain non-covalently associated after processing and lead to
the cross-linking of MHCII molecules. Binding of C-vSAG7 to the MHCII a chain is conformation-
dependent and abrogated by a peptide N-terminal extension. The TCRP CDR3 binds the MHCII o
chain specifically instead of the peptide whereas vSAG binds the FR3 and HV4 region of the Vj.
The exact nature of Vo binding to the MHCII B remains to be fully characterized [111].

C-vSAG7 binding to the MHCII o chain is influenced by the associated-peptide

Presentation of vSAG7 requires that MHClIs be filled with a diverse peptide
repertoire [14,31,36]. Here, we demonstrated that a single peptide supports vSAG7
presentation. However, the MHCII associated-peptide must meet certain criteria in order
to be part of a permissive pMHCII. By comparing cell lines expressing either cCLIP-DR1 or
ICLIP-DR1, we showed that the CLIP81-86 PFR inhibits vSAG presentation (Fig. 1D).

Interestingly, it was previously described that CLIP N-terminal extensions also interfered
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with SEB binding to MHCII [49]. Based on the crystal structures of CLIP-DR3 and CLIP-1-Ab,
the CLIP81-86 N-terminal extension is disordered thus failing to discern whether it
prevents vVSAG binding by steric hindrance, electrostatic repulsion or if this effect is a
hallmark of the CLIP81-86 sequence [25,68]. Future studies will address this issue by
characterizing the impact of N-terminal extensions on various peptides. Nevertheless,
knowing the profound effect of PFRs on canonical and TSST-1 T cell responses [37,69,70],
and that DM favors the binding of peptides that tightly fit the groove, our findings point to
N-terminal peptide trimming as a major determinant for vSAG presentation [27,71]. These
results explain why DM-deficient cells, either murine or human, are unable to present
VSAG7 as they are predominantly charged with CLIP peptide bearing a 4-6 aa extension
[43,44,72]. It was reported by Hsu et al. that a DM-negative B cell line was able to present
vSAG7 [33]. However, as opposed to T2 cells expressing a single MHCII (DR3) or our DAP
cell lines (DR1), the proportion of the various alleles of DR, DQ or DP that are bound to

CLIP at steady state or which form of CLIP is bound is unclear in the DM- model.

It is unclear whether the previously reported need for peptide diversity reflects a
direct contribution of the peptide’s sequence to part of the vSAG binding site, or an
indirect negative effect echoed in the MHCII conformation. The findings presented herein
support the latter hypothesis. It is unlikely that vSAG7 interacts with the MHCII bound-
peptide’s protruding side chains because severe changes in charge or size between those
of HA, TT and CLIP did not affect their ability to activate V6 and VP38.1 bearing T cells (Fig.
1 and S5). While we did not conduct a thorough saturation mutagenesis of the peptides,
our observation of DRo-TCR contacts portrays a setting in which vSAG7-peptide

interactions are improbable (see below).
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Figure S5 : Peptide protruding side chains do not affect vSAG7 presentation.
Transfected cell lines from Fig. 1F were used as APCs to stimulate VB8.1+ bearing T cell hybridoma
KR3+.

Our results suggest that C-vSAG7 binds to the lateral interface formed by the
solvent-exposed DRo. o-helix/B-sheet junction (Fig. 4A), an area highly susceptible to
peptide-induced conformational changes [73]. That HA-DR1oU63E, but not HA-DR1xI63A
reduced L243 mAb reactivity and reduced vSAG7 presentation capabilities point to an
MHCII conformation defect (Fig. 4C-D and S3). It was previously reported that mice
expressing Eo-bound I-Ab as the sole pMHCII were unable to mount vSAG7 specific
responses, supporting the conclusion that a diverse MHCIlI peptide repertoire was
required [36]. In light of our results, we can speculate as to why this pMHCII failed to
present VSAG. The E0(52-68) peptide bears no N-terminal PFRs and the C-terminal linker
between the peptide and the MHCII B chain does not influence vSAG presentation. Thus,
as previously presented by the authors, the inability of Ec-I-Ab to successfully present
vSAG must be due to its intrinsic conformation [36]. Indeed, whereas the 25-9-17 mAb
binds a panel of peptide-bound I-Ab, Eo-I-Ab was not recognized [74,75]. One possibility is
that vSAG7 binding is affected by the oiF24 residue, reported to be pushed outward by the
bulky p1-filling Phe of Eq, at the C-vSAG7 binding site [76]. While we did not observe an
effect of a Y-A substitution at the pl HA residue (Fig. S6), it would be interesting to

determine if a bulkier aa (e.g. Trp) substitution would reduce VSAG7 presentation
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accordingly. Altogether, these results indicate that the interface formed on the DRo -
helix/B-sheet junction is paramount for vSAG7 binding and that its presentation is
vulnerable to both peptide-mediated conformational changes and N-terminal PFRs.

10

8

6

CPM (x10%)
S

HAp HA B HAB HA B
Kmls 13.11 KR3+

Figure S6 : Small peptide anchor residue substitution at p1 does not affect vSAG presentation.
DAP cell lines expressing DRo. and HAB or HA,;3 mutant Y-A were transfected with vSAG7 or a
mock control prior to T cell presentation to the V36 and V8.1 bearing Kmls 13.11 or KR3+ T cell
hybridomas, respectively. The HA,;3 mutant encodes a HA peptide with the Tyr P1 anchor residue
mutated for an Ala.

TCR engagement by vSAG7 is unique among SAGs

Most of the SAG-mediated T cell signaling complexes outline a typical interaction
between the TCR V[ and the SAG, where the Vo sometimes participates in MHCII B chain
binding [4,77,78]. Consequently, VB-MHCII o chain contacts are sterically precluded by the
bound bacterial SAGs (bSAGs). Given the lack of an MMTV vSAG crystal structure, it is
challenging to predict how vSAGs force MHCII-TCR association. Previous analyses of the
response of mature peripheral T cells against vSAGs have clearly established that non-V[3
components of the TCR are involved in the pMHCII-vSAG7 complex recognition [79-82].
The Vo chain was shown to be an important part of the complex and a skewed repertoire
in responding cells has been identified [83,84]. Within a given Vo family, reactivity was
seen with only certain V[ subfamily members [84,85]. Thus, the variations in the CDR

regions, especially CDR3, are likely to affect the capacity of these TCRs to bind the MHClIs
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and might be at the origin of many of the reported cases of MHCII allelic/isotype
restriction [47,84,86,87].

Based on these facts and our results demonstrating that DRo. A64R and K67A
mutant cell lines differentially stimulated distinct hybridomas bearing the same V[, it is
clear that the TCR-MHCII contacts are imperative to vVSAG7 signal transduction (Fig. 4E-F).
Moreover, these findings highlight direct MHCII o chain-TCRP contacts and would imply
that vSAG7-mediated TCR engagement resembles that of conventional peptides, as
hypothesized by the Marrack and Kappler group following their discovery that the TCR
BT24Y mutant abrogated both conventional Ag and vSAG presentation [15,88]. Along the
same lines, our MHCIl o0 64 and 67 mutants were also unable to trigger HA-specific
activation of Jurkat cells (Fig. 4D). Based on the crystal structure of HA-DR1-HA1.7 TCR,
DRo A64 and K67 are bound to the CDR2[3 D51 [52]. However, one must be cautious in
unifying these results. Indeed, as we have shown with our many different peptide-MHCII
combinations, the peptide’s protruding side chain did not affect vSAG response by the
tested hybridomas, as would be expected in a traditional pMHCII-TCR setting (Fig. 1).
Furthermore, mutations at residue 065 and 0/68, which are also implicated in TCR binding
[52], had no effect on the ability of MHClIIs to present vSAG7 (Fig. 4D and E). Thus, it is
fitting to picture a near canonical docking between MHCII and TCR that is coerced by
VSAG. Such architecture allows eschewing of traditional CDR1/3 binding with the
associated-peptide in favor of MHCII chain binding as proposed by Nguyen et al. [89].
These Vo-MHCIIB and VB-MHCllo contacts remain to be verified biochemically [90].

A large body of literature suggests that the B chain junctional region could
influence TCR recognition of vSAGs [80,91-93]. Especially relevant was the demonstration
by many groups that V6 thymic deletion is incomplete in vSAG7+ mice and that VJ
junctional diversity regulates vSAG reactivity [93,94]. At first glance, the need for a diverse

peptide repertoire and the importance of V3 junctional diversity may seem paradoxical.
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As many peptides support vSAG binding, we do not expect skewing in CDR3. However, our
results point to the existence of non-permissive peptides regulating vSAG binding and to
unconventional interactions between MHCII and TCR. In order words, there may be extra
pressure on CDR3s to have more intimate contacts with the MHCII chains than during
canonical peptide recognition. Indeed, thymic positive selection does not directly
influence the fine specificity of T cells toward MHCII and it has been suggested that
TCR/MHCII interactions taking place during vSAG presentation are unconventional and
linked to TCR recognition of haplotype-specific MHCII residues [80,89]. This is in line with
the recent demonstration by Kilgannon et al. that three out of eight VB6+ T cells, although
all specific for the same pMHCII (K5-1Ad), did not respond to vSAG7 [94].

A recent report by Stadinski et al. stresses the fact that TCR specificity for pMHC
ligands is not driven by germline-encoded pairwise interactions. Notably, they described a
single TCR VJ using alternate strategies to bind pMHC when paired with different Vo [95].
The authors argue that since CDR1 and CDR2 loops have the flexibility to bind their ligands
in many ways, this could not fit a pairwise co-evolution model. Accordingly, it
demonstrated that the CDR3 loops can markedly alter those evolutionarily selected
contacts [96]. Canonical CDR-pMHCII contacts can differ under different pressures,

supporting a model in which vSAG enforces such unconventional docking.

VSAG7 moieties bind distinct MHClIs

Given that vSAG7 N- and C-terminal moieties bind respectively the MHCII 1 and
ol domains, one must ask how such binding is possible while remaining non-covalently
associated. We propose a model where C-vSAG binds the o chain of an adjacent MHCII,
while still bound to N-vSAG, the latter attached to the B chain. In other words, unable to
reach the o chain of its MHCII partner in cis, C-vSAG interacts with another MHCII in trans.
This model highly resembles the manner in which SEA crosslinks MHCIlI molecules via a
low affinity binding site to the o chain and the Zn-dependent binding site on the B chain

[97,98]. In the context of the SCT, our results showing that HA presentation to Jurkat cells
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is null in endogenous MHCII- as opposed to MHCII+ cell lines strongly support such a
model (Fig. 3D). Indeed, we speculate that in the absence of surrounding endogenous
pPMHClIs, both vSAG7 moieties remain associated with the parent MHCII, blocking the
groove and preventing the TCR from recognizing the HA-peptide. Also, as each MHCII is
covalently linked to vSAG, it is possible the C-vSAG prevents any approaching vSAG from
contacting the o chain in trans. In contrast, in Hela CIITA cells, C-vSAG7 will find numerous
VSAG-free endogenous MHCII o chains to associate with, freeing the MHCII membrane-
distal region for the HA-1.7 TCR binding. Future studies will address the biochemical basis

for vSAG binding to two distinct MHCII molecules.

Highly conserved TCR binding motif in vSAGs

Our results indicate a more intricate vSAG7 presentation than previously
acknowledged. vSAG stimulatory activity is paired to the TCR interaction of DRa, a
structural aspect that will likely modulate its potency in terms of the responding T cell
repertoire and the strength of the signal. Additionally, vSAG recognition of specific TCR vf3
elements is mediated through its C-terminal 30 or so highly variable aa, complicating
speculation as to how this family of vSAGs could mediate such a broad immune response
without a conserved binding scheme. Interestingly, the chemical baicalin (BA), shown to
block GABA binding to its receptor in the nervous system, also blocked T cell stimulation
by TSST and SEB, suggesting a conserved mechanism between those two bSAGs, MMTV
VSAG and GABA neurotransmitter linked to the TGXY motif [99,100].

Conclusion
Our observation that conserved DR residues are implicated in the recognition of
the vSAG-peptide-MHCII by the TCR suggests that T cell activation is influenced by the

polymorphic CDR3f region, linked to the recognition of the MHCII o chain. To our
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knowledge, this represents a novel SAG-mediated MHCII-TCR architecture. According to a
recent study by Nur-ur Rahman et al. suggesting that the TCR CDR2f is the critical
determinant for the functional recognition of bSAGs, it is clear that the topology of vSAG
differs from those previously described [101]. As both the MHCII allele and associated-
peptide influence the potential interaction between MHCIl and TCR, a given TCR could
only recognize a fraction of the vSAG-pMHCII complexes [80]. MMTV vSAGs are expressed
at very low density on the cell surface and still remain highly potent T cell activators. This
expression pattern is of great importance as it mimics the low density of conventional

antigenic peptide-MHCII complexes, critical for T cell activation [102,103].

MATERIAL AND METHODS

Plasmids and mutagenesis

The vSAG7 sequence was codon optimized using GeneOptimizer™ (Invotrogen).
pBUD-DRa, and -DRP have been described elsewhere [104]. Lumenal portions of DRo (aa
1-191) and DRP (aa 1-199) were linked to the lumenal part of vSAG7 (aa 667-322) or li (a
72-297) by the PCR overlap extension method [105]. The chains were joined by a small
glycine-serine linker (G3.S-Gs) introduced in DR chains, li and vSAG7 by complementary
overlapping primers. DRo. mutants, peptide-linked DRPB [59], HASCT, SCDACt and
HASCTACt were generated by the PCR overlap extension method using the Phusion

polymerase (NEB). The resulting cDNAs were cloned into pCDNA3 vector (Invitrogen, CA).

Antibodies and reagents

The following antibodies were used: VS7 (mouse monoclonal antibody (mAb) IgG1
to the C-terminal end of MMTV7 SAG) [106], L-243 (mouse IgG2a mAb) and ISCR3 (mouse
mAb 1gG2b) bind a specific DR conformational epitope [62], XD5 (mouse 1gG1 mAb to a
linear epitope in the B1 domain of all class Il molecules) [45], BU45 (mouse IgG1 mAb to

the C-terminal portion of human li) [107] and CerCLIP.1 (mouse IgG1 mAb to the N-
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terminal portion of CLIP) [108]. The anti-DRot (rabbit anti-serum against the DR chain)
and anti-DRP (rabbit anti-serum against the DRB*0101 chain purified from SDS-PAGE; R.P.
Sékaly, unpublished). The anti-SEA mAb was a kind gift of Dr W. Mourad (University of
Montreal) [109]. SEA was purchased from Sigma Aldrich (St-Louis, MO).

Cell lines and transfections

Human epithelial HEK 293T, HeLa DM.5 and Hela CITA cells [31], and murine DAP
cells were culture in DMEM (Wisent, Canada) with 5% fetal bovine serum (FBS; Wisent)
while Kmls.13.11 and Kmls 12.6 T cell hybridomas [86] were cultured in DMEM with 10%
FBS. CTLL-2 (ATCC TIB-214; American Type Culture Collection) and HA1.7 TCR+ Jurkat cell
line, CH7C17 [53], were cultured in RPMI (Wisent, Canada) with 10% FBS and 4 uM of
[B-mercaptoethanol. HeLa and DAP cells were transfected with the fusion proteins using
lipofectamine LTX reagent (Invitrogen) according to the manufacturer’s instructions. The
cells were selected for resistance against geneticin (500 pg/mL; Wisent) and sorted by
flow cytometry, using a FACSVantage SE (BD). HEK 293T cells were transfected using the
calcium phosphate method as described previously [110] using 8 ug of plasmid DNA. Cells

were harvested and analyzed 48 h post-transfection.

Flow cytometry

Cells were incubated in PBS with the primary Ab for 30 min on ice. Cells were
washed twice with PBS and incubated a further 30 min with the Alexa fluor-488-coupled
goat anti-mouse IgG Ab (Invitrogen) for 30 min on ice. After two more washes, cells were
analyzed by flow cytometry using a FACScalibur (BD biosciences). Alternatively, cells were

incubated for 1 h with SEA on ice and washed twice with PBS prior to the addition of Abs.
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Intracellular stainings were performed as mentioned on fixed, permeabilized cells (4%

paraformaldehyde, 0.05% saponin).

T cell stimulation assays

VSAG7-expressing APCs were co-cultured at a 1:1 ratio with 5x10° T cell
hybridomas for 18h at 37°C. IL-2 production was determined by the ability of the co-
culture supernatant to sustain the proliferation of the IL-2-dependent T cell line CTLL-2
and measured by [*H]thymidine incorporation (47). For indirect presentation, APC
(donors) were co-cultured with BJAB cells (acceptors) and responder T cell hybridomas at

a ratio of 1:1:1.

Immunoblot

Stable or transfected cells were lysed for 30 min on ice at a density of 2x10 cells
per mL in 1% (v/v) Triton X-100 in lysis buffer (20 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl) and
Complete Protease Inhibitor (Roche). Heated (65°C) or boiled total protein extracts were
then separated by SDS-PAGE (10 %) under reducing conditions, unless mentioned
otherwise. Samples were transferred to Hybond-ECL nitrocellulose membrane (Amersham
Biosciences). Membranes were blocked for 1 h with 5% (w/v) dry milk in TBS-T (TBS with
0.1% (v/v) Tween® 20). The following steps were also performed in TBS-T with 5% dry
milk. Primary antibody to DRo, DRP and vSAG7 were incubated for 1 h at room
temperature. Membranes were washed three times for 10 min and incubated for 1 h with
HRP-conjugated secondary antibodies (BIO/CAN Scientific) followed by three more 10-min
washes. Bands were visualized by the BM Chemiluminescence Blotting Substrate (Roche).
For endo H sensitivity, 500U of endoglycosidase H (NEB) were added to the protein extract

and incubated for 1h at 37°C. Samples were analyzed on SDS-PAGE as above.
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