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Résumé 

La chaîne invariante (Ii ; CD74) est une protéine membranaire de type II qui joue un 

rôle majeur dans la présentation antigénique. Dans le réticulum endoplasmique (RE), Ii 

favorise l’assemblage du CMH II et prévient la liaison indésirable de polypeptides. Grâce à 

son motif di-leucine, la chaîne invariante cible le CMH II dans les endosomes. Une fois 

dans ces compartiments acides, Ii est dégradé, permettant la liaison de peptides de forte 

affinité qui seront ensuite présentés aux cellules T CD4+. Chez les souris déficientes en Ii 

murin (mIi), le CMH II présente une conformation non compacte typique des molécules 

vides ou liées faiblement à un peptide. Le transport du CMH II est aberrant ce qui conduit 

à une réduction de son expression en surface ainsi qu’à un défaut de présentation 

antigénique. De plus, Ii diversifie le répertoire de peptides et assure la sélection thymique 

des cellules T CD4+. Enfin, il a un rôle dans la maturation des cellules B et les souris 

déficientes en Ii présentent des nombres réduits de cellules B matures folliculaires (FO). 

L’isoforme mineure humaine p35 (Iip35) n’existe pas chez la souris et possède une 

extension cytoplasmique de 16 acides aminés contenant un motif R-x-R de rétention dans 

le RE. La sortie du RE est conditionnelle à la liaison du CMH II qui permet de masquer le 

motif de rétention. Iip35 agit comme dominant et impose la rétention aux autres 

isoformes d’Ii.   

Cependant, le rôle physiologique du motif R-x-R et, plus globalement, celui d’Iip35, 

demeurent nébuleux. Pour mieux cerner la fonction d’Iip35, nous avons généré des souris 

transgéniques (Tg) exprimant l’isoforme humaine Iip35 et avons analysé la conformation 

et le trafic du CMH II, la sélection thymique et la maturation des cellules B ainsi que la 

présentation antigénique.  

Nos résultats ont démontré qu’Iip35 favorise l’assemblage du CMH II dans le RE. Il 

induit également une conformation compacte du CMH II et augmente l’expression du 

CMH II en surface. De plus, Iip35 cible le CMH II dans les endosomes où un peptide de 
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forte affinité se lie dans la niche peptidique. Par ailleurs, Iip35 diversifie le répertoire de 

peptides et rétablit totalement la sélection des cellules T CD4+ ainsi que le niveau 

d’expression du TCR de ces dernières. Iip35 restaure également la présentation 

antigénique de l’ovalbumine dont la présentation requiert l’expression d’Ii. Par contre, 

Iip35 rétablit la présentation des superantigènes mais à un niveau moindre que celui des 

souris sauvages. Ensuite, Iip35 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’Iip35 restaure le développement des cellules B matures 

folliculaires (FO) mais pas celui des cellules B de la zone marginale. Ceci suggère qu’Iip35 

est capable d’induire le développement des cellules FO sans stimulation préalable par le 

MIF (macrophage migration inhibitory factor). 

Ainsi, l’ensemble de ces résultats démontre qu’Iip35 est fonctionnel et assure la 

majorité des fonctions d’Ii. Cependant, Iip35 ne remplace pas mIi endogène concernant la 

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

 

 

 

Mots-clés : Iip35, CD74, chaîne invariante, présentation antigénique, CMH II, souris 

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

The invariant chain (Ii; CD74) is a type II 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), Ii assists the folding of 

MHC II and prevents the loading of nascent polypeptides in the peptide-binding groove. 

Di-leucine-like motifs contained in the Ii cytoplasmic tail target the MHC II-Ii complexes in 

the endocytic pathway. Once in low pH-endosomes, Ii is degraded allowing the binding of 

a high affinity peptide which is then presented on cell surface to CD4+ T cells. In Ii 

deficient mice, MHC II 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 II and defective antigenic presentation. Also, the lack of Ii restricts the 

peptide repertoire and impairs thymic selection of CD4+ T cells. Moreover, Ii regulates B 

cells maturation and Ii deficient mice display reduced numbers of mature follicular B cells 

(FO). The human minor p35 isoform (Iip35) 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 Iip33. Upon binding to 

MHC II, 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 

Iip35 function, we generated transgenic mice expressing Iip35 and analyzed the 

conformation and traffic of MHC II, the thymic selection and the development of B cells as 

well as the antigenic presentation.  

Our results showed that Iip35 generates an MHC II in the right conformation and 

increases MHC II surface expression. Also, Iip35 targets MHC II into endosomes where 

high affinity peptides bind to the groove. We also showed that Iip35 diversifies the 

peptide repertoire and fully restores thymic selection of CD4+ T cells as well as the TCR 

levels on these cells. Then, Iip35 ensures presentation of the Ii-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 Iip35 assists with lipids 

presentation by CD1d. Finally, Iip35 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 Iip35 is functional and has most of the CD74 

functions. However, it cannot replace the endogenous Ii regarding the MZ B cells 

maturation suggesting that Iip35 could have regulatory functions by modulating the 

development of some cells. 

 

 

 

Keywords: Iip35, CD74, antigenic presentation, MHC II, 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)1, 2 et Jean Dausset (chez l’humain).3 Snell et Dausset ont tous deux reçu 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 très conservées au sein des mammifères.4, 5 Il existe deux grandes familles 

parmi le CMH : le CMH de classe I (CMH I) et le CMH de classe II (CMH II) qui présentent 

des similitudes notamment au niveau de leur structure, leurs fonctions et leur 

organisation génomique.  

Chez l’humain, le locus du CMH est localisé sur le bras court du chromosome 6 et 

code pour les molécules appelées HLA (human leucotycte antigen)6 alors que chez la 

souris, il est situé sur le chromosome 17 et code pour les molécules H-2 (Figure 1-1).7, 8 
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peptidique du CMH II.79 La majorité des peptides retrouvés dans la niche ont des résidus 

conservés à des positions particulières car certaines poches sont très restrictives quant à 

la séquence qu’elles lient et sont caractéristiques des différents isotypes. Ce sont les 

points d’ancrage primaires des chaînes latérales. Les autres poches n’ont pas de 

préférence aussi stricte pour la liaison mais modulent l’affinité des complexes pCMH II. Ce 

sont les points d’ancrage secondaires.80, 81 La liaison du peptide au CMH II aboutit à une 

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 

peptide et le CMH II.82, 83 La liaison du TCR sur le pCMH II est très conservée même s’il y a 

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

initier la signalisation.84, 85 

 

1.2. La présentation antigénique 

1.2.1. La présentation par le CMH de classe I 

Les molécules du CMH I présentent principalement des antigènes cytosoliques aux 

cellules T CD8+. 

Les peptides présentés par le CMH I proviennent de la dégradation de protéines par le 

protéasome. Ils peuvent être 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 

l’assemblage de grosses protéines.86, 87 Ces protéines sont dégradées immédiatement 

après traduction afin d’éviter la formation d’agrégats.88 La protéolyse peut se faire de 

deux manières : par la dégradation par le protéasome ou par autophagie. Le protéasome 

26S génère des peptides d’une longueur de 4 à 15 résidus qui doivent ensuite subir un 
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peptides, peut transférer ces derniers à une cellule voisine qui pourra effectuer la 

présentation.111 

 

1.2.2. La présentation par le CMH de classe II 

Le CMH II est chargé de présenter les antigènes exogènes aux récepteurs des 

cellules T CD4+. 

Le CMH II et la chaîne invariante (Ii ; CD74) s’associent dans le RE. Les deux chaînes α et β 

du CMH II s’assemblent en un dimère qui lie un trimère préformé de chaîne invariante.112 

Les complexes sortent du RE, maturent dans le Golgi puis sont ciblés dans la voie 

endosomale grâce au motif di-leucine contenu dans la queue cytoplasmique de la chaîne 

invariante.113-115  

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

plus acide et dans lesquels sont dégradés les antigènes.116 Dans les APC, ils sont riches en 

CMH II, Ii, HLA-DM, HLA-DO et cathepsines et sont appelés les MIIC (MHC II 

compartments). C’est ici qu’a lieu le chargement de peptides sur le CMH II.117, 118 

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

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

suivant leur stade de maturation.119, 120 Pour plus de clarté, les endosomes 

tardifs/lysosomes seront nommés endosomes ou MIIC pour la suite du texte.  

Dans ces MIIC, Ii est dégradé séquentiellement jusqu’au CLIP (class II-associated 

invariant chain peptide), logé dans la niche, dont l’échange pour un peptide de forte 

affinité est catalysé par DM.121-123 DM est une molécule non classique du CMH II qui a une 

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

les contacts entre les domaines α1 et β1.124, 125 Elle est nécessaire pour la dissociation du 

CLIP avec le CMH II, en particulier pour les allèles qui ont une forte affinité pour le CLIP 

comme HLA-DR1 ou I-Ab.126, 127 DM induit aussi la dissociation de n’importe quel peptide 
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afin de favoriser la liaison de peptide ayant une forte affinité pour le CMH II 128-130 et il a 

donc un rôle d’édition qui façonne le répertoire de peptide.131, 132 De plus, DM a un rôle de 

chaperon qui stabilise le CMH II vide.133-135 En effet, le CMH II non lié à un peptide est très 

instable et l’association avec DM prévient son agrégation et le maintient dans une 

conformation réceptive au peptide.136-138 Les complexes migrent ensuite à la surface 

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

 

Figure 1-6 : La présentation antigénique par le CMH de classe II. 
Le CMH II et la chaîne invariante s’assemblent dans le réticulum endoplasmique (ER). La chaîne 
invariante cible les complexes vers les MIIC, soit directement soit via la surface cellulaire. Les 
protéines exogènes sont aussi internalisées dans les endosomes pour être dégradées en peptide. 
Dans les MIIC, la chaîne invariante est clivée puis HLA-DM catalyse l’échange du CLIP pour un 
peptide exogène de forte affinité. Les complexes peptide-CMH II migrent vers la surface où a lieu 
la présentation aux cellules T CD4+. Tiré de 139. 
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1.2.3. La présentation croisée 

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

peut avoir lieu dans d’autres types cellulaires comme les macrophages ou les cellules B.140-

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

exogène.143, 144 La présentation croisée est nécessaire pour l’induction de nombreuses 

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

bactéries et les tumeurs.145 De plus, elle permet une réponse anti-virale lorsque seules les 

cellules non-hématopoiétiques sont infectées.146 La présentation croisée implique une 

communication entre la voie endosomale d’un côté, et le cytosol et le RE de l’autre. Le 

mécanisme précis de cette transmission demeure incertain, mais deux principales voies 

ont été proposées.  

Dans la première voie, dite « cytosolique », les antigènes internalisés pourraient 

accéder au cytosol directement après internalisation ou être transportés dans le cytosol 

par un mécanisme de rétro-translocation du RE.147-149 Les antigènes alors contenus dans le 

cytosol, sont transportés dans le RE par la pompe TAP et sont ensuite chargés sur le CMH I 

de la même manière que dans la voie classique.150  

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

indépendamment de la pompe TAP ou du protéasome.151 Dans les endosomes, les 

antigènes internalisés sont dégradés en peptides qui lient la niche peptidique du 

CMH I.152-154 La provenance des molécules du CMH I retrouvées dans les endosomes est 

encore sujette à débat et deux voies ont été proposées. Premièrement, le CMH I pourrait 

être transporté directement du RE dans les endomes.155 Deuxièmement, il pourrait être 

exprimé en surface puis être internalisé dans les endosomes grâce au motif tyrosine 

contenu dans sa queue cytoplasmique.155, 156 145 L’équipe de Jefferies a également 

démontré que la chaîne invariante, qui possède un motif de ciblage aux endosomes et se 
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Figure 1-7 : Épissage et traduction alternatifs de l’ARNm de la chaîne invariante conduisant aux 
quatre isoformes. 
L’ARNm de la chaîne invariante subit un épissage alternatif de l’exon 6b qui conduit à la 
production de deux ARNm différents. Deux sites d’initiation de la traduction sur chaque ARNm 
conduisent à la synthèse des formes Iip33 et Iip35 d’une part et des formes Iip41 et Iip43 d’autre 
part. Les formes Iip35 et Iip43 ont une extension de leur queue cytoplasmique alors que les formes 
Iip41 et Iip43 ont un domaine extracellulaire supplémentaire. Modifié de 198. 

 

La chaîne invariante est une glycoprotéine membranaire de type II, 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 Iip31, 

Iip33 et Iip41), 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 

Iip31, Iip33 et Iip35 et de 224 acides aminés pour les formes Iip41 et Iip43. Ce domaine 

comprend la région CLIP formée des résidus 81 à 104 d’Ii et qui se loge dans la niche 

peptidique du CMH II.202 Les 64 acides aminés codés par l’exon 6b, retrouvés chez Iip41 et 

Iip43, constituent un domaine riche en cystéines qui a une homologie de séquence avec 

les éléments répétés thyroglobulines.203 Cette séquence est très conservée et possède 
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88% d’homologie entre les souris et les humains. Les formes Iip31 et Iip33 partagent 70 à 

80% d’homologie.203 

 

Figure 1-8 : Structure de la chaîne invariante. 
Les chaînes invariantes humaines et murines sont des protéines de types II 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 légende). 
L’exon 6b code pour une région (triangle) qui se situe juste après le domaine de trimérisation 
(zone grise). Modifié de 204. 
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par les résidus 81 à 104.222, 223 Le cœur du CLIP est composé des neuf résidus 91 à 99 dont 

la séquence MRMATPLLM est la même pour la souris et l’humain. Par contre, la séquence 

du CLIP qui flanque le cœur est différente entre les deux espèces.224, 225 Des expériences 

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

de découvrir que le CLIP se lie à la niche peptidique du CMH II.209 Les études de 

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

semblable à celle d’un peptide antigénique.71, 74 En effet, comme pour les peptides, le 

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

fente.74, 226-231 Ii est capable de lier tous les allèles du CMH II mais l’affinité pour ces 

derniers est variable.228, 232 Les résidus méthionines (en particulier le résidu Met91) sont 

importants pour la liaison aux différents allèles (Figure 1-8).226, 227, 229 La liaison d’Ii au 

CMH II ne repose pas uniquement sur le CLIP. En effet, les régions immédiatement en N- 

et C-terminal du cœur du CLIP (résidus 81 à 89 et 103 à 118 respectivement), ainsi qu’une 

région située dans le C-terminal du domaine de trimérisation participent à la liaison entre 

les deux molécules.233-237 209 Les domaines transmembranaires d’Ii et du CMH II 

contribuent aussi à la formation des complexes.213, 238, 239 

Ainsi le modèle d’assemblage suggère que les chaînes invariantes lient le CMH II 

par leur région CLIP qui se loge dans la niche et que des contacts additionnels au niveau 

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

 

1.3.4. Rôles de la chaîne invariante dans le RE 

1.3.4.1. Rôle de chaperon 

La chaîne invariante a de nombreux rôles et ses premières actions commencent 

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

agrégats.240-242 Ces agrégats sont reconnus comme protéines mal repliées par les 
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domaine de liaison au CMH II et le domaine de trimérisation (Figure 1-8).113, 262 Ces deux 

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

glycosylation préviendrait la dégradation d’Ii à pH neutre ce qui contribuerait à la 

présentation antigénique.263, 264 Cependant, le rôle précis de cette glycosylation n’est pas 

complètement compris. 

Dans le TGN, certaines molécules d’Ii peuvent acquérir une chaîne latérale de 

glycosaminoglycan de type chondroitin sulfate (CS), qui s’attache à une sérine (Ser 201 

chez la souris et Ser 202 chez l’humain)(Figure 1-8).265-268 Ces isoformes, appelées Ii-CS ou 

Ii-CSPG, ont été trouvées associées au CMH II à la surface cellulaire, mais ces complexes 

ont une demi-vie très courte et représentent seulement deux à cinq pourcent des CMH II 

en surface.266 Ces formes sont capables de former des trimères avec les formes 

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

le signal lors de l’activation des cellules T.269 Cependant, comme les Ii conventionnels sont 

aussi capables d’interagir avec CD44,270 le rôle précis des formes Ii-CS demeure nébuleux 

mais elles pourraient contribuer à l’expression de surface d’une partie des Ii. 

 

1.3.7. Trafic intracellulaire vers les endosomes 

Le CMH II est exprimé en surface deux à six heures après sa synthèse. Après le 

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

contiennent les peptides à présenter.118, 271, 272 La chaîne invariante contient, dans la 

queue cytoplasmique commune à toutes les isoformes, un motif de type di-leucine de 

ciblage dans les endosomes.114, 115, 273, 274 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 Ile8) et 

l’autre par ceux en position 16 et 17 (Met16 et Leu17).158, 261, 275-277 Lorsque ces motifs 

sont mutés ou supprimés, la chaîne invariante ou les complexes Ii-CMH II sont exprimés 

en surface.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 antigènes. Les complexes peuvent être ciblés directement du 

TGN aux endosomes.116, 238, 279-281 Alternativement, ils peuvent être exprimés en surface 

puis être recyclés dans les endosomes.158, 281-283 L’importance du recyclage via la surface 

dépend beaucoup des types cellulaires et de l’état d’activation des cellules. Par exemple, 

chez les DC et les monocytes humains, la majorité des complexes passe par cette voie de 

transport.284 Les deux motifs leucine sont importants pour le ciblage dans les endosomes, 

mais pour l’endocytose, le motif Met16-Leu17 est moins efficace.285 Des études ont 

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

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

séquence plus large.276, 286 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 

formation de vésicule de transport.287, 288 D’autres études utilisant des mutants dominants 

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

responsables de l’endocytose des complexes Ii-CMH II.283, 289 Plus récemment, il a été 

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

l’endocytose des complexes Ii-CMH II par la surface.290, 290, 291, 291-293    

Même si le rôle du motif di-leucine de la chaîne invariante dans le ciblage aux 

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

contribuait également à ce ciblage.158, 277 En effet, Kang et ses collègues ont fusionné deux 

régions du TM à une protéine servant de rapporteur et ont suivi son transport. Ils ont 

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

endosomes sans affecter son taux d’internalisation.285 La fonction de ciblage d’Ii dépend 

également de sa capacité à oligomériser.210, 261 Ainsi, on sait que des trimères d’Ii 

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 trimère est suffisant pour l’internalisation mais que le ciblage efficace dans la voie 

endosomale nécessite l’oligomérisation d’Ii.261 

 

1.3.8. Protéolyse de la chaîne invariante dans les endosomes 

Une fois dans les endosomes, la chaîne invariante doit être clivée de manière 

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

pour l’expression en surface des complexes pCMH II.294, 295 La chaîne 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 

peptide). Enfin, le p10 est protéolysé en CLIP.121, 296 Les intermédiaires de dégradation ont 

une demi-vie très courte et peuvent être observés en utilisant la leupeptine, un inhibiteur 

de protéases.219, 297, 298 Lorsque les cellules sont traitées à la leupeptine, on observe une 

accumulation des formes p22 et p10 montrant que les protéases responsables des 

premiers clivages sont insensibles à cette drogue, contrairement aux protéases 

responsables de la conversion de p10 en CLIP (Figure 1-12).294, 299, 300 
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Figure 1-12 : Dégradation séquentielle d’Ii. 
Tout d’abord, chez la souris, la chaîne invariante Iip31 est dégradée en p22 par des protéases à 
cysteines ou asparatiques qui sont insensibles à la leupeptine. Ensuite, des protéases à cysteines 
sensibles à 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 antigènes par plusieurs protéases. Modifié de 301. 

 

L’acidification des endosomes induit l’activation de plusieurs protéases endosomales 

telles que les cathepsines.301-303 De nombreuses études se sont penchées sur le rôle des 

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

de cliver Ii in vitro.
298, 300, 304 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’Ii ni de 

présentation antigénique aux cellules T.305, 306 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 rôles distincts et 

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

n’est pas exprimée sous sa forme active dans les DC ou les cellules B307 mais l’est très 

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

corticales (cTEC).308-311 Chez l’humain et la souris, cette protéase est responsable de la 

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

cellules T.308, 309, 311, 312 Les cTEC déficientes en cathepsine L ont une accumulation des 

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

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

démontre la spécificité de cette protéase pour les cTEC.309 La deuxième cathepsine 

primordiale est la cathepsine S. Elle est exprimée, à l’inverse de la cathepsine L, surtout 

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

importante pour la génération des peptides.313-315 Elle est responsable du clivage du 

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

p10 ainsi qu’une déficience dans la présentation antigénique.122, 314, 315 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 

la perte de la cathépsine S.316, 317 Cependant, ces résultats demeurent controversés.307, 318  

Les tentatives d’identification de protéases responsables du clivage d’Ii ont permis, 

entre autre, de découvrir la cathepsine F ainsi que l’endoprotéase AEP (asparaginyl 

cysteine endoprotease). In vitro, la cathepsine F recombinante est aussi efficace que la 

cathepsine S pour cliver p10 en CLIP ce qui suggère que ces deux protéases sont 

redondantes.318-320 Cependant, il reste à 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 

sites de clivages visibles pour les protéases.321, 322 Elle est insensible à la leupeptine et 
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prend part aux premiers clivages d’Ii mais son rôle, contrairement aux cathepsines S et L, 

est redondant avec d’autres protéases, comme par exemple la cathepsine G.321, 323-325 

Il faut noter que les cathepsines S et L, en plus d’être en charge de la dégradation 

d’Ii, joueraient un rôle dans la génération de peptides antigéniques mais il est difficile de 

savoir sans ambigüité si ce changement est dû à un effet direct de l’apprêtement des 

antigènes ou au défaut de dégradation d’Ii. Les souris doublement déficientes en 

cathepsine L et Ii ont un répertoire de peptide plus réduit que celui des souris Ii-KO.176, 326, 

327 De plus, même si la génération du pool de peptide n’est pas affectée par l’absence des 

deux cathepsines, le niveau de présentation de certains antigènes spécifiques varie.325  

Tous ces résultats suggèrent que les deux protéases ont une influence sur l’apprêtement 

des antigènes. 

 

1.3.9. Régulation de la protéolyse par l’isoforme Iip41 

On a vu que la forme Iip41 dispose d’une région luminale supplémentaire résultant 

de l’épissage alternatif de l’exon 6b.198 Cette isoforme Iip41 peut imposer le profil de 

dégradation à Iip31 lorsqu’elles sont co-exprimées et elle est plus résistante à la 

protéolyse ce qui augmente sa demi-vie.328-330 On sait que la chaîne 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 

libérer pour constituer la forme mature.331, 332 Le fragment additionnel d’Iip41 peut se lier 

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

activité.333-335 In vitro, cette liaison provoque l’inhibition de l’activité enzymatique de la 

cathepsine L.336, 337 Des études plus récentes suggèrent qu’Iip41 aurait un rôle de 

chaperon pour la cathepsine L. En effet, chez les souris déficientes en chaîne invariante, 

l’expression et l’activité de la cathepsine L sont fortement réduites à cause de la 

dégradation de cette dernière ce qui suggère qu’Iip41 stabilise la cathepsine L et la 

protège de la dégradation précoce.338 Ainsi, Iip41 permettrait le maintien du pool 
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d’enzyme dans les endosomes.338 Il a également été suggéré qu’Iip41, en stabilisant la 

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

extracellulaire.333, 339-341 Il a récemment été démontré qu’Iip41 était capable, in vitro, de 

réguler et bloquer l’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.342 

 

1.3.10. Les rôles de la chaîne invariante reliés au CMH II 

On a vu dans les chapitres précédents que la chaîne invariante a de nombreux 

rôles liés au CMH II. Elle assiste le repliement du CMH II, prévient la liaison indésirable de 

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

de forte affinité et la présentation subséquente aux cellules T CD4+.202, 256, 343 Ainsi, la 

chaîne invariante a un rôle primordial dans le trafic du CMH II et la présentation 

antigénique. Les souris et cellules déficientes en chaîne invariante présentent de 

nombreux défauts. Dans le RE, le CMH II forme des agrégats et les molécules qui 

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

CMH II vides ou liés à des peptides de faible affinité.251, 252, 344 Ce phénotype est beaucoup 

plus dramatique chez les souris H-2b que chez les souris H-2k et H-2d.258 Il y a également 

une sérieuse réduction du CMH II à la surface.240, 251, 252, 344 Conséquemment, il y a un 

défaut dans la présentation antigénique pour les antigènes dépendants d’Ii. Par exemple, 

in vitro, les souris ou cellules déficientes en chaîne invariante sont inaptes à présenter les 

antigènes HEL, KLH ou OVA à des hybridomes T spécifiques.240, 251, 252, 345, 346 In vivo, suite à 

des immunisations, les souris sont également incapables de produire rapidement des 

anticorps.251 De plus, ces animaux ont une réponse immunitaire déficiente face à une 

infection virale.347 Les souris IiKO ont également une réponse Th2 altérée.348 De plus, le 

CMH II et Ii sont responsables de la sélection positive thymique des cellules T CD4+. Par 
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conséquent, les souris IiKO présentent un défaut de sélection thymique ce qui aboutit à 

un nombre restreint de cellules T CD4+ au niveau central et périphérique. Ces cellules T 

expriment une quantité moindre de TCR à leur surface. De plus ces souris possèdent un 

répertoire de peptides altéré.251, 252, 349, 350 Par contre, même une faible expression du 

CMH II permet de restaurer la sélection thymique.351  

Enfin, il a été démontré que les isoformes Iip31 et Iip41 sont équivalentes dans 

plusieurs fonctions. En effet, ces deux protéines, exprimées individuellement, sont 

capables de restaurer l’expression du CMH II en surface, la sélection thymique et la 

présentation antigénique.344-346, 352, 353 

 

1.3.11. Les rôles de la chaîne invariante indépendants du CMH II 

La chaîne invariante peut être exprimée à la surface indépendamment du CMH II 

suggérant ainsi d’autres rôles que ceux décrits précédemment. En effet, de nombreuses 

études récentes ont démontré que la chaîne invariante est une protéine pléiotropique qui 

a des fonctions nombreuses et variées. 

 

1.3.11.1. Le rôle d’Ii comme récepteur du MIF 

Le MIF (macrophage migration inhibitory factor) est une cytokine sécrétée par 

quasiment toutes les cellules et qui a initialement été découverte comme facteur inhibant 

la migration des macrophages.354 Cette protéine a un rôle central dans l’immunité innée 

et adaptative. C’est une cytokine pro-inflammatoire qui induit l’activation des monocytes 

et macrophages de même que l’expression de plusieurs autres cytokines inflammatoires 

telles que l’IL-1, le TNFα, l’IL-6 ou l’IL-8.355-358 Elle est aussi requise pour l’activation des 

cellules T et la production d’anticorps in vivo.358-361 Conséquemment, le MIF a été associé 

à plusieurs cancers et désordres immuns. Il est surexprimé dans plusieurs cancers solides, 

en particulier les cancers primaires du sein, et sa surexpression est associée à la 
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progression tumorale.362, 363 Il est aussi lié à l’angiogénèse dans les cancers du colon.364  

Les thérapies anti-MIF ont montré une suppression de la croissance tumorale.365 

Récemment, le récepteur du MIF à la surface cellulaire a été identifié. Il s’agit de la 

chaîne invariante. En effet, MIF lie le domaine extracellulaire d’Ii avec une forte affinité ce 

qui fait de lui son ligand naturel.366 Cette interaction active la voie des MAP kinases 

(MAPK) ERK1/2 et la voie passant par PI3K et Akt ce qui aboutit à la prolifération cellulaire, 

la production de PGE2 ainsi qu’à l’augmentation de la survie et l’expression d’IL-8.357, 366-

369 Le blocage de la chaîne invariante conduit à l’inhibition de certaines fonctions de MIF 

telles que l’arrêt des monocytes ou la production de cytokines.370, 371 MIF et Ii ont 

également un rôle dans le recrutement et l’adhésion des leucocytes sur le site de 

l’inflammation.372 Il a ensuite été démontré que la protéine CD44 fait partie intégrante du 

récepteur du MIF formé par Ii.270, 373 En effet, même si le MIF peut lier Ii en absence de 

CD44, ce dernier est nécessaire pour l’initiation de la cascade de signalisation 

intracellulaire qui requiert également la tyrosine kinase Src.270 Ainsi, Ii et CD44 sont tous 

deux nécessaires pour l’inhibition de l’apoptose et la prolifération cellulaire induite par 

MIF (Figure 1-13).373, 374 Par ailleurs, une ancienne étude avait montré que les formes 

chondroitines sulfate d’Ii étaient associées à CD44 en surface.269 Cependant, dans les 

études récentes, la liaison à CD44 et MIF ne semble pas être restreinte à ces formes d’Ii.  
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recrutement des leucocytes sur le site de l’inflammation.370 Cependant, le rôle de CXCR2 

dans ce contexte doit être investigué plus en détail. Quant à CXCR4, une étude a 

démontré qu’il s’associe également avec Ii, in vitro, en un complexe servant de récepteur 

qui répond au MIF.378 Le blocage de CXCR4 abroge la cascade de signalisation induite par 

MIF et Ii.379 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 

passant par JNK et conduisant à la production d’IL-8.380-382 Ces découvertes assez récentes 

montrent les rôles divers de la chaîne invariante mais méritent d’être étayées, en 

particulier in vivo.  

 

1.3.11.3. Le rôle d’Ii 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 grâce à leurs marqueurs de 

surface. De manière 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-).383, 384 En périphérie, les cellules expriment toutes 

CD19 et on trouve les cellules immatures T1 (ou NF, newly formed) qui ont le phénotype  

IgMhigh, IgDlow, CD21-/low et CD23-. Ensuite, les T2 sont IgMhigh, IgDhigh, CD21+ et CD23+. Enfin 

ces cellules se différencient en cellules folliculaires (FO) IgMlow, IgDhigh, CD21int et CD23+ ou 

marginales (MZ) IgMhigh, IgDlow, CD21high et CD23-.385, 386  

Les souris déficientes en chaîne invariante ont permis de montrer le rôle d’Ii dans 

le développement des cellules B. En effet, ces souris présentent un nombre restreint de 

cellules B matures.344, 387-389 Aujourd’hui, de nombreuses études, provenant 

essentiellement du laboratoire de Shachar, ont permis d’en élucider le mécanisme. Ce 
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folliculaires matures (FO) n’est pas due à un blocage de la maturation mais à une 

réduction de leur durée de vie causée par la toxicité des chaînes β du CMH II.403 D’autres 

études sont nécessaires pour clarifier le rôle exact d’Ii et du CMH II dans le 

développement des cellules B.  

 

1.3.11.4. Le rôle d’Ii dans l’inflammation et les cancers 

On vient de voir que MIF est une cytokine inflammatoire et que sa liaison sur Ii 

induit une cascade de signalisation conduisant à la prolifération et la survie cellulaire. On 

devine donc bien le rôle que peut avoir Ii dans l’inflammation et les cancers.  

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

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

intestinales.404, 405 Ii et MIF sont fortement exprimés lors de l’inflammation présente dans 

la maladie de Crohn, les colites ulcératives ou associée aux cancers gastriques.406-409 Dans 

le tractus GI, MIF, via Ii, induit la voie de signalisation conduisant à la production d’IL-8 

qui, en plus de contribuer à l’inflammation, induit l’expression d’Ii aggravant ainsi 

l’inflammation.357, 410, 411 Ii est aussi possiblement impliqué dans le développement et la 

progression des cancers. Il est surexprimé dans plusieurs cancers373, 408, 412, 413 et jouerait 

un rôle dans la production de métastases.414 Il a été suggéré que l’expression d’Ii dans les 

tumeurs solides pourrait servir d’outil pronostic, l’intensité de l’expression corrélant avec 

la sévérité de la maladie.415 Les forts niveaux d’Ii pourraient prévenir la présentation 

d’antigènes tumoraux ce qui rendrait la tumeur moins immunogénique comme c’est le cas 

pour certains cancers du côlon.407 Ensuite, la liaison du MIF, souvent surexprimé aussi 

dans les cancers, induit des cascades de signalisation conduisant à la prolifération et la 

survie cellulaire comme c’est le cas pour les cellules B.416 Les essais cliniques préliminaires 

utilisant un anticorps dirigé contre Ii (Milatuzumab ou hLL1) ont montré que ce dernier 
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sauvages. Ils suggèrent alors qu’Ii agit comme chaperon de DM de manière indépendante 

à son rôle dans le transport du CMH II. Ils suggèrent qu’Ii faciliterait l’assemblage des 

chaînes de DM, la sortie du RE et la stabilisation du complexe dans les endosomes.344 

 

1.3.11.7. Le rôle d’Ii dans la mobilité des DC 

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

secondaires. Ce mouvement est réalisé grâce à des contractions d’actomyosine.430 On sait 

qu’Ii interagit avec CD44270 et il a été démontré qu’il s’associe aussi avec le moteur de 

myosine II qui contrôle les contractions d’actomyosine.431 Ceci pointe un rôle éventuel d’Ii 

dans la migration des DC. En effet, l’équipe de Lennon-Dumenil a montré que les DC 

dépourvus d’Ii avaient un défaut de migration.432 Les DC sauvages alternent entre des 

mouvements rapides et lents alors que les DC déficientes en Ii ont une mobilité plus 

rapide et plus uniforme. De plus, dans les DC activées, il y a une augmentation de 

l’association d’Ii avec la myosine II. La chaîne 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 antigène. Inversement, les 

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

 

1.3.11.8. Le rôle d’Ii comme cible du VIH 

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

l’immunodéficience humaine). Tout d’abord, la protéine Nef du VIH interagit avec Ii et 

induit l’accumulation de ce dernier en surface.433, 434 Cette induction d’Ii par Nef est 

observée avec plusieurs virus tels que VIH-1, VIH-2 et SIV, in vitro et in vivo.433-437 

L’amplitude de l’expression d’Ii corrèle avec la progression de la maladie, les faibles 

niveaux d’Ii étant retrouvés chez les patients non progresseurs à long terme.436, 437 Le 
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mécanisme par lequel Nef augmente l’expression de surface d’Ii est une compétition entre 

les deux protéines pour la liaison à AP2. Ainsi, la liaison de Nef à AP2 bloque 

l’internalisation d’Ii par ce dernier, ce qui conduit à une accumulation à la surface.438, 439 In 

vivo, chez les patients infectés par le VIH, Nef augmente aussi les niveaux d’expression d’Ii 

en surface et ces niveaux corrèlent avec l’activation des cellules B et T CD4+. Les cellules 

activées ont une plus grande permissivité au virus440 donc l’accumulation d’Ii causée par 

Nef contribue à la persistance de la maladie.441 La protéine Vpu, qui est une protéine 

accessoire du VIH et qui augmente la relâche virale, se lie également à Ii.442 Les deux 

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

les niveaux de CMH II à la surface et atténue l’activation des cellules T.442 Le mécanisme 

doit être élucidé et le rôle d’Ii dans celui-ci doit être identifié plus précisément. Ensuite, la 

glycoprotéine 41 (gp41) du VIH, qui induit l’entrée du virus dans les cellules, interagit avec 

plusieurs protéines de la cellule hôte. Gp41 interagit avec le domaine extracellulaire d’Ii 

dans les cellules infectées ce qui induit la voie de signalisation de ERK/MAPK et aboutit, in 

fine, à l’augmentation de l’infection.443 Enfin, la protéine Vpx du VIH-2 interagit également 

avec l’extrémité du domaine extracellulaire d’Ii et plus précisément avec les 82 acides 

aminés situés en C-terminal.444 De plus, l’expression de Vpx dans des cellules infectées 

cause une réduction de l’expression d’Ii, probablement due à une augmentation de sa 

dégradation. La protéine Vpx réduit donc l’expression d’Ii pour permettre au virus 

d’échapper au système immunitaire.  

La chaîne invariante semble donc être une cible de premier plan du VIH et a un rôle 

dans la persistance de l’infection. 

 

1.3.12. Le cas particulier de l’isoforme Iip35 

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

conduisant à la synthèse des formes Iip35 et Iip43. Ces deux protéines possèdent une 

extension de 16 acides aminés de la queue cytoplasmique (voir section 1.3.2).196 Ces deux 
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isoformes sont exprimées uniquement chez l’homme.198 La forme Iip43 étant mineure et 

très peu abondante, nous nous intéressons ici à la forme Iip35. Cette dernière représente 

environ 20% de la totalité des molécules de chaîne invariante.112, 196, 200 L’extension de la 

queue de Iip35 contient un motif de rétention dans le RE de type di-arginine R-x-R (Figure 

1-15).115, 445  

 

Figure 1-15 : Extension de la queue cytoplasmique d’Iip35. 
L’extension de la queue cytoplasmique d’Iip35 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 
(flèches verticales). Le motif R-x-R est masqué lors de la liaison du CMH II avec Iip35 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 Iip33 et Iip35. 

 

Ce motif agit de manière dominante puisque les trimères mixtes contenant, ne 

serait-ce qu’une seule forme Iip35, sont retenus dans le RE.112, 205, 330 La sortie du RE est 

possible lorsque le CMH II se lie au trimère de chaîne invariante et que la queue 

cytoplasmique de la chaîne β du CMH II masque le motif R-x-R.446 De plus, une queue 

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

masquer efficacement le motif et permettre la sortie du RE.447 L’extension N-terminale 

d’Iip35 contient également deux sérines en position six et huit, qui peuvent être 
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phosphorylées par la famille des protéines kinases C (PKC).201, 448, 449 Cette phosphorylation 

est requise pour la sortie du RE.450 Ainsi, une activation des PKC, par la PMA par exemple, 

augmentera la phosphorylation d’Ii aboutissant à l’augmentation de sa protéolyse et du 

chargement de peptide dans les MIIC.449 Inversement, un mutant d’Ii ne pouvant pas être 

phosphorylé conduit à une dégradation et un transport défecteux.201 De plus, 

contrairement à Iip33, la chaîne invariante Iip35 ne s’accumule pas à la surface puisqu’elle 

est internalisée très rapidement.194, 283 

Le rôle physiologique du motif R-x-R demeure nébuleux mais plusieurs équipes ont 

suggéré que la modification du ratio Iip33/Iip35 pourrait avoir des conséquences sur le 

chargement de peptides, la sortie du RE et la localisation dans les compartiments 

intracellulaires. En effet l’équipe de Cresswell, qui a suivi les intermédiaires protéolytiques 

d’Iip33 et Iip35, a montré que ces fragments pouvaient être différenciés car ils avaient un 

point isoélectrique différent.451 On peut spéculer que les deux isoformes pourraient être 

transportées différemment et pourraient avoir une capacité différente à promouvoir le 

chargement de peptide sur le CMH II. Il a également été démontré que l’expression 

anormale d’Iip35 était associée à plusieurs pathologies. En effet, dans les cellules B de 

patients diabétiques, Iip35 est sous-exprimé ce qui cause une augmentation du transport 

du CMH II ainsi qu’une glycosylation inadéquate et une présentation antigénique 

déficiente.452 La transfection d’Iip35 dans ces cellules anormales permet le rétablissement 

du transport du CMH II et de la présentation antigénique, ce qui suggère un effet direct 

d’Iip35 sur ces fonctions. Ainsi, Iip35 pourrait contribuer au développement du diabète de 

type 1. De plus, il a déjà été démontré qu’Ii est surexprimé dans les cellules de patients 

atteints de CLL.453 Une autre étude a démontré que les cellules issues de CLL exprimaient 

plus d’Iip35 que leurs homologues saines.454 Ainsi, la dérégulation du ratio Iip33/Iip35 

pourrait être caractéristique de ce désordre néoplasique. Enfin, comme les formes Iip33 et 

Iip35 sont exprimées à des niveaux différents, on peut spéculer sur un éventuel 

mécanisme de contrôle de la traduction. Ainsi, la forme Iip35 a un effet particulier sur le 
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transport du CMH II et la présentation antigénique et son expression anormale est 

associée à des pathologies. 

 

1.4. Hypothèses et objectifs 

La chaîne invariante joue un rôle clé dans la présentation antigénique. Elle a un 

impact sur le transport et l’expression du CMH II, la présentation antigénique et la 

sélection thymique. Elle assure aussi d’autres fonctions indépendantes du CMH II comme 

la maturation des cellules B, la mobilité des DC ou encore l’adhésion de H. pylori ou du VIH 

sur les cellules. L’isoforme Iip35 est particulière par son motif de rétention dans le RE et a 

un impact particulier sur le transport du CMH II et des autres isoformes d’Ii. De plus, son 

expression anormale est observée dans plusieurs pathologies. Cependant, bien que la 

chaîne invariante ait été découverte il y a plus de 30 ans, très peu d’études se sont 

penchées sur l’isoforme Iip35 et de nombreuses questions restent sans réponse. En 

particulier le rôle physiologique du motif de rétention d’Iip35 demeure nébuleux. Notre 

hypothèse de travail est qu’Iip35 serait capable d’assurer les fonctions de la chaîne 

invariante mais pourrait avoir un rôle distinct et contrôler la présentation antigénique. 

Pour élucider le rôle d’Iip35, nous avons généré un modèle de souris transgéniques 

exprimant Iip35. L’utilisation d’animaux transgéniques nous permet de déterminer 

l’impact d’Iip35 sur l’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 Ii ont été faites sur ces souris, 

notamment les études utilisant les souris déficientes en chaîne invariante. En faisant 

l’acquisition de ces souris mIiKO très bien caractérisées, on peut alors faire une 

comparaison directe des résultats de nos souris Tg avec ceux publiés avec les souris mIiKO. 
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L’objectif de ce projet est donc d’évaluer l’impact de l’isoforme Iip35 sur les 

fonctions d’Ii. Plus précisément nous éluciderons les cinq points suivants : 

� L’impact d’Iip35 sur la conformation du CMH II, son transport intracellulaire ainsi 

que son expression en surface.  

� Le rôle d’Iip35 sur la présentation des lipides par les molécules CD1d et la sélection 

thymique des cellules T invariantes iNKT.  

� Le rôle d’Iip35 dans le phénotype et la sélection thymique des cellules T CD4+. 

� L’implication d’Iip35 dans la maturation des cellules B.  

� La fonction d’Iip35 dans la présentation antigénique.  

 

La réponse à ces questions permettra de mieux cerner la fonction de l’isoforme 

Iip35 et de déterminer si elle assure les fonctions connues d’Ii et si elle a une fonction 

particulière et différente. Dans le futur, ceci permettra d’évaluer précisément comment 

Iip35 peut contribuer au développement de certaines pathologies, comme le diabète ou 

des cancers, et d’éventuellement l’utiliser comme outil pronostic ou cible thérapeutique.  



 

Chapitre 2. Résultats de l’article n°1 

 

2.1. Contribution des auteurs 

Catherine Ménard a commencé ce projet et a muté, optimisé et cloné Iip35 dans le 

vecteur pDOI6 et l’a testé in vitro. Elle a généré, génotypé et fait la caractérisation 

préliminaire des premières souris transgéniques. J’ai génotypé et réalisé les croisements 

de souris ainsi que géré la colonie de souris. J’ai réalisé et analysé toutes les expériences 

présentées dans cet article et fait les figures. J’ai écrit le papier conjointement avec 

Jacques Thibodeau. Nathalie Labrecque a apporté l’expertise pour la gestion de la colonie 

de souris ainsi que pour la réalisation et l’analyse des expériences. Elle a fourni des 

réactifs essentiels et a révisé l’article. Jacques Thibodeau a planifié le projet et les 

expériences, analysé les résultats et a revu et corrigé l’article.  

 

 

2.2. The p35 human invariant chain in transgenic mice restores mature B-

cells in the absence of endogenous CD74 
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2.3. Abstract 

The invariant chain (Ii; CD74) has pleiotropic functions and Ii-deficient mice show 

defects in MHC class II (MHC II) transport and B-cells maturation. In humans, but not in 

mice, a minor Iip35 isoform of unknown function includes an endoplasmic reticulum-

retention motif that is masked upon binding of MHC II molecules. To gain further insight 

into the roles of Ii in B-cell homeostasis, we generated Iip35 transgenic mice (Tgp35) and 

bred these with mice deficient for Ii (Tgp35/mIiKO). Iip35 was shown to compete with mIi 

for the binding to I-Ab. In addition, classical endosomal degradation products (p20/p10) 

and the class II-associated invariant chain peptide (CLIP) fragment were detected. 

Moreover, Iip35 favored the formation of compact peptide-MHC II complexes in the 

Tgp35/mIiKO mice. I-Ab levels were restored at the plasma membrane of mature B-cells 

but Iip35 affected the fine conformation of MHC II molecules as judged by the increased 

reactivity of the AF6-120.1 antibody in permeabilized cells. However, the human Iip35 

cannot fully replace the endogenous Ii. Indeed, most immature B-cells in the bone marrow 

and spleen of transgenic mice had reduced surface expression of MHC II molecules, 

demonstrating a dominant-negative effect of Iip35 in Tgp35 mice. Interestingly, while 

maturation to follicular B-cells was normal, Iip35 expression appeared to reduce the 

proportions of marginal zone B-cells. These results emphasize the importance of Ii in B-cell 

homeostasis and suggest that Iip35 could have regulatory functions.  
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Iip41 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 Iip33, Iip35, Iip41, and Iip43, the last two comprising the 

cathepsin binding domain (37). The Iip33 and Iip35 isoforms are predominant, Iip33 being 

about four times more abundant than Iip35 (1, 38, 39). A type II protein, the Iip35 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 II molecules (39-44). Unlike Iip33, Iip35 is rapidly 

internalized, preventing any accumulation at the plasma membrane (45, 46). Iip35/p43 

isoforms are dominant and dictate the fate of mixed Ii trimers (38, 40).  

While the physiological role of Ii’s RxR motif is unknown, some studies have 

determined that the deregulation of the Iip33/Iip35 ratio impacts peptide loading, ER exit 

rate and compartment localization. Newcomb and Cresswell (41) tracked proteolytic 

intermediates to show that Iip33 and Iip35 are differentially transported to endosomes 

and vary in their capacity to support peptide loading. In addition, Anderson and Roche 

(43) demonstrated that Iip35 phosphorylation increases both its degradation and MHC II 

peptide loading, suggesting a possible post-translational regulation of antigen 

presentation.  

Ii-null C57BL/6 mice present defects in I-Ab folding and trafficking that lead to 

reduced antigen presentation. To further investigate the biology of Ii and its role in B-cell 

homeostasis, we generated transgenic mice expressing exclusively the human Iip35 

isoform on both murine Ii-proficient and -deficient backgrounds. 
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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 µg.mL-1 DNAse for 

45 min at 37°C. Cell suspensions were filtered on a 70 µm nylon filter (BD FalconTM) 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-1 (Invitrogen) and IL-4 (~ 250U/mL), 

originating from P815-IL-4 hybridoma supernatant. 

 

2.6. Results 

Generation of transgenic Iip35 mice 

The Iip35 cDNA was obtained by mutating the second methionine-encoding triplet 

(42). This prevents internal translation initiation and production of the Iip33 isoform. The 
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cDNA was cloned under the control of the murine Ii 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 Ii-null C57/BL6 mice 

to generate animals that only express the human Iip35 (Tgp35/mIiKO). Most experiments 

were performed on the offspring of all founders and generated the same results. As 

expected, using the human Ii-specific Pin-1 mAb, western blotting revealed that Iip35 was 

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

 

Expression of Iip35 in APCs 

The pattern of Iip35 protein expression in Tg mice was assessed by flow cytometry 

in different cell types. As seen in Fig. 2-1, Iip35 was found in APCs, but its expression was 

heterogeneous. Moreover, as opposed to the endogenous mIi, only a fraction of cells in 

any given APC population expressed Iip35. Indeed, ~ 33% of splenic B-cells, ~ 47% of 

splenic DCs and ~ 24% of BMDCs were positive for Iip35 (Fig. 2-1A-D). Interestingly, the 

endogenous mIi 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 mIi and Iip35. The results confirmed the 

significant increase of mIi in Iip35+ versus Iip35- cells (Fig. 2-1C, right panel), suggesting 

that Iip35 and mIi compete for binding to MHC II molecules. While it has yet to be 

determined why the overall pattern of Iip35 expression does not match that of the 

endogenous Ii, it remains that all three founders showed the same phenotype (data not 

shown).  
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Interaction of Iip35 with murine Ii and MHC II molecules  

The human Ii has previously been shown to bind murine MHC II molecules (50). 

Likewise, I-Ab co-immunoprecipitated Iip35 from lysates of Tgp35 and Tgp35/mIiKO 

splenocytes (Fig. 2-2A). Iip35 was also co-immunoprecipitated with the endogenous mIi in 

Tgp35 cells (Fig. 2-2A). Accordingly, mIi was co-immunoprecipitated with I-Ab and Iip35 

(hIi) 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 mIi in Tgp35 mice could affect Iip35 expression 

compared with Tgp35/mIiKO mice. As seen in Fig. 2-2C, CD19+ splenocytes from both Tg 

mice expressed similar levels of Iip35, based on the staining with BU45, a mAb which 

recognizes the C-terminal end of unprocessed hIi. However, almost twice as many cells 

expressed Iip35 in the Tgp35/mIiKO mice compared with Tgp35 mice (51% versus 27%, 

respectively).  

Next, we investigated whether Iip35 could egress the ER and be processed to low 

molecular weight intermediates. For these experiments, we used the highly sensitive D-6 

mAb. Iip35 was immunoprecipitated from Tgp35/mIiKO 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 Iip35 by pH-sensitive cysteine proteases in 

the endocytic pathway (2, 3). These results indicate that the initial steps in Iip35 

maturation are normal and that the RxR retention motif can be masked by I-Ab, allowing 

ER egress and trafficking to degradative endocytic compartments.  

The pattern of Iip35 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-Ab complex (51). Although this mAb can cross-react with I-

Ab 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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T1 cells hIihigh do not up-regulate MHC II levels  

Based on the aberrant phenotype of BM B-cells observed in Tgp35 mice, we asked 

if Iip35 could allow proper migration and maturation of B-cells in secondary lymphoid 

organs. In wild-type and Tgp35 animals, ~95% of immature CD21low IgDlow cells (T1) 

expressed the endogenous mIi (data not shown). We evaluated the expression of Iip35 in 

T1 cells with four-color flow cytometry using mAbs specific for CD21, IgD, I-Ab, and Ii (Fig. 

2-8A). Iip35 was expressed in 79.9 and 61.6% of T1 B-cells in Tgp35/mIiKO and Tgp35 

mice, respectively. As seen in the BM and total splenocytes, high levels of Iip35 did not 

appear to entirely restore I-Ab expression at the plasma membrane. Thus, we analyzed the 

impact of Iip35 on BU45neg, BU45int, and BU45high T1 cells (Fig. 2-8B and C). In both Tg 

mice, the BU45high cells expressed less surface I-Ab, defining a sub-population of cells that 

most likely do not fully support ER egress of Iip35. These BU45high cells are reminiscent of 

the peculiar population seen in Fig. 2-4 (circled). Together, these results show that most 

T1 cells in the spleen express high levels of Iip35, but do not up-regulate MHC II 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 Iip35 did not affect the overall 

distribution of different B-cell subsets, either on the wild-type or on the Ii-null 

backgrounds (data not shown). However, given the low percentages of Iip35+ 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 Ii, 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 mIi-null mice (Fig. 2-9A). The proportion of T1 cells increased from 11.2% in 

wild-type cells to 23.8% in mIiKO cells and this difference was statistically significant (Fig. 
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2-9D) However, BU45high cells were significantly enriched in the T1 population of Tg 

animals and accounted for about 50% of CD19+hIihigh splenocytes (Fig. 2-9B and D). These 

proportions are much higher than those observed in mIiKO mice, suggesting that these T1 

Tg cells do not mature properly.  

In the hIiint cell population of Tgp35/mIiKO, 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 mIiKO (23.8%). Altogether, these results suggest that Iip35 restores the 

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

 

Iip35 restores the mature B-cell compartment 

In the absence of Ii, mice display a perturbed mature B-cell compartment. Despite 

normal precursor numbers in Ii-/- 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 II levels were not fully restored, a large fraction of B-cells continued 

to express Iip35. We next tested if the Iip35+ T1 cells could develop into FO cells. Analyses 

were performed on both Iip35int and Iip35high cells. Although the bulk of BU45high 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 Ii-null mice (Fig. 2-9A and D). The hIihigh 

cells from Tg mice show the same proportions of these mature cells as the mIiKO, 

suggesting that fewer cells expressing high levels of Iip35 acquire a mature phenotype. 

Alternatively, these cells may mature, but may not receive appropriate survival signals. 

Interestingly, as others have reported, we found that mIiKO mice have a more important 

marginal zone (MZ) compartment (24). However, although the Tg hIihigh 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 mIiKO 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 hIiint cells, 

high proportions of FO cells were found in Tg mice (Fig. 2-9C and E). These B-cells 

accounted for ~80% of CD19+hIiint 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 

hIi markers confirmed that Iip35 restores the compartment of mature FO B-cells 

(Supplementary Figure S3). However, the proportion of MZ cells was reduced in the 

context of Iip35 expression (Fig. 2-9C-E). In accordance with the slightly higher proportion 

of hIiint T1 cells in Tgp35 (Fig. 2-9C and E), our results suggest that cells expressing both 

mouse and human Ii chains mature less efficiently. 

 

2.7. Discussion 

The biology of Ii 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 Iip35 remain to be discovered. It is remarkable 

that such a short 16-amino acid extension at the N-terminal of Ii has the potential of 

adding multiple layers of complexity in the regulation of antigen presentation. Indeed, 

Iip35 is particular as it encompasses phosphorylation sites, an ER retention motif and 14-

3-3 binding sites. Moreover, Iip35 is dominant and dictates the intracellular trafficking 

behavior of Iip33 and Iip41 isoforms in mixed trimers. We have expressed this Iip35 

isoform in mice in order to perturb the function of the endogenous mIi and get new 

insights into the function of these chaperones.  
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immature B-cells is clearly due to specific structural characteristics of Iip35. Indeed, mIi-

deficient Tg mice expressing preferentially hIip33 did not show any defect in MHC II 

surface expression and the fine conformation of their I-Ab molecules appeared normal 

based on their reduced capacity to bind synthetic peptides compared with mIi-deficient 

animals (55). Future studies should address the role of Iip35 on the fine structure of MHC 

II molecules in defined B-cell subsets and in other cell types as well. In addition, other 

MHC II alleles should be tested by crossing our mice on different H-2 backgrounds. For 

example, even in the presence of Ii, alleles such as I-Ad 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 Iip35 ER egress. Given the importance of PKCs in 

the activation of B-cells, in autoimmunity, and in the phosphorylation of Iip35, a complex 

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

APC, antigen presenting cell; BM, bone marrow; DC, dendritic cells; ER, 

endoplasmic reticulum; FO, follicular B-cells; Ii, Invariant chain; IP, immunoprecipitations; 

MFV, mean fluorescence value; MIF, macrophage migration inhibitory factor; mIi, murine 

Ii; MZ, marginal zone B-cells; T1, transitional 1 B -cells; T2, transitional 2 B-cells; pMHC II, 

peptide-MHC II complexes. 
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2.12. Figure legends 

Fig. 2-1 : Expression of Iip35 in APCs. 

Cells of different origins were isolated, permeabilized with saponin and stained with either 

BU45 or In-1 and different lineage-specific mAbs. The percentage of cells expressing Ii 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-Ab (28-16-8S). (B) Splenocytes were stained with BU45 or In-1, anti-CD19 

and I-Ab (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 mIi was measured on 

CD19+ cells. In the right panel, mIi expression was compared between CD19+ Iip35- and 

CD19+ Iip35+ 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. 

 

 

 



76 

 

 

 

Fig. 2-2 : Interaction of Iip35 with murine Ii and MHC II molecules. 

(A and B) Splenocyte lysates were immunoprecipitated with Pin-1, anti-I-Ab (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 Iip31 or human Iip35. (C) Splenocytes were stained with anti-CD19 and 

BU45. The overlay shows hIi expression gated on CD19+ cells. (D) Immunoprecipitations 

were performed using the D-6 mAb and the presence of Ii was detected on immunoblots 

using D-6. Arrows indicate the different processed forms of Ii. (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 : Iip35 chaperones I-Ab. 

(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 II 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 Iip35-
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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 37oC with a biotinylated CLIP peptide (50 µM). The 

cells were permeabilized and stained with BU45. Data are representative of two 

independent experiments.  

 

Fig. 2-4 : Iip35 increases MHC II surface expression.  

(A) Splenocytes were stained for surface I-Ab 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-Ab (AF6-120.1) mAbs prior to permeabilization and staining with 

BU45. The ellipse indicates the I-AlowBU45high population. Data are representative of at 

least three independent experiments. 

 

Fig. 2-5 : The absence of mIi alters the conformation of I-Ab. 

Splenocytes were stained for I-Ab 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 II molecules with an AF6-120.1+ 

conformation.  

(A) Splenocytes were stained for IgD and I-Ab (AF6-120.1) before permeabilization 

and stained for Iip35 (BU45). (B) Cells were stained for IgD, permeabilized and stained for 

I-Ab (AF6-120.1) and Iip35 (BU45). Cells were gated on the IgDhigh population. Data are 

representative of at least three independent experiments. (C) Splenocytes were lysed and 

I-Ab 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 Iip35 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 (hIi, left panel) or In-1 (mIi, right 

panel). (B) Cells were stained for I-Ab (28-16-8S) and B220 before permeabilization and 

staining with BU45. (C) Data were expressed as histograms to compare the expression of 

MHC II molecules in the B220+Ii+ populations. Data are representative of at least three 

independent experiments. 

 

Fig. 2-8 : T1 cells hIihigh do not up-regulate MHC II levels. 

(A and B) Splenocytes were stained with anti-IgD, -CD21 and -I-Ab (AF6-120.1) prior 

to permeabilization and staining with BU45. T1 cells were gated (CD21low IgDlow) and 

analyzed for Iip35 and I-Ab. The percentage of T1 cells expressing p35 (A) and the MFV of 

I-Ab 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 : Iip35 restores the mature B-cell compartment. 

(A-E) Splenocytes were stained with anti-IgD, -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 hIi were also analyzed. The percentages of T1 

(CD21low IgDlow), MZ (CD21high IgDlow) and T2-FO (CD21+ IgDhigh) 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 

 

Figure 2-1 : Expression of Iip35 in APCs. 
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Figure 2-2 : Interaction of Iip35 with murine Ii and MHC II molecules. 
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Figure 2-3 : Iip35 chaperones I-Ab. 
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Figure 2-4 : Iip35 increases MHC II surface expression. 
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Figure 2-5 : The absence of mIi alters the conformation of I-Ab. 
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Figure 2-6 : Mature B-cells accumulate MHC II molecules with an AF6-120.1+ conformation. 
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Figure 2-7 : Expression of Iip35 in immature BM B-cells. 
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Figure 2-8 : T1 cells hIihigh do not up-regulate MHC II levels. 
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Figure 2-9 : Iip35 restores the mature B-cell compartment. 
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2.14. Supplementary data 

 

Figure 2-10 : Supplementary figure S1. 
Human Iip35 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 Ii using Pin-1 (A) and murine Ii 
using In-1 (B). Data are representative of at least four independent experiments. 

 

 

 

 

 
Figure 2-11 : Supplementary figure S2.  
Splenocytes were permeabilized and stained with mAbs for H2-DM and Iip35. 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+ Iip35high cells (B) or CD19+ Iip35int cells (C). The percentage 
of FO cells (IgDhigh IgMint) is indicated. Data are representative of three independant experiments. 



 

Chapitre 3. Résultats de l’article n°2 

 

3.1. Contribution des auteurs 

J’ai génotypé et réalisé les croisements de souris ainsi que géré la colonie de 

souris. J’ai réalisé et analysé toutes les expériences (sauf la présentation antigénique in 

vitro) et produit toutes les figures présentées dans cet article. Magali Chemali a planifié, 

réalisé et analysé l’expérience de présentation antigénique in vitro. Michel Desjardins a 

supervisé cette expérience. Nathalie Labrecque a apporté l’expertise pour la gestion de la 

colonie de souris ainsi que pour la planification et l’analyse des expériences. Elle a fourni 

des réactifs essentiels. Jacques Thibodeau a planifié le projet et les expériences et a 

analysé les résultats. J’ai écrit l’article conjointement avec Jacques Thibodeau qui l’a revu 

et corrigé. Les autres auteurs ont révisé l’article.  
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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).19  

The human homologs of mouse Ii are called Iip33 and Iip41. The mRNAs for Iip33 

and Iip41 can also give rise to the Iip35 and Iip43 isoforms, respectively, due to the usage 

of an upstream alternative start codon.20,21 Iip33 and Iip35 are the most abundant 

polypeptides with Iip33 representing 80% of the Ii protein pool.22-24 The 16 N-terminal 

amino acid cytoplasmic extension found in Iip35 and Iip43 contains a di-arginine (R-X-R) 

motif causing ER retention.25,26 Upon MHC II binding and phosphorylation of neighboring 

serines, the R-X-R retention motif is masked and the complex egress the ER.27-29 

Interestingly, mixed Ii trimers containing a single Iip35 are retained in the ER in absence of 

MHC II.23,30  

The exact function of Iip35 is nebulous and the possibility of controlling antigen 

presentation through selective expression or phosphorylation of Iip35 remains 

hypothetical. To gain insights into the biological roles of Iip35, we generated recently a 

transgenic (Tg) mouse expressing exclusively this isoform.31 Here, we evaluated the 

capacity of Iip35 to restore thymic T cell selection and to allow the presentation of an Ii-

dependent antigen on MHC II molecules. 

 

3.5. Results 

Iip35 is expressed in APCs 

We have recently generated transgenic mice expressing the human Iip35 isoform 

under the control of the mouse Ii promoter cloned in pDOI-6.32 In these Tgp35 mice, we 

found that Iip35 was expressed in a large fraction of immature and mature B cells as well 

as in DCs.31. To further characterize the expression pattern of Iip35 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 mIi and analyzed by flow 
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antigen loading at the plasma membrane.49,50 The rapid internalization of Iip35 and its 

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/mIiKO mice confirmed that Iip35 is functional. Indeed, the 

OVA323-339 epitope is totally dependent on Ii for its presentation. However, Tgp35/mIiKO 

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 mIi, Iip35 in Tgp35/mIiKO animals is expressed only in a 

fraction of the cells of any given APC population31 (Figure. 3-1). Also, despite the fact that 

most Iip35-expressing B cells appear to mature properly, there is a clear reduction in the 

number of spleen follicular mature B cells.31 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/mIiKO mice have revealed that the 

human Iip35 is functional in diversifying the peptide repertoire associated to MHC II 

molecules. Accordingly, it allowed the presentation of a T cell epitope that is known to be 

strictly dependent on the expression of Ii.8,33 These mice should be useful in the future to 

investigate the role of Iip35 in the intracellular trafficking of MHC II 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 Ii, which is peculiar in the Iip35 isoform. 

 

3.7. Methods 

Mice 

The Iip35 transgenic mice have been described previously.31 Briefly, the Ii cDNA 

was mutated on the second methionine codon to prevent translation of the Iip33 isoform. 

Transgenic mice were then bred with either C57BL/6 or C57BL/6-mIiKO mice to obtain 
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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-γ (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 I 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 0.70µm 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 αGalCer-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 37ºC 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 (3.105 cells / well) in 

complete medium containing 100 U/ml of IFN-γ for 16h before the antigen presentation 

assay (see below). 

 

Antigen presentation assay 

Latex beads (0.8µm; 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 10µg/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, 4x105 cells/well of 

OVA323–339-specific, I‐Ab
‐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).  
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3.10. Figure legends 

Figure 3-1 : Iip35 is expressed in APCs. 

Cells were stained for different markers prior to permeabilisation and staining with 

BU45 or In-1. Percentages of cells expressing Ii 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-γ, 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-Ab (28-16-8S), CD45.2 and BU45 or In-1. 

(c,d) Thymocytes were stained with BU45 or In-1, anti-CD3, -CD4 and -CD8. Cells were 

gated on CD3+CD8+ cells (c) or CD3+CD4+ cells (d). Data are representative of three 

independent experiments. 

 

Figure 3-2 : Iip35 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-Ab and Iip35 or the endogenous mIi. 

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 



β

β

β

γ



110 

 

 

 

 

3.11. Figures 

 

Figure 3-1 : Iip35 is expressed in APCs. 
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Figure 3-2 : Iip35 restores thymic selection. 
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Figure 3-3 : Normal levels of TCR on CD4+ T cells from Tg mice. 
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Figure 3-4 : Iip35 restores the iNKT cells selection. 
 

 

 

 

 

 

Figure 3-5 : OVA presentation in the context of Iip35. 



 

Chapitre 4. Discussion 

 

La chaîne invariante (Ii ; CD74) est une protéine pléiotropique qui a un impact 

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

sélection thymique des cellules T CD4+.251, 252 Elle favorise également la présentation des 

lipides par les molécules CD1d et la sélection subséquente des cellules iNKT.179 Enfin, 

indépendamment de son rôle sur le CMH II, elle induit le développement des cellules B.374, 

390 La chaîne invariante a donc un rôle primordial sur le CMH II et l’immunité. L’isoforme 

humaine Iip35 est particulière par son motif de rétention dans le RE qui a un effet 

dominant sur le trafic des autres isoformes d’Ii contenues dans des trimères mixtes.205, 330, 

445 Contrairement à Iip33, elle est internalisée très rapidement et ne s’accumule donc pas 

en surface.194, 283 Enfin, son expression est anormale dans des pathologies telles que le 

diabète ou les cancers.452, 454 Cependant, le rôle physiologique du motif R-x-R de rétention 

et le rôle particulier de l’isoforme Iip35 demeurent nébuleux. Afin d’élucider le rôle d’Iip35 

dans les diverses fonctions connues de la chaîne 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 Iip35 

Nous avons produit par transgénèse, trois souris fondatrices différentes qui 

expriment Iip35 (Tgp35). Ces souris ont été croisées avec des souris déficientes pour la 

chaîne invariante endogène (mIiKO)251, 252 afin d’obtenir des souris exprimant Iip35 

comme seule source de chaîne invariante (Tgp35/mIiKO). Les souris WT expriment 

uniquement la chaîne invariante murine et servent de contrôle. Nos souris sont des 

C57BL/6 ayant l’haplotype H2b. Les expériences ont été réalisées sur les descendants des 

différentes souris fondatrices et ont abouti aux mêmes résultats. Ceci permet d’être 

certain que le phénotype observé chez les souris Tg est bien dû à Iip35 et non à la 
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formation de trimères mixtes soit défavorisée par rapport à la formation de trimères 

contenant uniquement des formes murines ou uniquement Iip35. Malheureusement, il 

n’existe pas d’anticorps permettant de distinguer un trimère mixte d’un trimère 

contenant uniquement mIi. Par ailleurs, nous avons observé qu’il y a plus de cellules 

exprimant Iip35 chez les souris Tgp35/mIiKO que chez les souris Tgp35 ce qui suggère qu’il 

y aurait un développement préférentiel des cellules exprimant mIi par rapport à celles 

exprimant Iip35. Alternativement, il est possible que l’expression des deux chaînes 

invariantes soit délétère pour les cellules. En absence de mIi, les cellules exprimant Iip35 

pourraient se développer plus facilement. Afin de tester cette hypothèse, il serait 

intéressant de réaliser des expériences de souris chimériques. Pour cela, les souris mIiKO 

irradiées recevraient des cellules exprimant Iip35 ou mIi ou les deux ensemble. Le suivi 

des cellules injectées pourra déterminer s’il y a un développement préférentiel des 

cellules exprimant mIi au détriment de celles exprimant Iip35 ou si le défaut de 

développement est intrinsèque à Iip35.   

Afin d’observer plus finement la localisation intracellulaire de la chaîne invariante 

Iip35 chez les souris Tgp35/mIiKO, il pourrait être intéressant de réaliser des expériences 

de microscopie confocale. En marquant Iip35 et mIi ainsi que différents compartiments 

cellulaires, il serait possible de visualiser l’expression de surface ainsi que la rétention dans 

le RE et la répartition intracellulaire des molécules Iip35 et mIi. Par exemple, le RE peut 

être visualisé grâce aux anticorps anti-PDI, -Calnexine ou –BiP et les lysosomes grâce aux 

anti-Lamp1, -Lamp2, ou -Rab7. Ceci permettrait aussi de déterminer avec précision si les 

deux chaînes invariantes sont co-localisées dans les mêmes compartiments 

intracellulaires. Cette expérience a été réalisée au laboratoire sans conduire à des 

résultats concluants à cause de la difficulté à réaliser des colorations claires sur des 

cellules primaires, en particulier des splénocytes. Alternativement, la localisation d’Ii 

pourrait être détectée en utilisant la microscropie électronique. 
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Quant à Iip35, il exacerbe le phénomène en augmentant ce type conformation du CMH II, 

et ce, même en présence d’Ii murin (Figure 2-6).  

Tous ces résultats démontrent qu’Iip35 induit un changement de conformation du 

CMH II qui devient réceptif à l’anticorps AF6-120.1 et qui forme des complexes compacts 

réfractaires à la liaison de peptides exogènes.  

 

4.3. La rétention d’Iip35 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’Iip35, il y avait une augmentation de l’expression totale d’Ii murin (Figure 2-1 et Figure 

2-7). Ces résultats pourraient être la conséquence d’une compétition entre les deux Ii 

pour la liaison au CMH II, ce qui causerait l’accumulation dans le RE de quelques 

molécules d’Ii murin qui ne pourraient donc pas être dégradées. Ceci concorde avec le 

nombre accru de complexes CLIP-CMH II observés chez les souris Tgp35/mIiKO par rapport 

aux souris Tgp35 (Figure 2-2). Dans ces dernières, Iip35 et mIi sont en compétition pour la 

liaison à I-Ab donc il y a moins de molécules Iip35 transportées dans les endosomes et 

donc moins de CLIP généré. De plus, on a détecté des populations de cellules B dans 

lesquelles Iip35 ne semble pas être fonctionnel. On avait vu, précédemment, que dans les 

cellules de souris Tgp35, Iip35 induisait des formes immatures et des agrégats du CMH II 

même en présence d’Ii murin ce qui veut dire qu’Iip35 retient quelques CMH II 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 l’expression simultanée de mIi et Iip35 dans les souris Tgp35, 

Iip35 agit comme un dominant négatif et réduit l’expression du CMH II en surface par 

rapport aux souris WT (Figure 2-7). Cette population de cellules n’assure apparemment 

pas la sortie du RE d’Iip35 causant la rétention du CMH II dans ce compartiment. Ceci 

concorde avec l’augmentation de l’expression d’Ii murin dans ces mêmes cellules de 
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moelle (Figure 2-7). Les mêmes 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’Iip35 de 

même que le mécanisme causant cette rétention demeurent nébuleux et méritent d’être 

éclaircis grâce à des expériences supplémentaires. Tout d’abord, il faudrait déterminer la 

nature de cette population de cellules B. Pour cela, 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 

rate.383 Ensuite, ces cellules devraient être marquées pour le CMH II en surface et pour 

l’expression d’Iip35. Ceci pourrait nous permettre d’évaluer quelle sous-population 

n’assure pas la sortie du RE d’Iip35 et n’augmente pas le CMH II en surface. Une fois la 

population identifiée, il faudrait déterminer la cause de la rétention d’Iip35 dans le RE. 

L’explication la plus logique est qu’Iip35 n’est pas phosphorylé dans ces cellules.449, 450 

Pour tester ceci, il faudrait isoler les cellules B d’intérêt et quantifier, soit par 

immunoprécipitation et western blot, soit par ELISA, la phosphorylation des sérines 

d’Iip35 en comparant avec un contrôle de cellules B exprimant fortement le CMH II en 

surface.270, 374 Il n’existe pas d’anticorps spécifique des sérines de la queue cytoplasmique 

d’Iip35, cependant, la phosphorylation globale de la protéine Iip35 correspond à celle des 

deux sérines. En effet, les précédentes études étudiant la phosphorylation d’Iip35 ont 

montré que lorsque les deux sérines de la queue cytoplasmique sont mutées, aucune 

phosphorylation d’Iip35 n’est détectée.450 Pour essayer d’augmenter la sortie du RE 

d’Iip35, on pourrait ensuite stimuler des splénocytes, in vitro, avec de la PMA. Cette 

drogue stimule l’activité de la PKC et augmente donc la phosphorylation d’Iip35 ainsi que 

sa sortie du RE.201, 459 Le CMH II en surface serait ensuite mesuré pour évaluer si la 

phosphorylation d’Iip35 a permis d’accroitre le taux de sortie du RE. Un marquage des 

cellules B pourrait déterminer si l’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 Iip35 ayant des mutations au niveau des deux 

sérines les empêchant d’être phosphorylées, et observer la rétention dans le RE d’Iip35. Si 

la phosphorylation déficiente d’Iip35 dans ces cellules est bien la cause du défaut de 

maturation, il faudrait déterminer si ceci est dû à une réduction de l’expression et de 

l’activation des PKC dans ces cellules.  

Il a aussi été démontré qu’Iip35 phosphorylé interagissait avec la protéine 14-3-3, 

ce qui favorisait la sortie du RE. Il est possible qu’une interaction sous-optimale entre 

Iip35 et 14-3-3 résulte en une rétention accrue d’Iip35 dans le RE.450, 460 L’expression de 

14-3-3 murin pourrait être évaluée par western blot et l’association entre Iip35 et 14-3-3 

observée grâce à une immunoprécipitation d’Iip35 suivie d’un blot avec un anticorps 

dirigé contre 14-3-3.450 

Toutes ces expériences pourraient nous informer, à la fois sur la nature de la 

population de cellules B qui présente une rétention d’Iip35, mais aussi sur la cause de 

cette rétention. 

 

4.4. Le rôle d’Iip35 dans le développement des cellules B 

Les souris déficientes en chaîne 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.344, 387, 403  

Comme attendu, nos résultats démontrent que les souris mIiKO 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’Iip35. Parmi les cellules qui expriment de forts niveaux d’Iip35 (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 



121 

 

 

correctement et qu’il y a une accumulation de cellules immatures. Inversement, chez les 

cellules Iip35int, la proportion de cellules FO est identique à celle des souris WT ce qui 

démontre qu’Iip35, exprimé à des niveaux moyens, assure le développement des cellules 

FO. Par contre, on observe très peu de cellules MZ exprimant Iip35, quel que soit le niveau 

d’expression de ce dernier (Figure 2-9 et Figure 2-12). Ces résultats démontrent deux 

choses. Premièrement, Iip35 exprimé à des niveaux moyens, est capable d’assurer la 

maturation des cellules B alors que des forts niveaux d’expression sont néfastes pour les 

cellules. Deuxièmement, le développement des cellules B en cellules FO ou MZ est le 

résultat de deux processus indépendants l’un de l’autre puisqu’on observe peu de cellules 

MZ, indépendamment de la proportion de FO ou du niveau d’expression d’Iip35. En effet, 

des niveaux intermédiaires d’Iip35 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 l’un de l’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 qu’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 l’un de l’autre. 

Afin d’affiner l’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 mIiKO, la réduction de cellules matures est dramatique.387, 389, 403 

De plus, il serait intéressant de déterminer les proportions des cellules B1, caractérisées 

par un phénotype IgMhigh IgDlow CD43+ CD23- B220low, 461 et de voir si Iip35 a un effet sur 

le développement de cette lignée. Benlagha et al, ont observé seulement une légère 

diminution de cellules B1 chez les souris mIiKO.403 Cependant, Iip35 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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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 antigène T-

indépendant comme le TNP-BA (trinitrophényl conjugué à Brucella abortus) ou TNP-LPS 

(trinitrophényl-LPS).387, 463, 464 La réponse anticorps nous permettra de savoir si les 

cellules B, par elles-mêmes, sont capables de reconnaître l’antigène et de produire des 

anticorps. De plus, une quantification des isotypes IgM et IgG permettra également 

d’évaluer la capacité des cellules B à réaliser la commutation de classes. Enfin, il serait 

intéressant de tester la réponse dépendante des cellules T en immunisant les souris avec 

d’autres antigènes que l’OVA. 

 

4.6. Le rôle d’Iip35 dans le développement des cellules T 

Les souris déficientes en chaîne invariante ont un répertoire de peptides moins 

diversifié que celui des souris WT, ce qui cause un défaut de sélection thymique 

conduisant à une réduction du nombre de cellules T CD4+ dans le thymus et en 

périphérie.251, 252, 349 Dans nos souris Tgp35/mIiKO, le nombre de TEC exprimant Iip35 est 

réduit par rapport aux cellules WT et le CMH II en surface est augmenté à des niveaux 

intermédiaires entre celui des cellules WT et mIiKO (Figure 3-1 et Figure 3-2). Malgré cela, 

Iip35 rétablit complètement la sélection thymique (Figure 3-2). De plus, le niveau 

d’expression du TCR à la surface des cellules T, qui est réduit chez les souris mIiKO, est 

totalement rétabli par Iip35. Ces résultats démontrent qu’Iip35 est capable de diversifier 

le répertoire de peptides ce qui permet la sélection thymique positive et qu’il restaure 

également l’expression correcte du TCR. De plus, ceci concorde avec les études 

précédentes qui démontraient que des faibles niveaux d’expression du CMH II ou d’Ii 

étaient suffisants pour rétablir complètement la sélection thymique.351, 352  

Cependant, des expériences complémentaires pourraient être 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 à des mitogènes comme la 
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particulier les MMTV 8, 9 et 17 qui causent la délétion clonale des cellules exprimant Vβ5 

et Vβ17.112, 468, 469 Ceci démontre qu’en absence de chaîne invariante, la présentation de 

ces SAg n’est pas optimale ce qui réduit la délétion des cellules T spécifiques. Les souris 

Tgp35/mIiKO ont également une augmentation du nombre de cellules exprimant Vβ5 et 

17, mais le phénotype est intermédiaire entre celui des souris WT et mIiKO (Figure 3-2). 

Ces résultats démontrent qu’Iip35 restaure la sélection thymique médiée par les peptides 

mais la présentation des SAg demeure affectée. Le phénotype intermédiaire observé chez 

les souris Tgp35/mIiKO pourrait être dû au nombre réduit de TEC expriment Iip35. Cela 

pourrait aussi être dû à un répertoire biaisé de peptides associés au CMH II qui réduirait la 

présentation des SAg, prévenant ainsi la sélection négative des cellules T qui nécessite des 

liaisons de forte avidité.470  

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 II.471, 

472 Pour réaliser cela, les cellules de souris WT, mIiKO et Tgp35/mIiKO pourraient être 

incubées en présence de SAg marqué à la biotine ce qui permettrait la détection de la 

quantité de SAg lié. Un ratio de la liaison du SAg sur l’expression du CMH II 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 être incubés en présence de SEA ou TSST-1 et d’hybridomes T 

spécifiques (I1B3 et KOX15.5.8 respectivement).471, 473 La stimulation des cellules T nous 

donnera une indication sur l’efficacité de présentation des SAg. On s’attend ce que les 

cellules mIiKO lient et présentent peu les SAg et qu’Iip35 rétablisse partiellement cette 

présentation. 
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4.7. Le rôle d’Iip35 dans la présentation antigénique 

Il a été démontré que certains antigènes, tels que l’OVA, requièrent la chaîne 

invariante pour être correctement présentés. Les macrophages de souris mIiKO ne sont 

donc pas capables d’assurer la présentation antigénique de l’OVA aux cellules T. Quant à 

Iip35, il restaure la présentation de cet antigène même si la stimulation des cellules T 

n’égale pas celle des souris WT (Figure 3-5). Compte tenu du nombre réduit de 

macrophages exprimant Iip35 par rapport à ceux exprimant mIi, on peut conclure qu’Iip35 

est capable d’assurer la présentation antigénique d’un épitope dépendant d’Ii et qu’il est 

fonctionnel.  

Cependant, pour démontrer qu’Iip35 est capable de restaurer la présentation 

antigénique de manière générale et pas seulement celle de l’OVA, il faudrait refaire cette 

expérience en utilisant d’autres antigènes dont la présentation dépend d’Ii, comme HEL 

ou KLH.251, 252, 346 Pour comparer la capacité de présentation antigénique d’Iip35 à Iip33, il 

est également possible d’utiliser des lignées humaines transfectées avec Iip33 et/ou Iip35 

et de mesurer la stimulation de cellules T spécifiques. Ceci nous permettrait de voir si 

Iip35 est aussi efficace qu’Iip33 pour présenter un antigène, en comparant avec des 

cellules exprimant Iip33 et Iip35 ensemble, qui est la condition physiologique.  

 

4.8. Perspectives 

4.8.1. Le rôle d’Ii comme molécule clé de la signalisation par les 

cytokines 

Il a été démontré que d’autres cytokines, telles que midkine (MK) et HGF, 

dépendent d’Ii dans leur rôle sur le développement des cellules B.396, 397 Il serait 

intéressant d’évaluer l’impact de ces cytokines sur les cellules issues de souris 

Tgp35/mIiKO. L’expression de HGF, et de son récepteur c-Met, est activée après induction 
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par MIF.396 Il serait intéressant d’évaluer, par FACS, l’expression de ces deux protéines 

dans les différents stades de maturation des cellules B. Ceci nous permettra de vérifier si 

Iip35 a un impact sur l’expression de c-Met et HGF au cours de la maturation des cellules B 

chez les souris Tgp35/mIiKO. De plus, pour déterminer l’impact de la stimulation par HGF, 

des cellules issues des souris Tgp35/mIiKO pourraient être incubées en présence d’HGF et 

marquées afin de déterminer si HGF a induit un processus de maturation chez ces cellules. 

Les mêmes expériences pourraient être réalisées avec la cytokine MK dont le système 

d’activation et d’action est sensiblement le même. 

Ces expériences permettraient de déterminer si ces cytokines ont un effet restreint 

à Ii murin (ou Iip33) ou si Iip35 est également impliqué dans leur voie de signalisation. Si 

l’effet est retreint à Iip33 ou mIi, cela suggèrerait que l’action de ces cytokines 

commencerait à la surface cellulaire, par la liaison à Iip33 ou mIi. Par contre, Iip35 n’étant 

pas détectable en surface, il n’aurait donc pas d’effet sur l’action de ces cytokines. A 

contrario, si Iip35 est impliqué dans la voie de signalisation de ces cytokines, au même 

titre qu’Iip33 ou mIi, cela suggèrerait que l’expression en surface n’est pas un prérequis 

pour la signalisation. Dans ce cas, les cytokines pourraient être internalisées dans les 

endosomes contenant les différentes isoformes d’Ii. Le clivage d’Ii et l’initiation de la 

cascade de signalisation auraient alors lieu directement dans ces compartiments. 

 

4.8.2. Le rôle d’Ii comme récepteur d’adhésion des bactéries 

Il a été démontré que la bactérie H. pylori se lie à Ii en surface, ce qui permet son 

adhésion et conduit à l’infection et la persistance de la bactérie.419, 421 Il serait intéressant 

de voir l’effet d’une infection par H. pylori chez nos souris Tgp35/mIiKO. On s’attend à une 

résistance à l’infection puisqu’Iip35 n’est pas détecté à la surface. Par ailleurs, il est 

possible que d’autres bactéries ou levures utilisent aussi Ii comme récepteur d’adhésion. 

Nous avons réalisé des expériences préliminaires d’infection bucale de souris par la levure 

Candida albicans.474 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 à trois jours après inoculation et 

que les souris éliminent le pathogènes après sept à huit jours.474,475 Par contre, les souris 

mIiKO ne sont jamais colonisées, c’est-à-dire qu’on n’observe aucune augmentation ni 

variation dans le nombre de levure dans la cavité bucale. Ceci suggère que les souris 

n’éliminent pas le pathogène plus rapidement mais qu’elles sont belles et bien résistantes 

à l’infection. C. albicans pourrait donc aussi utiliser Ii 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/mIiKO 

sont également résistantes. Ces résultats ouvrent la porte à 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’Ii en surface par un anticorps pourrait 

permettre d’endiguer l’infection en bloquant la liaison des levures à la surface des cellules.  

 

4.8.3. Le rôle d’Iip35 sur la mobilité des DC 

Il a été démontré qu’Ii était impliqué dans le contrôle de la mobilité des DC. La 

chaîne invariante interagit avec le moteur de myosine II qui contrôle les contractions 

d’actomyosine ce qui lui permet de réguler la mobilité des cellules.431, 432 Les DC 

déficientes en chaîne invariante ont donc un déplacement continu et rapide alors que les 

cellules WT alternent entre des phases de déplacements rapides et lents.432 L’effet d’Iip35 

sur ce phénomène n’est pas connu. Tout d’abord, il serait intéressant de déterminer si 

Iip35 interagit avec le moteur de myosine II. Pour cela, une immunoprécipitation d’Ii puis 

un western blot anti-myosine pourraient être réalisés.431 Ensuite, pour déterminer l’effet 

d’Iip35 sur la vitesse de mouvement des cellules, il faudrait isoler les DC de souris 

Tgp35/mIiKO et mesurer leur déplacement dans des microtunnels par imagerie comme 

décrit par Faure-André et al.432 Vascotto et al, ont suggéré que la myosine II pourrait 

interagir avec la queue cytoplasmique d’Ii. On peut spéculer que la liaison de la myosine II 
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avec Iip35 serait différente de celle avec Iip33 ou mIi et qu’Iip35 agirait comme régulateur 

de la mobilité induite par Ii. 

 

4.8.4. Le rôle d’Iip35 dans l’infection par le VIH 

Il a été démontré que la protéine Nef du VIH interagit avec la chaîne invariante et 

augmente l’expression de surface de cette dernière en entrant en compétition avec elle 

pour la liaison à AP2.433, 434, 438, 439 Ii est donc endocyté beaucoup moins efficacement et 

s’accumule à la surface. Il serait intéressant d’évaluer si Nef interagit efficacement avec 

Iip35 en réalisant une IP suivie d’un western blot. Ensuite, il faudrait déterminer l’impact 

de Nef sur l’expression en surface d’Iip35. On sait qu’Iip35 est internalisé très rapidement 

ce qui conduit à une expression non détectable en surface. Des cellules humaines 

exprimant Iip35 pourraient être transfectées avec la protéine Nef et l’expression d’Iip35 

en surface mesurée. On s’attend à une augmentation du niveau d’Iip35 en surface. Par 

ailleurs, la protéine Vpu interagit avec la queue cytoplasmique d’Ii442 donc il faudrait 

évaluer son interaction avec Iip35, qui pourrait être différente à cause de l’extension du 

domaine cytoplasmique d’Iip35. De plus, il faudrait évaluer, dans des cellules humaines 

exprimant Iip35, si la protéine Vpu réduit les niveaux de CMH II à la surface comme elle le 

fait in vivo.442 Ces expériences permettraient d’évaluer plus précisément l’impact d’Ii dans 

l’infection du VIH et si Iip35 a un rôle particulier et différent de celui d’Iip33.  



 

Chapitre 5. Conclusion 

 

La chaîne invariante est une protéine ayant un champ d’action très large qui ne 

cesse de se diversifier. Ii a un impact sur l’assemblage, la conformation, le transport et 

l’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 rôle de chaperon du CMH II. Il est le récepteur du MIF et induit la 

maturation des cellules B. Il est une cible qui facilite l’infection par H. pylori ou le VIH et il 

contrôle la mobilité des DC. L’isoforme humaine Iip35 est particulière par son motif R-x-R 

de rétention dans le RE. Elle influence le transport et l’expression du CMH II. Cependant, 

le rôle physiologique du motif de rétention demeure nébuleux et peu de recherches ont 

été effectuées pour l’élucider.  

Les souris Tg exprimant Iip35 seul ou en combinaison avec Ii murin, que nous avons 

générées, ont permis d’évaluer l’impact d’Iip35 sur de nombreux rôles connus d’Ii. Nous 

avons démontré qu’Iip35 augmente l’expression de surface du CMH II murin et qu’il induit 

une conformation compacte réfractaire à la liaison de peptides exogènes. De plus, malgré 

l’accumulation intracellulaire de CMH II ayant une conformation AF6-120.1+, Iip35 permet 

la maturation des cellules B en cellules matures folliculaires. Par contre, il n’assure pas le 

développement des cellules MZ. Ces résultats suggèrent qu’Iip35 peut induire la cascade 

de signalisation sans stimulation préalable du MIF. De plus, Iip35 diversifie le répertoire de 

peptides et rétablit totalement la sélection thymique des cellules T CD4+ et iNKT. Il assure 

également la présentation antigénique de l’OVA mais la présentation de superantigènes 

demeure affectée. D’autres questions demeurent en suspens comme le mécanisme précis 

par lequel Iip35 induit la maturation des cellules B ou encore son rôle dans mobilité des 

DC ou l’infection par le VIH.  

Nos résultats ont permis de démontrer qu’Iip35 est fonctionnel et est capable 

d’assurer de nombreuses fonctions d’Ii, mais ne peut remplacer le Ii murin endogène. Ceci 

pourrait expliquer pourquoi l’humain exprime l’isoforme Iip35 contrairement à la souris. 
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L’isoforme Iip35 pourrait être un avantage développé au cours de l’évolution et qui 

permettrait une régulation fine de la réponse immunitaire. En effet, en forçant la 

formation de nonamères (Ii-CMH II)3 et en provoquant la rétention partielle d’Ii murin, il 

augmenterait le temps passé dans le RE et réduirait la dégradation d’Ii.221 Ceci aboutirait à 

une réduction de la présentation antigénique. Ainsi, chez les humains, la régulation fine de 

l’expression d’Iip35 premettrait un contrôle très sensible de la réponse immunitaire. Ceci 

concorde avec les études qui démontrent que l’expression d’Iip35 est anormale dans des 

cellules de patients diabétiques ou encore dans les cancers CLL. Dans ces derniers, Iip35 

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 

l’initiation de la traduction.476, 477 Cette séquence est présente en amont du deuxième 

codon d’initatiation d’Ii, mais pas du premier.197 C’est ce qui conduit à la traduction accrue 

de l’isoforme Iip33 par rapport à Iip35. On peut alors spéculer, que dans des cellules issues 

de cancers CLL, une mutation de la cytosine en position -3 du premier codon d’Ii, pourrait 

conduire à la présence d’une purine, ce qui augmenterait significativement la traduction 

et l’expression de l’isoforme Iip35. Cependant, cette hypothèse n’a pas été testée et 

demeure spéculative. 

Ainsi, Iip35 pourrait avoir un impact majeur sur le développement de désordres 

immuns. Iip35 pourrait également être 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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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 

II-negative DAP-vSAG7+ cell line [12]. These results suggest that CLIP-DR3 complexes do 

not support vSAG7 presentation.  
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