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RÉSUMÉ

La présentation antigénique aux lymphocytes T auxiliaires par les

molécules de classe II est une étape cruciale permettant au système immunitaire de

monter une réponse efficace face à un corps étranger. Ce processus implique la

participation de plusieurs protéines accessoires qui serviront à assister les

molécules de classe II dans la liaison de peptides antigéniques. A cet effet, HLA

DM catalyse l’échange peptidique et HLA-DO influence le type de peptides

présentés puisqu’elle module l’activité de HLA-DM. Afin de caractériser ce

système, nos premières études ont porté sur la caractérisation d’un signal de

ciblage contenu dans la queue cytoplasmique de HLA-D0f3 et la régulation de

l’expression de HLA-DO dans un système cellulaire autre que les cellules B. Une

connaissance plus approfondie de cette molécule passe toutefois par des études

structurales et fonctionnelles. La présente thèse portera donc principalement sur

ces deux derniers aspects.

HLA-DO est toujours associée à HLA-DM dans la voie endocytaire et ne

peut accéder aux autres compartiments sans l’aide de son partenaire. Dans un

premier volet, nous avons étudié la rétention de HLA-DO dans le réticulum

endoplasmique (RE) et avons tenté de découvrir la façon dont HLA-DM corrige

cette situation. En analysant la région N-terminale de HLA-DO, nous avons

découvert que cette région contient des acides aminés importants pour la

conformation de la protéine. En effet, la modification d’une proline en position 11

de la chaîne Œ permet à la molécule HLA-DO de sortir par elle-même du RE et



iv

d’atteindre les compartiments endosomaux ainsi que la surface cellulaire. De plus,

cette molécule est détectée par un anticorps conformationnel qui reconnaît

préférentiellement les complexes DO-DM. Ces résultats suggèrent donc que

HLA-DO doive subir un changement conformationnel au niveau de son plancher

peptidique afin de quitter le RE et que HLA-DM agisse comme chaperon en

assistant FILA-DO dans le processus.

Dans le passé, des études ont suggéré un rôle inhibiteur de la molécule

HLA-DO sur l’activité catalytique de HLA-DM. La deuxième partie de cette

thèse porte donc sur l’analyse fonctionnelle de HLA-DO et la façon dont elle se lie

à HLA-DM afin de moduler son activité. En utilisant des paires mixtes

isotypiques permettant l’expression d’une seule chaîne de HLA-DO à la fois, nous

avons démontré que DOŒ contenait une région importante (acides aminés 77 à 84)

pour la liaison à HLA-DM. Un autre site de liaison situé sur la même interface

(aE4l) semble aussi affecter l’activité catalytique de HLA-DM. De façon

intéressante, cet acide aminé est identique à une position de DR impliquée dans

l’interaction avec DM. De plus, l’utilisation d’anticorps spécifiques à la chaîne

alpha des paires mixtes entre en compétition avec HLA-DM pour l’accès à HLA

DO. Ces données suggèrent donc que l’interface d’interaction entre DO et DM

soit différente de DR-DM en impliquant majoritairement la chaîne DOŒ et que

cette association puisse affecter l’activité catalytique de HLA-DM en interférant

avec sa liaison à HLA-DR.
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SUMMARY

Antigen presentation by M}IC cÏass II molecules to helper T lymphocytes

is a crucial event in triggering the immune system against foreign bodies. Tins

process involves the participation of many accessory molecules winch assist the

class II molecules in the loading of antigenic peptides. HLA-DM plays an

important role in catalyzing the peptide exchange and HLA-DO influences the

repertoire of peptides by negatively modulating the activity of HLA-DM. As a

flrst step in the characterization of tins system, we analyzed a functional dileucine

sorting signal encoded in the cytoplasmic tail of HLA-DO and we looked at the

regulation of HLA-DO in a non B ceil system. However, to better understand the

role of HLA-DO in antigen presentation, it is crucial to define the structure and the

function of tins molecule. For tins reason, the present work is focusing mainly on

these two aspects.

HLA-DO is always found with HLA-DM in the endocytic pathway and

cannot gain access to other compartments without tins interaction. In the flst part

of the thesis, we focused on endoplasmic reticulum tER) retention of HLA-DO

and tried to find answers on how HLA-DM can overcome tins retention. By

analyzing the N-terminal region of HEA-DO, we discovered that tins domain

contains important residues that are critical for the proper conformation of the

protein. Indeed, the modification of a proline in position DOŒY 1 allowed HLA

DO to egress ER on its own and gain access to endosomal compartments as well
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as the ceil surface. Moreover, a conformational antibody that preferentially

recognizes DO-DM complexes over DO alone reacts with the modffied HLA-DO

molecule. Altogether, these results suggest that HLA-DO must undergo

conformational changes in its N-terminal region in order to leave the ER and that

HLA-DM acts as a chaperone by assisting HLA-DO in tins process.

Early evidence suggested that HLA-DO was an inhibitor ofpeptide loading

by interfering with HLA-DM’s catalytic activity. To tins respect, the second part

of the thesis deals with the fiinction of HLA-DO and how it binds to HLA-DM to

modulate its activity. By expressing one chain of HLA-DO at a time in the

context of mixed isotypic pairs, we showed that DOŒ contains an important region

(amino acids 77 to $4) for the binding to HLA-DM. Moreover, another residue in

the same lateral face of DOalpha (ŒE41) influences the DO-DM association as

well as the accumulation of class II-CLIP complexes. Tins residue is identical to

the one found in DR winch participates to the interaction with DM. A tight

contact between DM and tins lateral face of DOalpha was further conflrmed by

using alpha chain-specific antibodies that compete with DM to have access to DO.

Altogether, these results suggest that the interface of interaction between DO and

DM is distinct from the one described for DR by involving an important

participation of the Œ chain and that tins interface may ininbit DM’ s catalytic

activity by interfering with DR binding.
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CHAPITRE 1- REVUE DE LITTÉRATURE

1.1 Introduction

1.1.1 Présentation antigénique et initiation de la réponse immunitaire

Une des capacités extraordinaires du système immunitaire est de pouvoir

détecter la présence de corps étrangers et de pouvoir initier une réponse spécifique

face â un éventuel envahisseur. La reconnaissance du corps étranger (considéré

comme un antigène par l’organisme) est donc une étape cruciale et repose

notamment sur la participation de deux types de récepteurs qui possèdent une très

grande variabilité, cette variabilité permettant au système de répondre à un large

éventail d’antigènes.

Le premier récepteur est retrouvé à la surface des cellules B et constitue les

immunoglobulines de surface (anticorps) qui reconnaîtront directement des

éléments antigéniques rencontrés. Pour sa part, le deuxième type de récepteur est

exprimé à la surface des cellules T et se nomme TCR (T CeÏt Receptor). Ces

molécules ne reconnaissent pas directement les antigènes mais plutôt des éléments

antigéniques (peptides antigéniques) qui sont liés à des molécules codées par le

complexe majeur d’histocompatibffité (CMH). Les molécules du CMH ont donc

une importance capitale dans l’initiation de la réponse immunitaire puisqu’elles

serviront de déclencheurs des cellules T (1) (voir figure 1.1).
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figure 1.1 La présentation antigénique par les molécules du CMH-II.

Une cellule présentatrice d’antigène intemalise, apprête et présente un peptide issu
de la dégradation d’un antigène par l’intermédiaire des molécules du CMH de
classe II. Le complexe CMH-II / peptide est reconnu par un récepteur (TCR) à la
surface des lymphocytes T CD4 auxiliaires (Adapté de De Boeck-Wesmael (2)).

Ces cellules pourront, selon le cas, mener à la destruction de cellules

infectées ou contribuer à l’activation des autres cellules immunitaires et ainsi

orchestrer une réponse cellulaire complète face à un envahisseur (bactérie, virus,

parasite, etc.) ou un élément perturbateur comme les cellules cancéreuses. Il

existe principalement deux types de molécules du CMH, soient les molécules de

classe I et les molécules de classe II. Ces deux variantes possèdent une fonction

similaire qui est de présenter des peptides antigéniques aux lymphocytes T.

Q

Ppbd

9flX IfltCÇC IUC1:FC
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Dc plus, ces glycoprotéines possèdent des

structures très semblables constituées de

deux domaines apparentés à la super

famille des immunoglobulines, d’une

niche pouvant accueillir des peptides ainsi

qu’une région transmembranaire leur

permettant d’être ancrées à la membrane.

(voir figure 1.2).

En revanche, il existe des différences majeures au niveau des voies de

présentation des molécules classe I et de classe II (voir figure 1.3). Premièrement,

les molécules de classe I lient des peptides d’origine endogène, c’est-à-dire qui

proviennent de l’intérieur de la cellule. Le meffleur exemple survient lorsqu’une

cellule est infectée par un virus, puisque les produits viraux sont synthétisés par la

cellule même. Pour leur part, les molécules de classe II se lient à des peptides de

source exogène, donc qui proviennent de l’extérieur de la cellule comme des

bactéries, toxines bactériennes et débris de cellules cancéreuses. Une deuxième

différence entre les molécules du CMH réside dans le type de lymphocyte T

qu’elles stimulent. En effet, les molécules de classe I activent les lymphocytes T

CD$ cytotoxiques (ce qui mène à la mort cellulaire de la cellule présentatrice)

alors que les molécules de classe II activent plutôt les cellules T CD4 auxiliaires

qui auront le rôle d’aider la réponse immunitaire par la sécrétion de cytokines.

E?

Figure 1.2 Structure générale des
molécules du CMII classe 1111.
Traduit de Klein et al., 2000 (1).
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(A) Voie de présentation endogène destinée aux molécules de classe I. Les
protéines endogènes sont transformées par le protéasome en peptides, dirigées vers
le RE et alors fixées à la niche des molécules de classe I. Ces complexes CMII I /
peptide seront ensuite présentés à la surface aux lymphocytes T CD$. (B) Voie de
présentation exogène destinée aux molécules de classe II. Des protéines
extracellulaires sont intemalisées par endocytose (ou phagocytose) et dégradées
dans les endosomes au niveau des MIIC. Le fragment CLIP sur les molécules de
classe II sera échangé pour un peptide antigénique grâce à la molécule HLA-DM.
Les complexes CMH-II/peptide seront alors présentés à la surface aux
lymphocytes T CD4 (Traduit de Klein et aÏ., 2000 (1)).

Figure 1.3 Voies de présentation des molécules du CMII de classe I et II.
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c 1.1.2 Le complexe majeur d’histocompatibilité

Le système immunitaire à évolué de façon à reconnaître le soi du non soi,

ce qui lui permet de réagir rapidement face à des éléments étrangers. Cette

capacité devient toutefois problématique lorsqu’il est question de transplantation

d’organes ou de tissus. En effet, lorsque les tissus d’un donneur sont greffés à un

receveur, plusieurs éléments antigéniques seront reconnus par le receveur et

détermineront si ces tissus sont histocompatibles. Ces antigènes sont codés par

plusieurs loci (plus de 40 chez la souris) et chaque espèce contient une région

majeure impliquée de façon plus importante dans ce processus que l’on nomme

«Complexe Majeur d’Histocompatibffité» (3).

Puisque ces antigènes sont présents sur les leucocytes humains, les

produits encodés par le CMN sont appelés HLA (Human leukocyte antigens) alors

que chez la souris les molécules équivalentes se nomment H-2

(Histocompatibility-2). Le rejet de greffe est causé en grande partie par

l’activation des cellules T CD4 chez l’hôte par les molécules du CMH de classe

II du donneur. En temps normal, le rôle de ces molécules est de présenter des

fragments d’antigènes, sous forme de peptides, aux lymphocytes T du système

immunitaire et d’activer spécifiquement des réponses face au peptide antigénique.

Lors du rejet, il semble que les molécules du CMH soient reconnues comme un

complexe CMWpeptide antigénique, ce qui mène à l’activation des cellules T et

éventuellement une réponse immunitaire contre le tissu (3).
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La définition stricte du CMH est donc définie comme la région

chromosomique où se situent les gènes contrôlant la structure et l’expression des

molécules présentatrices de l’antigène. De façon fonctionnelle, il se définit comme

l’ensemble des molécules impliquées dans l’apprêtement et la présentation de

peptides aux lymphocytes T. Ces molécules peuvent donc présenter directement

l’antigène ou simplement contribuer à la présentation antigénique.

1.1.1.2 Locus du CMII

Les gènes codant pour les molécules du CMH sont situés sur le

chromosome 6 chez l’humain et sur le chromosome 17 chez la souris (voir figure

1.4). Sur plus de 200 gènes encodés dans cette région, seulement une quarantaine

code pour le système HLA qui inclue les gènes de classe I et de classe II. Alors

que les autres gènes peuvent être reliés fonctionnellement à l’apprêtement

antigénique (Ex: TAP1-TAP2), une grande quantité de gènes n’ont aucune

relation avec la fonction immunitaire. Il existe également certaines gènes qui ne

sont pas encodés dans ce locus mais qui jouent un rôle structural (ex: 132m) ou

fonctionnel (ex: chaîne invariante) dans la présentation par les molécules du

CMR C’est au milieu des années $0 que les trois gènes classiques du CMH de

classe II (HLA-DR, -DP et -DQ) ont été découverts, notamment à cause de leur

capacité à stimuler des lymphocytes T allogéniques. Grâce à leur ressemblance

aux molécules classiques du CMH, deux autres gènes ont par la suite été repêchés

par hybridation à basse stringence, soit les gènes DZA (renommé DNA et

éventuellement DOA [HLA-DOŒJ) et DOB [HLA-D013] (4-7). A l’opposé des
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chaînes a et 13 des molécules de classe II classiques qui sont codés en paire sur le

locus, les gènes DOA et DOB sont situés à plus de 200kb l’un de l’autre avec la

présence de plusieurs gènes intercalés, notamment les gènes TAP1/TAP2 et

LMP2/LMP7 (8). Pour sa part, HLA-DM n’a pas été isolé par hybridation mais il

a plutôt été découvert par séquençage (9). Les gènes codant pour les chaînes

DMŒ et DM13 sont situés à proximité au niveau du centromère.

o
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Figure 1.4 Locus du complexe majeur d’histocompatibilité.

Le locus du CMN est positionné sur le bras court du chromosome 6 chez
l’humain. Le complexe génétique représente environ le millième du génome
humain, soit 3,5 x 1 kB (Traduit de Klein et al., 2000 (1)).
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1.2 CMH de classe I : Un aperçu

Pour palier à l’infection de cellules par des virus ou autres pathogènes

intracellulaires, le système immunitaire a développé une stratégie visant à se

débarrasser de ces cellules devenues une source potentielle de danger. En effet,

l’activité cytotoxique des lymphocytes T CD$ permet à l’organisme de détruire

des cellules infectées en reconnaissant des antigènes d’origine intracellulaire liés

aux molécules de classe 1. Pour des raisons de contrôle, la majorité des cellules

nucléées de l’organisme expriment donc des molécules de classe I, dans

l’éventualité où l’organisme devrait rapidement se départir de ces cellules.

Au niveau de l’organisation génique, les molécules de classe I sont

encodées au niveau de trois loci polymorphes du complexe majeur

d’histocompatibilité: HLA-A,-B et C. Chaque gène code pour une chaîne lourde

glycoprotéique d’environ 275 acides aminés. Une fois synthétisée dans le

réticulum endoplasmique, cette chaîne devra s’associer avec une deuxième

structure, la chaîne 132m (132 microglobuline), afin de former une molécule de

classe I complète. Cette étape nécessite la cainexine, une protéine chaperonne qui

assiste la chaîne lourde jusqu’à la rencontre de la chaîne 132m. L’association à la

132m coïncide avec le remplacement de la cainexine par la cafréticuline ainsi que la

participation de ERp57, la tapasine et le complexe TAP constitué de TAPI et

TAPII (voir York et Rock, 1996 (10) pour une revue complète sur la voie des

molécules de classe I).
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Les molécules TAP font partie de la famille des ABC transporteurs (ATP

binding cassette) et permettent le transfert de peptides (générés surtout grâce à

l’action du protéasome) du cytosol au réticulum endoplasmique. La liaison du

peptide à la niche complète la maturation de la molécule de classe I qui peut alors

sortir du RE pour accéder à la surface cellulaire. Pour sa part, la tapasine favorise

Je chargement de peptides en guidant la molécule de classe I au complexe TAP.

Elle agirait également comme chaperon en préservant la capacité des molécules de

classe I à lier des peptides (11). La tapasine jouerait donc un rôle similaire à celui

de HLA-DM (voir section 1.5) qui est retrouvé au niveau de la voie de

présentation des molécules de classe II.

1.3 CMH de classe II classique

Le rôle des molécules de classe II classiques est de présenter des peptides

antigéniques de source extracellulaire aux lymphocytes T CD4 afin se soutenir la

réponse immunitaire. Il existe trois isotypes chez l’humain (HLA-DP, -DQ, -DR)

et deux chez la souris (lA [gène H2-A] et lE [gène H2-E]). Ces molécules sont

des glycoprotéines transmembranaires de 55-60 kDa, composées de deux chaînes

associées de façon non-covalente et forment un hétérodimère: une chaîne a

d’environ 31-34 kDa et une chaîne J3 de 26-29 kDa (12). Les deux chaînes sont

glycosylées au niveau de résidus asparagine grâce à la présence de motifs

concensus Asn-X-Ser/Thr, à raison de deux modifications pour la chaîne Œ et de

une modification pour la chaîne j3. Chacune des chaînes est composée de deux
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domaines extracellulaires N-terminaux (Œ1/Œ2 et f311132) d’environ 90 résidus

chacun, un domaine trarismembranaire hydrophobe et un domaine C-terminal

intra-cytoplasmique (voir figure 1.2). Chaque domaine correspond également à un

exon du gène, à l’exception de la région transmembranaire et du domaine

cytoplasmique de la chaîne Œ qui partagent le même exon (12).

D’autre part, le niveau de polymorphisme retrouvé chez les molécules de

classe II classiques est assez impressionnant. C’est d’affleurs pour cette raison

qu’il est difficile d’effectuer des greffes de tissus sans rejet. Ce polymorphisme

peut dériver de chacune des chaînes x et 13, mais ceci dépend de l’isotype. Pour

HLA-DR, la chaîne DRa exprime seulement 2 allèles et pratiquement tout le

polymorphisme est retrouvé au niveau de la chaîne f3. Le gène HLA-DRB1 est le

plus polymorphe de tous les gènes de classe II avec plus de 221 allèles (12). Pour

HLA-DP et HLA-DQ, on observe du polymorphisme au niveau des deux chaînes,

mais avec une variation plus prononcée pour la chaîne 13.

1.3.1 Distribution cellulaire

À la différence des molécules de classe I qui sont exprimées à la surface de

toutes les cellules possédant un noyau, les molécules du CM}I de classe II sont

exprimées à la surface d’un type limité de cellules dites cellules présentatrices

d’antigènes (CPA). On retrouve donc des molécules de classe II principalement

au niveau des lymphocytes B, des macrophages et des cellules dendritiques. Ces

cellules ont toutes la capacité d’intemallser des protéines d’origine extracellulaire
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et de les dégrader en peptides au niveau de leurs compartiments intracellulaires.

La méthode d’intemalisation peut différer pour chaque type cellulaire. Alors que

les cellules dendritiques scrutent le milieu ambiant en absorbant les protéines par

endocytose, les macrophages préfèrent utiliser des récepteurs comme les

récepteurs Fc-y (fcRy) qui reconnaissent des complexes anticorps-antigène ou

bien d’autres récepteurs qui reconnaissent les composantes bactériennes. Pour

leur part, les cellules B sont capables d’internaliser efficacement des antigènes liés

par leurs immunoglobulines de surface. Elles peuvent toutefois absorber des

antigènes non spécifiques par endocytose, surtout lorsque les doses antigéniques

sont élevées.

L’expression des molécules du CMH-II dépend de l’état de différenciation

et d’activation des cellules. Par exemple, seules les cellules B matures expriment

les molécules de CMH-II, contrairement aux cellules immatures et aux

plasmocytes qui n’en expriment pas. Pour leur part, les cellules dendritiques

semblent être soumises à une régulation plus complexe. En effet, une cellule

immature exprime un faible niveau d’expression de surface des molécules de

classe II. Après une exposition à des produits bactériens ou stimuli

inflammatoires, les cellules enclenchent un processus de maturation qui mène à

une forte expression de surface des molécules de classe II accompagnée d’une

endocytose réduite (revu par Thery et aÏ. (13)). Dans le thymus, les molécules

CMH-II sont exprimées sur les cellules épithéliales du cortex et de la médula ainsi

que sur les cellules dendritiques d’origine hématopoïétique. Enfm, des tissus non



12

lymphoïdes comme certains endothéliums expriment également des produits de

classe II de façon constitutive alors que beaucoup de tissus peuvent exprimer des

molécules de classe II sous l’influence de 1’IFN-y (revu par Boehm et al., 1997

(14)).

1.3.2 Régulation génique

Au niveau transcriptionnel, l’expression des molécules de classe II est

contrôlée par des séquences conservées situées au niveau des promoteurs: les

boîtes W, X (Xl et X2) et Y. Ces motifs servent d’attache à de nombreux facteurs

de transcription comme Nf-Y, RFX5, RFXANK, CREB-1 (voir figure 1.5). La

seule présence de ces facteurs n’est pas suffisante pour stimuler l’expression des

molécules de classe II. En effet, le transactivateur CIITA (class II transactivator)

est l’élément clé permettant une régulation constitutive (15) ou inductible à

l’interféron-y des molécules de classe 11(16, 17).

CUlA est essentiel afin de permettre la transcription de tous les gènes qui

codent pour les molécules de classe II (18). Contrairement aux autres facteurs

décrits précédemment, CillA ne lie pas directement l’ADN. Il interagit plutôt

avec des facteurs déjà présents (voir figure 1.5) au niveau des régions promotrices

des gènes de classe 11(19). Ces interactions multiples permettent la formation

d’un complexe transcriptionnel efficace qui conduira à l’expression des molécules

de classe II.
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Figure 1.5 Promoteur des CMII de classe II et complexe transcriptionnel.

Représentation du promoteur typique des gènes du CMH de classe II ainsi que les
facteurs de liaison à l’ADN permettant au transactivateur CIITA de réguler
l’expression des molécules de classe II (Adapté de Ting et al., 2002 (19)).

1.3.3 Présentation antigénique par les molécules de classe II

1.3.3.1 Biosynthèse et ciblage

Rapidement après leur synthèse dans le réticulum endoplasmique, les

chaînes Œ et 3 des molécules de classe II s’associent avec la chaîne invariante (Ii)

pour former des complexes nonamériques. Ces complexes sont constitués de trois

chaînes invariantes centrales entourées de trois hétérodimères de classe II (voir

figure 1.6). La chaîne invariante interagit essentiellement avec la niche peptidique

de la molécule de classe II, empêchant par le fait même la liaison de peptides du

soi retrouvés au niveau du réticulum endoplasmique (20). Ii joue également un

rôle important au niveau du ciblage du complexe. En effet, elle contient deux

signaux de type dileucine encodés dans sa queue cytoplasmique (21) qui



14

o permettent d’une part au complexe de se diriger vers les compartiments

endosomaux majeurs où s’effectue le chargement peptidique sur les molécules de

classe 11(22), et permettent également d’y être retenu.

Figure 1.6 Modèle du trimère de Ii et du complexe CMH-II I Ii

Le panneau de gauche montre un trimêre de chaînes invariantes, tandis que celui

de droite représente un modèle du complexe classe IT / Ii (Une des molécules de

classe II est absente du modèle afin d’alléger la figure). La région responsable de

la trimérisation de la chaîne invariante est indiqué ainsi que le CLIP (Traduit de

Cresswell, P., 1996 (23)).

La façon dont les complexes CMH-II/Ti accèdent au système endosomal

n’est pas encore bien défini (voir figure 1.7). Plusieurs études morphologiques et

biochimiques ont suggéré une voie directe du réseau trans-golgien vers les

compartiments endosomaux (24, 25). Toutefois, une certaine quantité de

complexes CMH-II/Ii ont été retrouvés à la surface cellulaire. Cette observation

suggère donc qu’une partie des molécules de classe II fraîchement synthétisées

puissent transiter vers la surface avant d’atteindre les compartiments lysosomaux

(26, 27). Une fois rendue dans ces compartiments, la chaîne invariante est

progressivement dégradée par des protéases comme la cathepsine L et S (2$, 29).

Cette dégradation n’est pas complète puisqu’un fragment restera associé avec la
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niche peptidique de la molécule de classe II. En effet, le CLIP (class II-associated

invariant chain peptides) est protégé de la dégradation et restera dans la niche

jusqu’à ce qu’un autre peptide occupe la place. La dissociation de CLIP peut se

faire spontanément chez certaines molécules de classe II, mais il a été démontré

qu’en général cette étape requiert la présence de HLA-DM, une molécule qui

catalyse la relâche de CLIP et favorise le chargement de nouveaux peptides.

HLA-DM peut être influencé par une autre molécule de classe II, HLA-DO, qui

semble moduler son activité. Ces deux dernières molécules vont être décrites plus

en détail à partir de la section 1.4.

1.3.3.2 Rôle chaperon de la chaîne invariante

En plus de cibler les molécules de classe II dans les bons compartiments de

présentation, la chaîne invariante agirait aussi comme chaperon moléculaire. En

effet, une absence de Ii démontre une agrégation prématurée des molécules de

classe II dans le RE (30). De plus, il a été démontré que la chaîne invariante peut

corriger l’agrégation de ces molécules (31). La chaîne invariante n’est pas

obligatoire afin d’exprimer des molécules de classe II en surface (32). Toutefois,

l’expression de surface des molécules de classe II est significativement réduite en

absence de Ii (33-35).

Ii agirait également afin de stabiliser les molécules de classe II. En effet,

l’absence de Ii démontre une réduction d’efficacité de chargement peptidique sur

les molécules de classe 11(34). Par sa liaison à la niche peptidique, Ii permettrait
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C
également d’assister la molécule de classe II au niveau de son repliement et

favoriserait ainsi sa sortie du RE (36). Cette fonction rappelle le rôle des peptides

antigéniques pour les molécules de classe I, où la liaison peptidique permet le

transport des complexes vers la surface cellulaire. La chaîne invariante peut donc

être considérée comme un substrat temporaire qui agit comme chaperon envers les

molécules de classe II fraîchement synthétisées.

1.3.3.3 Nature des compartiments de présentation MIIC

Plusieurs études ont tenté de définir le type de compartiments

endosomauxllysosomaux où les molécules de classe II acquièrent leurs peptides.

Par microscopie électronique, les premières expériences ont démontré que la

majorité des molécules de classe II étaient localisées dans des structures

lysosomales multilamélaires nommées MIIC (MHC ctass II compartments) (24,

37). Par la suite, plusieurs groupes ont décrit d’autres types de compartiments de

présentation possédant des caractéristiques propres aux endosomes et aux

lysosomes (38-41). Le terme Iv11IC a donc été élargi afin d’inclure tout

compartiment (de nature endosomale ou lysosomale) contenant des molécules de

classe II (voir figure 1.7)

Il n’y pas de réponses claires quant à la nature exacte des compartiments

où le chargement peptidique aurait lieu. En effet, une des premières études

propose que les molécules de CMH-IT soient directement dirigées dans un

compartiment pré-lysosomal non classique (MIIC) où elles s’accumuleraient et où
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s’effectuerait le chargement des peptides antigéniques (37). Toutefois, la présence

de complexes CMHII-Ii ainsi que le chargement de peptides antigéniques ont été

observées dans de multiples sous-compartiments endosomaux classiques (27, 42).

De plus, la molécule HLA-DM (catalyseur de l’échange de CLIP) est retrouvée

tout le long de la voie endosomale tardive dans des organelles non distinguables

des endosomes conventionnels (43).

Figure 1.7 Voie endosomale et route des molécules du CMH-II.

Après leur passage dans le réseau trans-golgien (RTG), les molécules de classe II
passent par la voie endosomale pour atteindre les lysosomes. Une fraction se rend
directement en surface pour être ensuite endocytée alors qu’une grosse portion est
dirigée directement aux MIIC précoces ou aux endosomes tardifs (flèches noires).
Les complexes CMHII-peptides quitteraient la voie endosomale de plusieurs
façons (flèches rouges). La liste des marqueurs est indiquée pour chaque
compartiment. Abréviations: Ii = chaîne invariante, LAMP-1 lysosome
associated membrane protein, MIIC MHC cÏass II compartment, MPR =

mannose 6-phosphate receptor, TJR = transferrin receptor. (Traduit de Geuze,
1998 (44)).
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La présence de classe II dans différents compartiments permettrait l’accès

à un plus large éventail d’antigènes qui sont potentiellement présents tout le long

de la voie endocytaire. Cette possibilité est en accord avec des expériences

démontrant que les molécules de classe II peuvent lier des peptides non seulement

dans les lysosomes, mais également au niveau des endosomes précoces (27).

1.3.3.4 Rôle des protéases au niveau des MIIC

Après leur internalisation par les cellules présentatrices d’antigènes, les

antigènes de source exogènes vont transiter le long de la voie endocytaire et

rencontrer une série d’enzymes permettant de les couper, de les modifier et de les

apprêter afin que ces derniers puissent être présentés par les molécules de classe II

du CIV[H. Cette dégradation est partielle et ne doit pas être complète afin d’obtenir

des polypeptides capables d’interagir avec les molécules du CMH. Il existe une

quantité impressionnante d’enzymes protéolytique exprimées dans les cellules

présentatrices d’antigènes (CPA) comme la cathepsine de type «aspartic

proteases» CatD, les cathepsines de type «cystein proteases» CatB,F,H,L,S,Z

ainsi que l’AEP (asparaginyl endopeptidase). Ces enzymes sont synthétisées sous

forme de proenzyme dans le RE et restent inactives jusqu’à leur maturation dans la

voie endosomale. Cette maturation s’effectue par phénomène d’autocatalyse ou

bien par l’action d’autres protéases et permet ainsi leur plein activité protéolytique

(45).
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L’exposition des antigènes aux environnements acides constitue une

première étape dans l’apprêtement antigénique. En effet, ce changement de pH

permet d’une part d’initier le relâchement structural des protéines mais également

de favoriser la réduction des ponts disulfures. Malgré des connaissances limitées

dans ce domaine, l’enzyme GILT (Gamma-interferon-Inducible Lysosomal Thiol

reductase) semble être une candidate impliquée dans ce processus puisqu’elle est

capable de réduire les ponts disuifures à pH acide. Elle est aussi exprimée de

façon constitutive dans les CPA professionnelles en plus d’être induite par

l’interferon gamma dans les autres tissus. Enfin, cette dernière est présente dans

les mêmes compartiments tardifs où se retrouvent les molécules de classe 11(46,

47). Par ailleurs, d’autres éléments peuvent également influencer l’accessibilité

des protéases comme le niveau de glycosylation des protéines, la liaison des

antigènes avec leur récepteur durant l’internalisation (ex: liaison au BCR) ainsi

que la liaison précoce des antigènes avec les molécules de classe 11(48, 49).

1.3.4 Structure des molécules de classe II

Depuis une dizaine d’années, plusieurs groupes ont pu résoudre par

cristallographie à rayons X la structure en trois dimensions de certaines molécules

de classe II chez l’humain (50-57) ainsi que chez la souris (58-62). Comme on

peut le constater à la lumière de ces résultats, les régions ul et 31 de la molécule

s’assemblent pour former la niche peptidique (voir figure 1 .8a). Les premiers

acides aminés de chaque chaîne (région N-terminale) forment le plancher de la

niche en se repliant sous forme de feuillets beta antiparallèles. Cette région N-
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Figure 1.8 Structure tridimensionnelle d’une molécule du CMII de classe II
(ULA-DRJ).

(A) La chaîne a (verte) et la chaîne 13 (rouge) interagissent avec un peptide (bleue)

pour former la molécule de classe II complète. Les domaines OEl et 131 forment la

niche peptidique alors que les régions Œ2/132 se replient en domaines 1g. (B) Vue

aérienne de la niche peptidique des molécules de classe II classiques. Les

premièrs feuillets de chaque chaîne Œ/13 s’associent de façon non covalente par de

nombreux ponts hydrogènes (lignes pointillées noires) (Adapté de Batalia et

Colins, 1997 (66)).

o terminale est en grande partie responsable de la bonne interaction entre les chaînes

(X et [3. En effet, comme on peut le voir à la figure 1 .$b, de nombreux ponts

hydrogènes permettent au premier feuillet de chaque chaîne d’interagir. De plus,

avant même la résolution des cristaux de classe II, des études d’interaction entre

différents allèles du CMH avait révélé que la région N-terminale du classe II

(surtout la chaîne beta) était essentielle à la bonne conformation des hétérodimères

et au transport éventuel de ces molécules vers la surface cellulaire (63-65).

B)A)
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Deux hélices alpha (une sur chaque chaîne) forment ensuite la partie

latérale de la niche qui est ouverte à chaque extrémité, ce qui laisse place à de plus

longs peptides que ceux retrouvés sur les molécules de classe T. Cette niche

peptidique repose sur les domaines Œ2 et 2, qui ont une structure apparentée à

celle de la superfamille des immunoglobulines. Une région transmembranaire,

formée également des deux chaînes, permet ensuite d’ancrer la molécule dans la

membrane plasmique. Enfin, la région C-terminale de l’hétérodimère est formé de

queues cytoplasmiques pouvant encoder certains signaux de ciblage.

1.3.5 Liaison CMflfPeptide

Contrairement aux molécules de classe I qui peuvent lier des peptides

d’une longueur d’environ $ à 10 acides aminés, les molécules de classe II peuvent

accommoder un plus large éventail de peptides. En effet, même si la longueur

moyenne de ces peptides se situe entre 13 et 17 acides aminés, certaines études ont

démontré que la molécule de classe II pouvait lier de plus gros peptides (67),

allant même jusqu’à la liaison de protéines pleine longueur (62). Cette

polyvalence est due à la forme de la niche peptidique qui n’est pas refermée à son

extrémité comme c’est le cas chez les molécules de classe I. Il est donc probable

que la dégradation de l’antigène et sa capture par les molécules du CMH-II ne

soient pas des phénomènes indépendants. En effet, l’antigène en cours de

dégradation pourrait être capturé sous forme de longs fragments peptidiques. Sa

dégradation se poursuivrait par digestion autour de la région protégée par la

molécule du CMH (69).
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Malgré une grande variabilité au niveau de la longueur des peptides, la

séquence protéique formant un contact avec la niche peptidique est en général de 9

acides aminés. Ce contact dépend de plusieurs facteurs, mais il est surtout dicté

par le niveau de polymorphisme de la molécule de classe II. En effet, la majorité

du polymorphisme rencontré chez les molécules de classe II est constitué de

résidus pointant vers l’intérieur de la niche peptidique qui formeront un contact

avec les peptides (70). Ces résidus sont surtout retrouvés au niveau des hélices

alpha de la région Œ1/1 ainsi que le plancher peptidique formé des feuillets beta.

Un niveau limité de polymorphisme existe aussi dans des régions externes à la

niche peptidique.

Les études de cristallographie ont permis de mieux comprendre la façon

dont les peptides forment un contact avec la niche peptidique des molécules de

classe II. En effet, l’une des premières études clés à décrire cette liaison a été

effectuée par le groupe de Don Wiley en utilisant le peptide HA (306-31$) associé

à la molécule HLA-DR1 (51). L’étude, ainsi que plusieurs autres par la suite (54,

5$), démontre que le peptide adopte une conformation hélicoïdale de type

polyproline-II (voir figure 1 .9a). Il est intéressant de noter que tous les peptides,

malgré leur séquence distincte, vont adopter le même genre de conformation (voir

figure 1 .9b). Cette structure secondaire fait en sorte que le peptide aura certains

points d’ancrage dans la niche peptidique alors que d’autres résidus pourront

pointer à la surface du complexe MHC/peptide afin de pouvoir faire contact avec

le TCR. Le peptide est également orienté dans le même sens que l’hélice de la
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o chaîne alpha, donc la portion N-terminale du peptide est situé à proximité de la

région N-terminale de cette même hélice (voir figure Y .9a).

A)

Ch.... (MII

iI6P9

C1,.4fl* lU (MII

B)

Hsp

C)

figure 1.9 Orientation du peptide dans la nïche peptidique du classe II.

(A) Schéma de la conformation en hélice polyproline de type II (ppII) des peptides

occupant la niche peptidique des classe II. Les résidus du peptide sont identifiés

dans l’ordre, de Pi à P9. (B) Alignement de quatre peptides liés aux molécules de

classe II. Chaque peptide adopte une structure hélicoïdale ppII et sont

pratiquement superposables. (C) Représentation de la niche peptidique d’une

molécule HLA-DR1. Les pochettes pouvant accueillir les chaînes latérales des

peptides sont indiquées par des numéros. Ces numéros correspondent à la position

des résidus du peptide pouvant occuper la pochette (Adapté de Batalia et Coliins,

1997 (66)).

HA PKYVKQNTLKLAT
CLIP PVSKMRMATPLLMQA

VITAFNEGLK
MVNHFIAEFK
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De façon plus détaillée, il a été démontré qu’une série de liens hydrogènes

permettent de relier les chaînes Œ et 3 de la molécule de classe U au peptide

antigénique (voir figure 1.10). Il existe 1 1 ponts hydrogènes conservés impliquant

des résidus retrouvés chez la plupart des molécules de classe 11(71). Ces liaisons

n’impliquent pas les chaînes latérales des peptides antigéniques et pourraient donc

servir à lier tous les peptides d’une façon générale. En revanche, l’intérieur de la

niche peptidique des molécules de classe II possèdent des cavités permettant de

lier les chaînes latérales des peptides (voir figure 1.9e). Ces cavités ou pochettes

sont formés de résidus polymorphes et sont ainsi responsables de la variation de

reconnaissance des peptides entre les différentes molécules de classe II. Il existe 6

pochettes nommées respectivement P1,P3,P4,P6,P7 et P9, le numéro

correspondant à la position des acides aminés du peptide qui occupera chaque

cavité. La première poche (Pi) peut accommoder des chaînes latérales

hydrophobes et est composée de résidus qui sont généralement conservés alors que

les pochettes P4 et P6 constituent les régions les plus polymorphes.
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G

1.3.6 Formation des hétérodimères de classe H

L’expression des molécules de classe ii à la surface des cellules demande

une association préalable des chaînes Œ et f3 dans le réticulum endoplasmique, et

de façon générale, seules les chaînes d’un même isotype peuvent s’associer de

façon efficace. DRalpha, qui exprime majoritairement un seul allèle, peut

s’associer avec n’importe quel des allèles de la chaîne DRbeta. En revanche, il

existe plusieurs allèles différents pour chacune des chaînes Œ et f3 des gènes DP et

DQ. Certains groupes ont donc vérifié si l’expression efficace des molécules de

classe II en surface pouvait dépendre du type d’allèle rencontré. Plusieurs

Figure 1.10 Interaction entre le peptide et la niche du classe II.

Représentation de la niche peptidique d’une molécule HLA-DR1 liant un peptide
HA. Une série de ponts hydrogènes conservés (lignes pointillées) permettent le
contact entre la niche de la molécule de classe II et le peptide (Adapté de Stratikos
et al., 2004 (72)).
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expériences ont montré que les paires cL/f3 provenant d’haplotypes

«correspondants» (chaînes encodées en cis sur le même chromosome)

démontrent une expression forte et uniforme des molécules de classe II. Pour leur

part, les combinaisons d’haplotypes «non-correspondants» (chaînes exprimées en

trans sur des chromosomes différents) démontrent des variations d’efficacité qui

vont d’une expression normale à une expression complètement déficiente (73-75).

L’utilisation d’un système de transfection dans des cellules exemptes de

molécules de classe II endogènes a également permis de confirmer cette variabilité

au niveau de l’expression de diverses combinaisons de chaînes &E3 (63, 65, 76).

En effet, ces études ont démontré que la variabilité est surtout due à du

polymorphisme retrouvées au niveau de la région N-terminale des chaînes 3. Des

expériences plus poussées ont même permis de conclure que les sites

d’incompatibilité menant à l’expression déficiente ou très faible de certaines

combinaisons &13 étaient situées principalement au niveau de l’interaction des

feuillets beta ainsi qu’une région secondaire située à la fin des hélices alpha (63,

64, 77, 78).

Le groupe de Ronald Germain a tenté de définir biochimiquement la cause

de ces différents phénotypes d’expression (79). Alors que la formation des

hétérodimères semblait normale dans tous les cas observés, des expériences de

digestion à l’endoglycosidase H ont démontré une incapacité de certaines

combinaisons à progresser vers l’appareil de Golgi. Cette rétention explique la
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C
faible expression de surface de ces hétérodimères et suggère qu’une conformation

inadéquate causée par un mauvais appariement des domaines N-terminaux puisse

mener à un transport intracellulaire déficient des molécules de classe II.

Toutefois, il semble que les domaines N-terminaux ne soient pas les seules régions

à influencer la formation des hétérodimères. En effet, des expériences effectuées

avec différents allèles de DQ ont permis de conclure que le domaine i de DQ

(résidus polymorphes 60 à 90 correspondants à l’hélice a) contenait des éléments

affectant l’expression stable des hétérodimères (80). De plus, il a été démontré

que les régions transmembranafres de chacune des chaînes c et 3 occupaient

également un rôle dans la formation des hétérodimères de classe II puisque la

mutation de plusieurs résidus dans ces domaines provoque la rétention du

complexe dans le RE (81).

D’autre part, il existe un autre mécanisme indépendant de la conformation

qui peut influencer l’expression des molécules de classe II en surface. Dans les

cellules qui expriment plus d’une combinaison a/, une compétition peut survenir

entre les précurseurs des chaînes synthétisées. En effet, des hétérodimères de

classe II exprimés modérément lorsqu’une seule chaîne c et J3 est présente

deviennent indétectables si certains partenaires privilégiés (provenant du même

haplotype par exemple) de l’une ou l’autre des chaînes sont co-synthétisés ($2,

$3).
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1.3.7 Formation de paires mixtes inter-isotypes

Pour un même isotype (ex: HLA-DQ), de nombreuses études ont

démontré que la chaîne Œ ou d’un haplotype donné pouvait s’associer avec une

chaîne complémentaire d’un autre haplotype. Mais de façon surprenante, certains

groupes ont également noté qu’il était possible de former des paires inter

isotypiques, c’est-à-dire d’associer une chaîne alpha provenant d’un isotype (ex:

DRa) avec une chaîne beta provenant d’un autre isotype (ex: DQ[3). En effet,

l’expérience la plus directe prouvant l’assemblage et l’expression de surface de

paires isotypique hybrides de molécules de classe II a été effectuée par le groupe

de Dominique Charron. Dans cette étude, l’analyse par gel électrophorèse à deux

dimensions révèle la présence surprenante d’un complexe DRŒ-DQ dans les

cellules PGf, une lignée B humaine transformée par EBV (84).

Toutefois, bien que cette lignée exprime les paires normales DRŒ3 et

DQŒ, elle n’exprime pas la combinaison DQŒ-DRI3. Chez la souris, des

systèmes de transfections ont également permis de former ce type de paires mixtes

à la surface cellulaire en utilisant les gènes E (homologue de DRŒ) et A

(homologue de DQE3) ($5, $6). Selon ces dernières études, un hybridome T

(AODH-7.1) pouvait même être stimulé par ce type d’hétérodimère en présence

d’antigènes alors qu’un autre groupe identifiait un lymphome B (2PK3) qui

exprimait la paire mixte isotypique E”-A comme élément majeur à sa surface

cellulaire (87).
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D’autre part, il est possible d’utiliser des système de paires mixtes

isotypiques afin d’étudier la formation des hétérodimères de classe II. En effet,

l’utilisation d’une chaîne E chimérique contenant différentes séquences de DP et

DR a permis de montrer que ces deux isotypes avaient des exigences structurales

différentes afin de former des hétérodimères stables (8$). Par exemple, une

chimère contenant les 22 premiers acides aminés de DRI3 est capable de former

une paire stable avec DRŒ. En revanche, les 22 premiers acides aminés de DPf3

ne sont pas suffisants afin de former un complexe stable avec DPŒ. Cette paire

mixte exige plutôt la participation des 43 premiers acides aminés.

En s’inspirant sur ce type de chimère, il a par la suite été démontré qu’il

était possible de former de nouvelles paires mixtes isotypiques entre la chaîne

DRa et la chaîne F3 d’une molécule de classe II non classique FILA-DO (89). En

effet, la substitution des 18 premiers acides aminés de la chaîne DO[3 par DRf3

(DR[318/DOF3) est suffisante afm de former des paires mixtes stables entre DRŒ et

DOF3. Ce système a été utilisé abondamment par notre groupe et sera traité plus en

détail dans les prochains chapitres.

1.4 CMH de classe II non classique

La présentation antigénique demande la participation de molécules

accessoires qui serviront à moduler le type de peptides présentés par les

molécules classiques du CMH de classe II. Nous avons décrit précédemment la
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chaîne invariante qui joue un rôle important dans ces processus. Il existe toutefois

d’autres molécules accessoires qui appartiennent à la catégorie des molécules de

classe II dites non classiques et qu’on retrouve sous deux isotypes: HLA-DO et

HLA-DM (H2-O et H2-M chez la souris). Ces molécules sont très similaires en

séquence ou en structure aux autres molécules de classe II. De plus, ils sont situés

dans le locus du CMH à proximité des molécules de classe II classiques. Pour ces

raisons, elles appartiennent à la famille des molécules du CMH de classe II.

Toutefois, ces molécules sont peu polymorphes. Elles sont donc considérées

comme des molécules non classiques.

Ces molécules possèdent également des caractéristiques qui les distinguent

des autres. En effet, à la différence des molécules classiques qui vont être

exprimées à la surface des cellules afin de présenter des peptides antigéniques aux

lymphocytes T, les molécules non classiques sont très peu exprimées en surface et

vont plutôt être concentrées à l’intérieur des compartiments lysosomaux (90, 91).

De plus, ces molécules sont incapables de lier des peptides dans leur niche (voir

figure 1.11). Elles ne peuvent donc pas jouer de rôles directs dans la présentation

aux lymphocytes T. Une autre caractéristique qui les distingue concerne le faible

niveau de polymorphisme rencontré et le haut niveau de conservation inter

espèces (6, 92). En effet, les chaînes a et I de DM et DO comptent très peu

d’allèles (entre 3 et $ allèles) alors qu’on retrouve facilement plus de 220 allèles

différents chez certains isotypes de classe II classiques comme le gène DRI31 (12).
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Figure 1.11 Les molécules de classe II non classiques HLA-DO et HLA-DM
ne peuvent lier de peptides.

Des molécules purifiées de DM ne peuvent lier de peptides, même après 4$ heures
d’incubation (premier panneau). HLA-DO ne peut non plus lier de peptides,
même en présence de DM (troisième panneau). En comparaison, HLA-DR lie très
bien tous les peptides utilisés (deuxième panneau) et cette liaison est améliorée par
la présence de DM (dernier panneau) (Traduit de Kropshofer et al., 1999 (93)).

Par ailleurs, un autre gène de classe II non classique retrouvé seulement

chez la souris été caractérisé: le gène H2-Eb2 (94). Il est induit de la même façon

que le gène H2-Ob et il est retrouvé au niveau des cellules B. Toutefois, aucune

chaîne a correspondante n’a été identifiée jusqu’à maintenant et on ne sait si E2

fait partie d’un protéine fonctionnelle.

1.5 HLA-DM

Il est possible de former des complexes CMH/peptides en incubant des

peptides antigéniques avec des molécules de classe II purifiées ou exprimées à la
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surface des cellules, mais ce processus est lent et demande d’être catalysé (95). La

première évidence qu’une telle activité devait être régulée s’est présentée lors de

l’analyse de lignées cellulaires mutantes qui comportaient des défauts majeurs au

niveau de la présentation antigénique aux lymphocytes T CD4, et ce malgré la

présence normale de molécules de classe II classiques (96). En analysant ces

molécules de classe II de plus près, on remarque qu’elles sont plus sensibles au

SDS et que la niche peptidique n’est pas vide, mais accumule plutôt un éventail

limité de peptides (CLIP) qui sont en majorité dérivés de la chaîne invariante (97,

98). Le rôle de DM a été clarifié lors d’études ultérieures qui ont démontré, par

analyse génétique, que le défaut était imputable à une région du CMH (99, 100) et

qu’il pouvait être corrigé par la transfection des gènes codant pour HLA-DM (101,

102).

L’analyse des souris « knock out» pour H2-M a également confirmé

certaines de ces observations (103-105). En effet, les molécules de classe II

semblent être associées en majorité avec CLIP et les spienocytes ne peuvent

présenter efficacement des antigènes aux lymphocytes T. Au niveau de la

sélection thymique, un nombre réduit de cellule T CD4 matures est produit,

probablement à cause d’une présence exagérée du peptide CLIP à la surface des

molécules de classe II. Malgré la présence d’un répertoire de cellules T normal,

une analyse détaillée a démontré que certains récepteurs T ne pouvaient être

sélectionnés positivement (106-108) et que les récepteurs qui étaient sélectionnés

possédaient une diversité limitée (109). De plus, la sélection négative semble
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anormale puisque les cellules T réagissent fortement face à des CPA provenant de

souris compatibles au niveau du CMH. Cette réactivité est due à l’absence de

peptides du soi autre que le CLIP au niveau de la région medullafre du thymus

(endroit où s’effectue la sélection négative). Les clones T autoréactifs ne peuvent

donc pas être effacés du répertoire.

1.5.1 Transport et ciblage intracellulaire

Contrairement aux molécules classiques de classe II qui nécessitent l’aide

de la chaîne invariante pour progresser vers d’autres compartiments, les

hétérodimères DM&f3 nouvellement synthétisés ne semblent pas s’associer

fortement à Ii (110). En effet, dès l’association de DMa (26 kDa) et de DM3 (27

kDa), le complexe peut transiter vers l’appareil de Golgi afin de compléter sa

maturation. A cet endroit, la chaîne beta acquiert 1 nouveau groupement

glycosylé alors que la chaîne alpha en acquiert 2, conférant un poids respectif de

30-31 kDa et de 33-35 kDa.

Des études ont démontré que peu de DM était exprimé en surface cellulaire

et que la majorité de DM était plutôt présent dans le système

endosomal!lysosomal, plus particulièrement dans les compartiments MIIC (43, 90)

pour un ratio DM:DR d’environ 1:5 (111). L’enrichissement de DM au niveau de

ces compartiments est du à un signal de ciblage de type tyrosine (YTPL) encodé

par la queue cytoplasmique de la chaîne F3 (112, 113). Peu d’études ont tenté

d’expliquer la façon dont DM atteint les compartiments endosomaux, mais
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l’utilisation de dominants négatifs de clathrine suggère que DM et Ii empruntent

des compartiments vésiculaires distincts afin d’atteindre la voie endosomale (114).

En effet, DM semble dépendant des vésicules enrobées de clathrine pour son

transport du réseau trans-golgien à la voie endocytaire alors que la chaîne

invariante n’est pas dépendante de ces vésicules de clathrine. Malgré une

connaissance incomplète à ce sujet, il semble toutefois admis que les molécules de

classe II classiques ainsi que Ii et DM sont généralement présents dans les mêmes

compartiments (43).

D’autre part, des études plus récentes ont permis la détection de DM à la

surface des cellules de Langerhans (115) ainsi que les cellules dendritiques et les

cellules B (116). Dans ces études, il a été suggéré que la présence de DM en

surface puisse faciliter le chargement de peptides à cet endroit ainsi que dans les

compartiments de recyclage des endosomes précoces.

1.5.2 Rôle physiologique de HLA-DM

1.5.2.1 ULA-DM comme catalyseur de l’échange peptidique

Grâce à l’utilisation de DM et de DR purifiés, des études de chargement

peptidique sur les molécules de classe II ont permis d’arriver à la conclusion

suivante: DM facilite la relâche de CLIP sur les molécules de classe II et DM

favorise à la fois la cinétique ainsi que l’efficacité du chargement de nouveaux

peptides antigéniques de façon dose dépendante (117-119). De plus, l’échange
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peptidique suit les règles de Michaelis-Menten, ce qui suggère un rôle catalytique

à la molécule HLA-DM malgré le fait que cette dernière ne soit pas une enzyme à

proprement parler (120). Cette activité catalytique explique d’affleurs pourquoi un

test in vitro de chargement sans DM prend plus de 12 heures à s’effectuer alors

que dans les conditions in vivo, cet échange survient en moins d’une heure.

De façon plus détaillée, l’activité catalytique du chargement peptidique est

causée par l’accélération de la relâche du CLIP, ce qui permet à plus de molécules

de classe II libres de lier de nouveaux peptides (117-119) (voir figure 1.12a). En

effet, HLA-DM n’agit pas directement en transférant les peptides puisqu’il est

incapable de lier ces peptides dans sa niche. D’autre part, l’activité catalytique

optimale de DM se situe à pH acide (pH 4.5-5.5), ce qui concorde avec le pH

retrouvé au niveau des compartiments lysosomaux acides où s’effectue le plus

d’échanges peptidiques. DM est aussi capable de catalyser l’échange peptidique à

pH neutre (de façon moins efficace toutefois), ce qui suggère que DM puisse agir

tout le long de la voie endocytaire.
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Figure 1.12 Rôles de HLA-DM sur le chargement peptidique des molécules

de classe II

(A) Catalyse de l’échange peptidique par DM. En se liant à DR, DM permet la

relâche du peptide CLIP et permet la liaison d’un peptide de plus forte aflinité

(rouge). (B) Stabilisation du classe II par DM. Dans l’éventualité où la molécule

de classe II ne trouverait pas de peptides à lier dans sa niche (DR-vide), DM agit

comme chaperon en évitant son agrégation. (C) Edition de peptides par DM.

Dans l’éventualité où CLIP serait échangé pour un peptide instable (bleu), DM

peut réengager la molécule de classe II afin d’échanger ce peptide pour un peptide

de haute stabilité (Adapté de Kropshofer et aL, 1999 (93)).

1.5.2.2 HLA-DM comme chaperon moléculaire

Les molécules de classe II vides (exemptes de peptides) ont tendance à

l’agrégation et à la dénaturation, spécialement en milieu acide (121-123). Cette

instabilité serait due à l’exposition de résidus hydrophobes contenus dans la niche

peptidique qui sont normalement protégés par le peptide. Certaines évidences ont

démontré que DM pouvait préserver la stabilité des molécules de classe II vides

(voir figure 1.1 2b). En absence de peptides et à pH acide, les complexes DR
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conservaient leur capacité de liaison peptidique en présence de DM alors qu’en

absence de DM, ces complexes ne pouvaient plus lier de peptides (124, 125) et

commençaient à agréger (125). Selon cette dernière étude, des complexes DM

DR vides purifiés à partir de compartiments lysosomaux pouvaient également être

chargés facilement avec des peptides.

1.5.2.3 HLA-DM comme éditeur de peptides

En plus de permettre la relâche du CLIP sur les molécules de classe II, DM

permet aussi de libérer certains peptides comme celui dérivé de la «myeÏin basic

protein» (MBP 90-102). Il est toutefois incapable de catalyser la relâche d’autres

peptides comme l’épitope HA 307-3 19 (117). DM agit donc comme un éditeur

puisqu’il influence la qualité des peptides qui sont liés à la niche peptidique des

molécules de classe II (voir figure 1.12c). De plus, des expériences in vitro ont

confirmé que DM pouvait échanger des peptides autres que le CLIP (125). Dans

cette dernière étude, un mélange de six complexes DR1 :peptide était incubés en

présence ou en absence de DM. Mors que cinq complexes sur six restaient intacts

en absence de DM, seulement deux complexes semblaient réfractaires à l’action

de DM. De plus, des expériences in vivo ont également permis de suggérer un rôle

éditeur à HLA-DM puisqu’une variété de peptides du soi liés à HLA-DR étaient

sensibles à l’action de DM (126). Enfin, des analyses effectuées par spectroscopie

de masse sur des cellules DM par rapport à des cellules DM ont démontré des

différences marquées au niveau du répertoire peptidique (127).
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1.5.3 Structure de HLA-DM

Malgré une faible homologie au niveau de leur séquence primaire, les

analyses de cristallographie ont démontré que la structure de HLA-DM était très

similaire à celle des molécules du CMH de classe II classique (128, 129). En

effet, les domaines ccl et F31 composés de $ feuillets beta flanqués de 2 hélices

alpha présentent une structure semblable à la niche peptidique des autres

molécules de classe II. Mais contrairement à ces dernières, les domaines ccl et F31

de DM forment un niche peptidique fermée qui ne possède pas de cavités

spécifiques et qui ne peut donc pas lier de peptides antigéniques (voir figure 1.13).

Cette structure particulière est due à des contacts répétés tout le long des hélices

alpha et est stabilisée par la présence de ponts disulfiires qui ne sont pas présents

chez les molécules de classe II classiques.

Figure 1.13 Comparaison de la niche peptidique de HLA-DM et ULA-DR1.

(A) La niche peptidique de HLA-DM est refermée sur elle-même -etne permet

l’association de peptides. (B) Au niveau des molécules de classe II, la niche

peptidique est dotée de plusieurs poches permettant la liaison peptidique. Les

champs électrostatiques négatifs sont représentés en rouge et les champs positifs

en bleu. Le peptide HA est représenté dans la niche de la molécule HLA-DR1.

(Tiré de Kropshofer et aÏ., 1997 (130)).
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HLA-DM diffère également des autres molécules de classe II par la

présence de nombreux résidus cystéine. Pas moins de 7 cystéines supplémentaires

sont retrouvées au niveau de la chaîne DM13 alors que la chaîne DMa en compte 2

de plus. Il est probable que ces résidus influencent grandement la conformation de

DM. En effet, il a été démontré que la mutation de la cystéine 1379 mène à un

repliement inapproprié de la chaîne DM13 en formant des hétérodimères DMa13

aberrants ainsi que des homodimères DM1313 retenus dans le reticulum

endoplasmique (131).

1.5.4 Association entre DR et DM

Les premières évidences d’une association directe entre HLA-DM et HLA

DR viennent d’expériences in vitro utilisant des protéines purifiées DR et DM

ainsi que des peptides synthétiques (117). Des expériences de co

immunoprécipitation ont également démontré la formation du complexe in vivo.

Cette association s’effectue préférentiellement à pi-I acide, ce qui est compatible

avec le niveau d’acidification retrouvé dans les compartiments Iv11IC. De plus,

l’interaction est faible puisqu’elle n’est maintenu qu’en présence de détergents

doux et moins dénaturants comme l’agent zwitterionique Ci-lAPS (132). Il semble

également que les molécules DM et DR doivent être complètes afin d’observer

une activité catalytique optimale de HLA-DM. En effet, une étude récente à

démontré que les régions transmembranafres de chaque molécule étaient
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importantes pour la colocalisation de DM et DR au niveau des mêmes membranes

(133).

1.5.4.1 Changements conformationnels induits par l’interaction DR-DM

Des expériences de co-immunoprécipitation ont démontré que DM lie

préférentiellement les molécules HLA-DR exemptes de peptides (124) ou

occupant des peptides de faible stabilité comme CLIP (120, 125). Ces résultats

suggèrent donc que la reconnaissance des molécules HLA-DR par DM dépend

d’une conformation de la molécule de classe II qui est dictée par la force des liens

peptidiques. Certaines expériences démontrent également que DM a la capacité

d’altérer la conformation de DR. En effet, les molécules DR3-CLIP qui ne ne sont

pas reconnues par l’anticorps 16.23 en en absence de DM deviennent 16.23k

lorsque DM interagit pour enlever le CLIP (134). Cette réactivité est conservée

même lorsque d’autres peptides se lient à la niche peptidique. De plus, le CLIP

peut s’enlever spontanément chez certains allèles en absence de DM par un

phénomène d’auto relâche (127), mais même dans cette situation les complexes

DR3-peptides demeurent 16.23. Cette conformation imposée par DM semble

aussi être importante pour la reconnaissance par les cellules T car ces dernières

peuvent faire la distinction entre les complexes DR3-peptides 1 6.23 et I 6.23

(134).

D’autre part, l’utilisation d’ANS ($-anilino-l-naphthalenesuffonic acid), un

agent permettant de détecter les surfaces hydrophobes, a permis de démontrer que
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c les molécules de classe II ainsi que HLA-DM changeaient de conformation selon

le pH (135). En effet, ces molécules exposent plus de groupements non polaires à

pH lysosomal. En revanche, le mélange de DM et DR mène à une diminution de

la fluorescence provoquée par l’ANS. Cette baisse de fluorescence suggère donc

que l’interface utilisée implique la participation de résidus hydrophobes.

L5.4.2 Interaction DR-DM : Interface de DR impliquée

Depuis les dernières années, plusieurs études ont permis de mieux

préciser les sites d’interaction de DM sur DR. En effet, une première étude de

mutagenèse sur DR a mené à l’identification de 6 positions critiques pour

l’interaction avec DM (136) (voir figure 1.14). Ces résidus sont tous situés sur

une même interface et leur mutagenèse cause une accumulation de CLIP due à une

perte d’interaction avec DM. En analysant la région d’interaction plus en détail,

on remarque que les résidus de DR se situent sur la même face qu’occupe la

portion N-terminale du peptide de la niche (voir figure 1.14). Cette caractéristique

est en accord avec certaines études précédentes qui démontrent que l’utilisation

d’un anticorps dirigé contre la partie N-terminale de CLIP interfère avec la relâche

du peptide par DM (11$) et que la création d’un mutant de DR à la position u94

empêche l’interaction avec DM (117, 137). De plus, ces résidus sont exposés et

de nature acide ou hydrophobe, ce qui est compatible avec les études par ANS

suggérant que l’interface utilisée par DR implique la participation de résidus

hydrophobes (135, 138, 139).
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Figure 1.14 Mutations sur DR affectant l’interaction avec UM.

Représentation du cristal de DR3-CLIP. La chaîne cx est représentée en vert, la

chaîne f3 en bleu et le CLIP en jaune. Les mutations qui affectent l’interaction avec

DM sont indiquées en rouge avec les substitutions correspondantes. La position

Dl 52N correspond à un nouveau site de glycosylation représenté par une fourche

(Tiré de Doebele et aÏ., 2000 (136)).

G

1.5.4.3 Interaction DR-DM Interface de DM impliquée

Après la résolution des cristaux de DM, certains groupes ont proposé des

modèles d’interaction avec DR (128, 129). Un de ces modèles suggérait la

participation des tiyptophanes cx62 et f3120 (résidus hydrophobes) situés sur une

même înterface de DM. Une étude subséquente effectuée par notre groupe a

toutefois démontré que la mutation de ces résidus n’affectait pas l’interaction avec

DR (140). De plus, une autre étude a proposé de façon convaincante que

l’interface opposée sur DM semble être impliquée dans l’interaction. En effet, les
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auteurs utilisent des peptides modifiés en région NH2 ou COOH terminale dans le

but de créer des ponts disuffures avec la cystéine exposée retrouvée en position

f346 sur DM (141). Lorsque le pont formé est du côté N-terminal du peptide, DM

est capable de catalyser l’échange peptidique rapidement. En revanche, un pont

formé à l’opposé du peptide ne démontre aucune activité catalytique. Cette étude

suggère donc que la face latérale de DM possédant la cystéine f346 soit impliquée

dans l’interaction avec les molécules de classe II (voir figure 1.15a).

Figure 1.15 Modèle d’interaction entre UM et DR

HA popAdo. C4nnno

(A) Représentation des mutants de DM qui affectent l’interaction avec DR
(structure de gauche). Les mutations sont colorées selon l’effet sur l’expression
(bleu), l’interaction avec DR (noir ) ou bien les deux (rouge). La structure de
droite représente les résidus de DR importants pour l’interaction avec DM. Les
structures sont orientées afin de juxtaposer les interfaces d’interaction (Traduit de

Pashine et aÏ., 2003 (142)). (B) Représentation de DM reliant la cystéine t346 de
DM à une cystéine de la région NI-I2 du peptide FIA par un pont disulfure (rose).
Les mutations sur DR affectant l’interaction avec DM sont indiquées ainsi que les

résidus tryptophanes a62/[3120 sur DM (mauve) auparavant suggérés comme
faisant partie de l’interaction (Tiré de Stratikos et al., 2002 (141)).

E)

HLA-DM HLA-DR1



44

Une deuxième étude plus récente a permis de raffmer cette interface

potentielle. Par des expériences de mutagenèse aléatoire sur DM, le groupe de

Elizabeth Mellins a découvert 10 résidus importants pour la fonction de DM (142)

(voir figure 1.1 5b). Sept de ces résidus sont orientés dans la même face latérale de

DM et 3 positions (uf 100, 13E$ et f3D31) seraient impliquées directement dans

l’interaction avec DR puisque leur mutation n’affecte pas te niveau d’expression

de DM. A la lumière de ces résultats, les auteurs suggèrent un modèle

d’interaction impliquant la partie concave de DM qui interagirait avec la partie

convexe de la molécule de classe II (voir figure 1.1 5b). Ce modèle est compatible

avec l’autre modèle suggéré par Stratikos et aï. impliquant la cystéine f346. Il est

également supporté par l’expression de molécules solubles de DM et DR

fusionnées par des « leucines zippers» via leur chaîne 13. Cette fusion, qui recré le

type d’orientation escompté entre DM et DR, s’est avérée stable et démontre une

relâche peptidique rapide (voir figure 1.1 5a).

1.5.5 Modele de relâche peptidique par UM

Plusieurs modèles ont été proposés afin d’expliquer le mode d’action de

DM sur l’échange peptidique. D’une part, certains groupes ont proposé que DM

interagisse préférablement avec une conformation «ouverte» de DR qui favorise

la relâche rapide du peptide (124, 125, 143). Une stabilisation par DM de ce type

de conformation expliquerait à la fois la capacité catalytique de DM sur l’échange

peptidique ainsi que la possibilité de ce dernier à préserver l’intégrité des

molécules de classe II vides. D’autre part, il a été proposé que DM favorise la
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relâche peptidique en déstabilisant le réseau de ponts hydrogènes entre le peptide

et la niche de la molécule de classe 11(143, 144). Cette déstabilisation ne se ferait

pas par contact direct puisque aucun des résidus de DR impliqués dans

l’interaction avec DM n’est engagé dans le réseau de ponts hydrogènes (136).

L’affaiblissement des ponts hydrogènes se ferait plutôt de façon indirecte en

impliquant les résidus ŒF5 1 et ŒE4O qui sont situés à proximité de la pochette Pi.

Ces résidus agiraient comme un levier par lequel DM viendrait s’appuyer afin de

briser les ponts hydrogènes formés entre les résidus Œ51-53 du classe II et le corps

du peptide (voir figure 1.1 6a).

Figure 1.16 Mécanisme proposé pour l’action de UM sur la relâche
peptidique.

(A) Niche peptidique vue par le TCR. Les résidus DRŒF5 1 et ŒE4O permettraient
la déstabilisation des ponts hydrogènes impliqués entre le résidu critique aS53 et
le peptide (Tiré de Doebele et al., 2000 (136)). (B) L’effet des ponts hydrogènes
sur l’activité de DM. Les cercles verts indiquent les ponts qui ont un effet plus
marqué sur DM alors que les cercles rouges indiquent les ponts moins marquants.
Les trois liens hydrogènes les plus importants sont indiqués par les lettres Hi, H2
et H4 (Adapté de Stratikos et al., 2004 (72)).
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Ce modèle est renforcé par une étude récente qui démontre que la

disruption des ponts hydrogènes (H1,H2 et H4) formés entre les résidus a51-53 de

la molécule de classe II et le peptide de la niche favorise grandement l’activité

catalytique de DM (72) (voir figure 1.16b). Cette région est également à

proximité de la poche Pi qui jouerait un rôle important au niveau de la

conformation «ouverte» ou «fermée» de la molécule de classe 11(145, 146). Il

a donc été suggéré que DM reconnaisse préférentiellement une conformation

ouverte intermédiaire de DR causée par la présence d’un peptide mal ancré en

région N-terminale. DM viendrait accentuer cette ouverture, ce qui mènerait à la

relâche accélérée du peptide. La molécule de classe U vide resterait alors stable

grâce à l’activité chaperon de DM.

Malgré une connaissance limitée sur la façon dont DM décroche des

molécules de classe II, il est possible que la liaison d’un peptide stable (présumé

bien ancré à la poche Pi) permettent de redonner une conformation « fermée» à la

molécule de classe II, empêchant par le fait même une action par HLA-DM. Par

ailleurs, une autre possibilité impliquerait plutôt le relâchement de DM induit par

un changement de pH lors du transport vers la surface ou par un ciblage

différentiel. En effet, certaines études ont démontré que DM pouvait lier des

molécules de classe II contenant des peptides stables (124, 132), ce qui entre en

contradiction avec la première hypothèse.
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1.6 HLA-DO

1.6.1 Généralités

Les gènes codant pour la chaîne DOa et D013 sont séparés l’un de l’autre

dans le locus du CMH, contrairement aux autres gènes du CMJ-1 de classe II qui

sont localisés en paires. De plus, le gène DOB n’est pas induit par l’interferon-y

alors que tous les autres gènes de classe II (y compris DOA) le sont. Pour ces

raison, on a longtemps pensé que ces deux produits ne pouvaient former un

hétérodimère. Ce n’est qu’à partir de 1996 que des expériences ont démontré la

formation d’un complexe DOŒ/13 in vivo (91). Ces études démontraient également

que DO peut se lier fortement à DM et que ces molécules restent associées durant

leur transport dans la voie endosomale. De plus, HLA-DO ne lie pas de peptides

et il est peu polymorphe comme DM, ce qui laisse suggérer un rôle de modulation

plutôt que de présentation directe d’antigènes.

Par ailleurs, en comparant les séquences protéiques, HLA-DO ressemble

beaucoup plus aux molécules de classe II classiques qu’à HLA-DM (4, 6, 7) (voir

figure 1.17). La ressemblance frappante avec HLA-DRJDQ laisse donc supposé

une structure similaire. Toutefois, ce n’est qu’avec la résolution de la structure

tridimensionnelle de DO qu’il sera possible de déterminer si la niche peptidique de

DO est fermée comme DM ou bien si elle peut lier des éléments de nature non

peptidique comme des lipides.
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Figure 1.17 Alignement de séquence entre DOR et DO/DM

(A) Alignement de séquence protéique entre DO et DR. (B) Alignement de
séquence protéique entre DO et DM. Les acides aminés identiques sont encadrés
en noir. Il existe plus de 50% d’identité entre DRu et DOu, plus de 60% d’identité
entre DRÇI et DO, et seulement 28% d’identité entre DMuÇ3 et DOu (6, 147).
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1.6.2 Distribution cellulaire

A l’opposé des autres molécules de classe II classiques qui sont exprimées

dans la majorité des cellules présentatrices, HLA-DO est presque exclusivement

retrouvé au niveau des cellules B et des cellules épithéliales thymiques, malgré

certaines études démontrant sa présence dans les cellules dendritiques et des

lignées cellulaires de mélanome (14$). En effet, l’expression de DO dans les

cellules dendritiques semble être un phénomène non généralisé et il est possible

que des sous-populations de cellules expriment des niveaux variables de cette

molécule (149). Pour ce qui est du thymus, l’expression de DO a été rapportée

dans la région médullaire et corticale des cellules épithéliales thymiques alors que

chez la souris, seule la région médullaire démontrait une expression prédominante

de H2-O (150). De façon surprenante, la présence de H2-O3 a même été détectée

dans les cellules thymiques qui n’expriment pas la chaîne alpha (151).

Plus récemment, des études ont analysé l’expression de DO dans les

cellules B provenant des centres germinatifs (CG) (152, 153). Ces études

démontrent une baisse significative de DO dans les CG alors que l’expression

semble se rétablir au niveau de cellules B mémoires (154). De plus, le niveau

d’activation des cellules B semble également affecter l’expression de DO. En

effet, des cellules activées par le PMA ou via les récepteurs de surface (BCR)

démontrent une réduction d’expression de DO (155). Cette baisse d’expression a

été observée par d’autres études qui établissent une corrélation entre le faible

niveau de DO (hausse de DM) et la présentation efficace des cellules B activées
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(156). Enfin, il est intéressant de constater que les cellules B changent aussi leur

ratio DM :DO dans le même sens en présence de cytokines pro-inflammatoires

(157).

1.6.2 Régulation génique

Alors que la chaîne alpha de DO semble être régulée de la même façon que

les autres gènes du classe II (quoique l’expression est moins élevée (4)), la

transcription de la chaîne beta est significativement différente. En effet,

l’expression de DO ne peut être stimulée par l’interferon-y dans la plupart des

types cellulaires et son expression est très faiblement induite par CIITA (6, 15$,

159). D0j3 semble donc être influencé par des facteurs de régulation distincts.

Pour appuyer cette idée, les premières études de caractérisation ont démontré

qu’au niveau de lymphocytes B déficients pour CTITA (RJ2.2.5), l’ARNm de

HLA-DOf3 était détectable bien que certains gènes de classe II classiques comme

de HLA-DR ne soit pas activé (6). Malgré des efforts en ce sens, on ne connaît

pas encore la nature de ces facteurs qui seraient spécifiques aux cellules B.

Par contraste, une étude récente démontre que CillA est requis afm de

permettre une expression maximale de DOI3 dans les cellules B (160). De plus,

une expression modérée de DO a été détectée dans les cellules HeLa qui sont

transfectées avec CIITA ((161) article #i annexé à cette thèse). Cette induction

demande toutefois une très forte expression de CIITA pour avoir lieu. La faible

réponse du gène DOI3 face à CIITA serait explicable par certains manques au
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niveau de son promoteur. Malgré une bonne conservation des boîtes W, X et Y au

niveau du promoteur de DO, il semble que la boîte Z (sous-section de la boîte W)

soit en partie responsable du manque de réponse. En effet, la substitution

systématique d’éléments du promoteur de DRŒ par des éléments équivalents de

DO a permis d’arriver à cette conclusion (162). De plus, la distance entre les

boîtes X2 et Y du promoteur de D0f3 est de 13 nucléotides comparativement à 14

ou 15 nucléotides pour les autres promoteurs des gènes de classe II (7). Cette

différence pourrait expliquer la faible réponse du promoteur de DO3.

Plus récemment, une étude a démontré que le promoteur de D013 contient

un motif potentiel OCT qui permettrait de recruter le facteur Oct-2. Cet élément

est retrouvé entre les boîtes X2 et y à un endroit inhabituel. En effet, le

promoteur de DRa contient également un motif OCT, mais il est plutôt situé à une

quinzaine de nucléotides en aval de la boîte Y. Le recrutement de facteurs à cet

endroit inhabituel du promoteur de DOF3 pourrait donc empêcher le recrutement

normale d’autres éléments essentiels à la liaison de CIITA (163).

1.6.3 Transport intracellulaire

Après leur translocation dans le réticulum endoplasmique, les chaînes (X

et 3 de DO s’assemblent pour former un hétérodimère. Les protéines encodées

par DO sont structurellement similaires aux autres molécules de classe II, avec une

chaîne alpha de 25kDa et une chaîne beta de 2$kDa. L’addition de 2 sucres sur

C DOŒ et de 1 sur DO[3 mène à la formation de chaînes matures de 34kDa et de
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32kDa respectivement (91, 92). Il a été démontré que l’hétérodimêre DOa/3 ne

peut transiter hors du réticulum endoplasmique par lui-même. En effet, dans un

système de transfection utilisant des cellules HeLa, il a été démontré par

microscopie que DO était concentrée dans le RE et n’était pas localisée dans les

compartiments lysosomaux habituels (91). Des analyses de pulse chase semblent

également démontrer une mobilité réduite sur gel, signe d’une incapacité à

transiter vers l’appareil de Golgi et à acquérir des sucres complexes (91) (voir

figure 1.1$). De plus, contrairement aux molécules de classe II classique qui

nécessitent la présence de la chaîne invariante pour un transport intracellulaire

efficace, HLA-DO ne semble pas dépendre de ce type de chaperon puisque la

cotransfection de cet élément n’améliore que marginalement sa sortie du RE.

Pour un transit efficace vers les autres compartiments, HLA-DO nécessite

plutôt la présence de HLA-DM. En effet, la coexpression de DO et DM dans une

cellule HeLa résulte en la formation de complexes DM-DO qui sortent

efficacement du RE pour se retrouver dans les compartiments lysosomaux (91).

Chez la souris, les résultats ont aussi été confirmés puisqu’une absence de H2-M

résulte en une incapacité de sortie de 112-O ainsi qu’une dégradation prématurée

de ce dernier (91). D’autre part, l’analyse des cellules B a confirmé que cette

interaction n’était pas due à un artéfact et qu’elle pouvait s’effectuer dans des

cellules qui expriment ces molécules de façon endogène (91, 158, 164, 165).
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Figure 1.1$ DM facilite le transport intracellulaire de DO

Des cellules HeLa transfectées avec DO (panneaux du haut) ou DO et DM
(panneaux du bas) ont été marquées au pour 30 minutes, immunoprécipitées

avec un sérum anti-DO3 et analysées immédiatement (0 mm) ou après deux
heures (120 miii) sur gel à deux dimensions. Le poids moléculaire est indiqué à la
droite de la figure. DO acquiert des sucres complexes lorsque DM est présent,
signe d’un passage vers l’appareil de Golgi (Adapté de Liljedaffl et aÏ., 1996 (91)).

1.6.4 Ciblage intracellulaire

Malgré une étude récente de Neeljes démontrant que DO peut être exprimé

en surface grâce à une interaction avec la chaîne lourde des molécules de classe I

(166), plusieurs études ont démontré que les complexes DM-DO étaient présents

en majorité dans les compartiments lysosomaux (91, 15$, 164, 165). DO3

possède un signal dileucine qui pourrait influencer sa localisation dans la voie

endosomale. A cet égard, certaines études démontrent que le motif dileucine

retrouvé dans la queue cytoplasmique de DO n’est pas essentiel au ciblage des

complexes DM-DO vers les compartiments lysosornaux (167) ((168) article #2
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annexé à cette thèse). Quant à savoir si la nature des compartiments en est

modifiée, des études plus poussées devront être complétées. Un rôle plus

spécifique du signal encodé par DO a récemment été suggéré dans une étude

effectuée par le groupe de Neeijes (167). Selon cette étude, le signal dileucine

permet la redistribution des molécules de classe II ainsi que les complexes DM

DO de la membrane interne vers la membrane «limitante» des compartiments

IvilIC multivésiculaires. Cette distribution permettrait d’augmenter la

performance d’échange peptidique en favorisant une interaction latérale plus

efficace entre les molécules de classe II et les complexes DM-DO. Cette

hypothèse pourrait expliquer partiellement comment DO influence le répertoire

peptidique (voir prochaine section).

1.6.5 Fonction modulatrice de HLA-DO

Dans les cellules B, il a été démontré qu’une majorité du DM se retrouve

associé avec HEA-DO (164). De plus, nous avons décrit précédemment que DO

dépend de DM pour son transport intracellulaire et que leur interaction est très

forte (résistante au Triton X-100). Cette association particulière ne laisse aucun

doute quant au rôle potentiel de DO dans la modulation de la fonction de HLA

DM. Cette modulation peut agir positivement en augmentant la fonction

catalytique de DM ou agir négativement en inhibant son activité. Après analyse

plus poussée, il semble que ces possibilités ne soient pas mutuellement exclusives

puisqu’il existe des résultats en faveur de chacune d’elles (151, 158, 164, 165).
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En effet, les premières expériences ont suggéré un rôle inhibiteur de DO à

cause d’une accumulation de CLIP à la surface des cellules dans un système où

DO était surexprimée (158, 165). De plus, l’utilisation de complexes DM-DO

purifiés a démontré une capacité réduite à favoriser l’échange de peptides sur DR

en comparaison à DM seul (151, 169). Cette inhibition ne semblait toutefois pas

irréversible puisque avec le temps, la quantité de complexes classe Il-peptide

atteignait le même niveau qu’avec DM seul. D’autre part, l’influence de DO sur

l’activité catalytique de DM semble être dépendante du pH. En effet, HLA-DO

réduit la liaison de peptides à pH basique (6.0-6.5) alors qu’à pH acide (4.5-5),

l’efficacité d’échange n’est pas affectée (151, 169). De plus, il a été décrit que les

complexes DO-DM (ainsi que DO seul) subissent d’importantes modifications de

conformation en milieu acide. Ces changements pourraient expliquer la différence

d’activité inhibitrice de DO selon le niveau d’acidification (151). En revanche,

aucun résultat ne démontre si la hausse d’activité associée à la baisse de pH est

due à un regain d’activité catalytique de DM.

Paradoxalement, une autre étude démontre que HLA-DO agirait comme

stabilisateur de DM en augmentant l’interaction des complexes DM-DO avec les

molécules de classe II, favorisant ainsi la formation de complexes CMH-peptide

stables au SDS (164). Une interaction plus soutenue signifierait une plus grande

chance pour les molécules de classe II de lier des peptides de haute affinité

puisqu’il augmenterait le temps d’action de DM sur l’échange peptidique. Par des
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technique de co-immunoprécipitations successives, cette même étude démontre

également la présence d’un complexe tri-moléculaire DR-DM-DO. Il demeure

difficile de déterminer si ces trois molécules interagissent directement ensemble

ou si elles font partie d’un même complexe protéique associé à la molécule

tétraspane CD$2 (170).

De plus, l’activité inhibitrice de DO dans le système murin semble moins

évidente à prouver. En effet, la délétion de H2-O chez la souris ne démontre pas

de différences significatives au niveau de l’expression de molécules classe II-

CLIP en surface (151, 171). En revanche, une expérience récente utilise des

ribozymes antisenses spécifiques à H2-O et montre une amélioration de la

présentation antigénique (172). Les souris H2-0 affichent également un

répertoire de peptides différent des souris normales, ce qui suggère un rôle

modulateur de DO sur la présentation antigénique (151, 169). Cette variabilité a

aussi été démontrée en comparant des cellules DO-négatives avec les mêmes

cellules transfectées avec DO (164, 165).

1.6.6 Rôle physiologique de DO dans les cellules B

Il est peu probable que la fonction de DO touche la présentation

antigéniques en générale puisqu’il est retrouvé majoritairement au niveau des

cellules B. Plusieurs groupes ont donc tenté de déterminer le rôle physiologique

de DO dans ces cellules. Les premières études permettant d’y répondre ont été

effectuées dans des souris Knock out n’exprimant plus de H2-O (151). En effet,
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ces études ont démontré que DO défavorisait la présentation d’antigènes

intemalisés par endocytose non spécifique. Toutefois, la présentation de certains

antigènes internalisés par les immunoglobulines de surface (BCR) était améliorée

en présence de DO (voir figure 1.19).

Anhgène

Endosomes f
orécoces \. —

Endosomes
tardifs

Lysosomes

DR-pep

J
Figure 1.19 Modèle de DO favorisant la présentation de peptides internalisés

par les immunoglobulines de surface

Des antigènes sont intemalisés par pinocytose (bleu) ou via les Igs de surface
(bourgogne) et entrent dans la voie endosomale. Les peptides générés dans les
endosomes ne sont pas favorisés à cause de l’inhibition de DM par DO à ce type
de pH. Les antigènes liés aux anticorps de surface sont protégés de la dégradation
jusqu’aux lysosomes. A cet endroit, le potentiel inhibiteur de DO est diminué à
cause du pH et la génération de peptides devient efficace, ce qui favorise la
présentation de peptides dans ces compartiments et le transport ultérieur à la
surface cellulaire (Adapté de Alfonso et Karlsson, 2000 (149)).

Cette différence peut être expliquée par la façon dont les antigènes vont

être dégradés dans la cellule. En effet, la liaison des immunoglobulines de surface

(3CR) avec les antigènes stabilise les domaines protéiques impliqués (173). Le
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pH des endosomes n’est pas adéquat afin de dissocier les interactions

anticorps:antigènes de forte affinité, ce qui protège l’antigène de la dégradation.

En revanche, le pH acide retrouvé dans les lysosomes permet de dissocier les

complexes et éventuellement de dégrader l’antigène afm de charger des peptides

sur les molécules de classe II. Pour leur part, les antigènes intemalisés par

endocytose ou liants faiblement les immunoglobulines de surface peuvent être

dégradés précocement dans la voie endocytaire. Étant donné que DO inhibe DM à

pH neutre ou légèrement acide (endosomes précoces), ces antigènes auraient peu

de chances d’être chargés sur les molécules de classe II. Cette particularité de DO

est supportée par certaines études chez la souris qui démontrent que l’utilisation de

chloroquine (abaisse le pH des endosomes tardifs/lysosomes) diminue la

présentation antigénique de façon plus prononcée dans les cellules exprimant du

H2-O (169, 172).

L’activité de DO favoriserait donc la présentation de peptides générés dans

les lysosomes et par le fait même les peptides spécifiques provenant d’antigènes

liés fortement au BCR. Mais avant d’accepter cette hypothèse comme mécanisme

d’action principal de DO, d’autres expériences devront être complétées. En effet,

le groupe de Lars Karlsson a récemment obtenu certaines résultats contradictoires

à ce sujet (174). Lors de cette étude, la présentation de certains épitopes pouvait

être diminuée en présence de H2-O lorsque l’antigène était internalisé par les

immunoglobulines de surface. De plus, de façon surprenante, certains épitopes

d’un même antigène ne démontraient pas la même dépendance envers H2-O.
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C
1.6.6.1 Rôle de DO dans les centres germinatifs

Les travaux de Jensen montrent que HLA-DO est exprimé uniquement au

niveau des lymphocytes B matures tandis que HLA-DR et HLA-DM sont

exprimés dès le stade pro-B (152). Par ailleurs, il a été démontré que l’expression

de DO est grandement réduite au niveau des cellules B retrouvées dans les centres

germinatifs (CG) (152, 153, 175). Cette baisse pourrait expliquer en partie le rôle

de DO dans les cellules B. En effet, le CG est un environnement limité en

antigènes exogènes. De plus, les cellules B des CG ont déjà été sélectionnées pour

leur affinité à un antigène. Il est donc probable que dans cet environnement

contrôlé, il n’y ait plus la nécessité de freiner la présentation antigénique par DO.

D’autre part, les BCR de surface des lymphocytes B sont présents en moins

grande quantité dans les CG, ce qui réduit le potentiel d’intemalisation via ce type

de récepteur. Il est donc possible que la diminution de DO compense pour cette

baisse de l’apprêtement antigénique.

1.6.6.2 Rôle de DO dans la sélection d’anticorps de haute affinité

Avec le temps, les souris H2-0 accumulent une plus grande quantité

d’IgGl dans leur sérum. Cette hausse d’anticorps pourrait être due à une activité

accrue de la présentation antigénique par les lymphocytes B. Un plus grande

présentation suggère qu’un plus large éventail de peptides soit utilisé, ce qui

implique donc une spécificité moindre. La présence de DO pourrait donc servir à
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augmenter la spécificité des interactions cellules B-cellules T en favorisant la

présentation d’antigènes spécifiques intemalisés par les récepteurs de surface.

Cette spécificité permettrait au système immunitaire de cibler efficacement les

éléments antigéniques rencontrés tout en évitant l’activation de cellules

inadéquates.

1.7 Objectifs de travail

La caractérisation du rôle de HLA-DO est un événement récent puisque ce

n’est qu’à partir de 1996 que des études significatives ont permis de démontrer sa

relation avec HLA-DM et son rôle modulateur dans la présentation antigénique.

Par conséquent, peu d’études se sont attardées à la façon dont ces deux molécules

peuvent s’influencer afin d’accéder aux différents compartiments endosomaux.

Afin de répondre à cette question, nous avons effectué la caractérisation d’un

signal dileucine fonctionnel contenu dans la queue cytoplasmique de HLA-D0f3

(voir article #2 an annexe). La régulation de DO étant différente des autres

molécules de classe II, nous avons également étudié la régulation de l’expression

de HLA-DO dans un système cellulaire autre que les cellules B (voir article #1 an

annexe). Ces deux études ne font toutefois pas l’objet d’une analyse en

profondeur dans cette thèse qui se concentrera plutôt sur les aspects fonctionnels

et structuraux de la molécule HLA-DO, pour lesquels il reste encore beaucoup de

réponses à fournir.
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c Les répertoires de peptides sont à la base de la sélection thymique et du

développement des maladies auto-immunitaires. L’étude d’un modulateur naturel

de la présentation antigénique comme HLA-DO est donc importante afin de mieux

comprendre la façon dont le répertoire peptidique est constitué. En utilisant un

système cellulaire qui n’exprime aucune molécule de classe II (cellules HeLa ou

293T), il nous est permis de reconstituer en tout ou en partie la machinerie de

présentation en transfectant nos molécules d’intérêt et ainsi étudier plus

spécifiquement la structure et la fonction du complexe DO-DM. La façon dont

l’hétérodimère HLA-DOŒ[3 se forme dans le réticulum endoplasmique, sa

rétention dans le RE en absence de DM ainsi que les sites d’interaction entre DO

et DM sont autant d’aspects pour lesquels nos études tentent d’amener des

réponses. Avec l’aide des techniques de biologie moléculaire (ex: mutagenêse

dirigée), de cytométrie en flux, de microscopie confocale et de biochimie nous

avons pu analyser la structure de HLA-DO et la nature de sa fonction inhibitrice.

La première étude de cette thèse porte donc principalement sur les contraintes

structurales de HLA-DO qui induisent sa rétention dans le RE en absence de DM

alors que la deuxième étude se concentre sur l’interface d’interaction DO/DM et

tente d’amener des réponses concernant la fonction inhibitrice de HLA-DO.

o
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2.1 RÉSUMÉ

FILA-DO est une molécule de classe II non classique qui module la fonction de

HLA-DM pour le chargement de peptides sur les molécules de classe II classique

comme HLA-DR. Dans les cellules B, la majorité des molécules FILA-DO sont

associées avec HLA-DM et il a été suggéré que cette association permette à FILA-

DO d’obtenir une conformation adéquate afin de progresser vers d’autres

compartiments endosomaux. En analysant la région N-terminale de la molécule

HLA-DO, nous avons découvert que ce domaine était critique afin de conférer une

conformation appropriée à la protéine. En effet, nous avons développé une

molécule chimérique où les 18 premiers acides aminés de chacune des chaînes CL et

3 de FILA-DO ont été remplacés par une portion équivalente de HLA-DR. Nos

résultats démontrent que cette nouvelle chimère est maintenant détectée dans les

compartiments lysosomaux et à la surface cellulaire alors que la molécule sauvage

est incapable de transiter hors du RE. Une analyse plus détaillée de la région N-

terminale révèle qu’une simple substitution de la proline située en position DOŒ 11

était suffisante afin de corriger les défauts de rétention de la molécule dans le RE.

Les changements conformationnels induits par la mutation seraient à l’origine de

cette sortie. A cet effet, nous avons utilisé un anticorps conformationnel qui

reconnaît préférentiellement la molécule FILA-DO lorsqu’elle est co-exprirnée

avec HLA-DM. Cet anticorps reconnaît également très bien le mutant HLA-DO

P-V en surface des cellules. Nos résultats suggèrent donc que FILA-DO doive

subir un changement conformationnel dans sa région N-terminale afin de sortir du
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RE et que HLA-DM agit comme un chaperon en assistant le repliement et la

marturation de la molécule HLA-DO.
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2.2 ABSTRACT

HLA-DO is a non-classical class II molecule which modulates the function of

HLA-DM and the loading of antigenic peptides on molecules such as HLA-DR. In

B lymphocytes, the majority of HLA-DO was found associated with HLA-DM

and it is speculated that this association allows HLA-DO to gain a proper

conformation and to egress to endocytic compartments. By analyzing the N-

terminal region of HLA-DO, we discovered that tins domain contains important

residues that may affect the proper conformation of the protein. Indeed, we

designed a chimeric molecule in winch the 1$ first arnino acids of each Œ and 3

chain of HLA-DO were replaced by the ones of HLA-DR1. Our resuits show that

while wild-type HLA-DO remained in the ER, the chimera was now detected in

the lysosomes and at the ceil surface. further investigation of the membrane

distal region revealed that substitution of the proline at position DOŒ1 1 was

sufficient to rescue DO from ER retention. Conformational change is likely to

explain how the chimerical molecule or the mutated DO can egress the ER.

Indeed, we used a conformational antibody that shows recognition of HLA-DO

only when it’s co-expressed with HLA-DM. Tins antibody also fully recognizes

the mutated HLA-DO P to V molecule at the ceil surface. Mtogether, these results

strongly suggest that HLA-DO must undergo a conformation change of its

membrane-distal domain in order to leave the ER and that HLA-DM operates as a

chaperone, assisting the folding and maturation ofHLA-DO.

C
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2.3 INTRODUCTION

MI-IC class II molecules are surface transmembrane glycoproteins that present

antigenic peptide to specific CD4+ T lymphocytes in order to iiitiate an immune

response (1). Once synthesized in the endoplasmic reticulum, the classical MHC

class II molecules associate with the invariant chain (Ii). This interaction allows

stabilization of the class II molecules, prevents the binding of endogeneous

peptide and targets the complex to the proper endodosomalllysosomal

compartments (2-5). In these compartments, Ii is cleaved by proteases to generate

a last piece (CLIP), which occupies the peptide-binding groove of the MHC

rnoÏecule (6). Exchange of CLIP for antigenic peptides or polypeptides is

catalyzed by HLA-DM, a class II molecule found within specialized lysosomal

structure called MIIC (7-10).

By opposition to the classical MHC II molecules (HLA-DP/DQ/DR), HLA-DM is

designated as a non-classical class II molecule because of its lack of

polymorphism, its incapacity to present peptide and its very low expression at the

ceil surface (8, 10, 11). In addition to the removal of CLIP, other studies suggest

that HLA-DM acts as a chaperone that stabUize empty class II molecule (12-14)

and edits peptides presented by HLA-DR (9, 15-17). Another non-classical MHC

related molecule, HLA-DO, was shown to accumulate in MIIC like compartments

in a DM-dependant fashion (1$). HLA-DO was first described as an HLA-DM

inhibitor because its overexpression caused HLA-DRJCLIP accumulation at the

celi surface (19, 20). However, HLA-DO seems to stabilize HLA-DM and



6$

promote stable MHC-peptide complexes when physiological conditions are met

(21). The biological role of FILA-DO was clarffied following gene knock out of

H2-O, the murine counterpart of FILA-DO (22). It was proposed that H2-O

promotes presentation of antigens intemalized by membrane immunoglobulins by

selectively inhibiting the activity of H2-2M in early endocytic compartments rich

in proteins intemalized by fluid-phase endocytosis (22). Tins hypothesis is

consistent with an active inhibitory role ofHLA-DO at high pH (early endosomes)

as opposed to a poor inhibitory role at low pH (MIIC compartrnents) (22).

In B-cells, the majority of HLA-DO is found associated with HLA-DM (19, 21)

and it is speculated that tins association allows FILA-DO to gain a proper

conformation in order to egress to endocytic compartments (1$). So far, the

mechanisms that are responsible for the ER retention of FILA-DO in absence of

HLA-DM are not wefl understood. To shed some light on the mechanism that

regulates tins retention, we made use of a chimerical molecule between DR and

DO and we performed mutagenesis on the floor of the putative binding groove of

HLA-DO. Our resuits show that modification of the membrane-distal region of

FILA-DO was sufficient to achieve DM-independency for ER egress.



69

2.4 MATERIALS AND METHODS

Plasmids and cDNA

pBSDOŒ.9, pBSDOt3, pBudCE4-A, pBudDOŒt3 and pBudDM have been

described previously (23, 24). RSV.5gptDNl (25) and 45.1 DO (26) cDNAs

were obtained from DR E Long. pREP4CIITA was obtained from Dr W Ting.

pBSDOa.9 was subcloned in RSV.5neo by digesting with SalI/XbaT to generate

R$V.5neoDOŒ. The D013 cDNA in 45.1 was excised with BamHI and the 1.3 kb

fragment was cloned in RSV.7hygro plasmid to generate RSV.7hygroDO. b

construct pBS DRa, a BarnilI fragment from DRŒ cDNA was inserted into

pBluescript KS vector.

Creation ofthe DR18IDO molecules and DO mutations

RSV.3 cDO3 (27, 2$) was previously described. b generate cDOa molecule, the

18 first amino acids of HLA-DOŒ were replaced by the corresponding amino

acids of HLA-DRa by PCR overlap extension method. A first fragment was

amplified from pBS DRŒ using the Bluescript reverse primer and a mutagenic

primer which encodes a fusion between the N-terminus of HLA-DRŒ and HLA

DOŒ (oligonucleotide DRŒ18/DOa B: 5’-GT GAA CTG GCC CGA TTG GTC

AGG ATT CAG- 3’). A second fragment was generated from RSV.5gptDNl

using a complementary fusion primer (DRX18/DOŒ C: 5’-CTG AAT CCI GAC

CAA TCG GGC CAG TTC AC -3’) and a primer, winch anneal to the 3’ end

region of DOŒ (DOŒ 3’: 5’-CCA CTC AAA GTC AGC ACA GCG -3’). The
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two overlapping PCR products were mixed and a final PCR reaction was done

using the flanldng primers. The region of junction was subcloned into

RSV.5gptDNl by inserting a SatI-PvuII fragment. The nucleotide sequence was

further confirmed by DNA sequencing. The resulting construction was excised

with BamHI and a 2 kb fragment was cloned into SRa vector (29) coding for

puromycine resistance (SRŒpuro was kindly provided by Dr. françois Denis) to

generate SRŒpuroCDOŒ. The single point mutations (DOaPI 1V, aAP1 1 and

ŒA12N) in DOŒ was created by overlap PCR using pBSDOŒ.9 as template. PCR

products were digested with SalI-PvuII and cloned into pBudDOŒ using the

same sites to generate pBudDOaP11V/3wt, pBudDOaAPll/f3wt and

pBudDOaAl 2N/f3wt.

Antibodies

Anti-cainexin antibody, SPA-865 (Stressgen, BC, Canada) and Phycoerythrin

(PE)-coupled Anti-CD63 (Becton Dickinson, USA) were used in this study.

XD5. 117 is an anti-DRI3 (IgGi) mAb (30). Rabbit antisera were raised against

keyhole limpet hemocyanin (KLH) conjugated to the peptides corresponding to

the cytoplasmic tail of HLA-DO[3, HLA-DOŒ (CMGTYVSSVPR-1 1) and HLA

DM13 (EQGDAPAILFDKEf-14). MAP.DM1 monoclonal antibody reacts with the

extracellular domain of HLA-DM (Pharmingen, USA). HKC5 recognizes the

cytoplasmic dornain of D013 and was generated by injections of BSA-conjugated

peptides (Khaffl et al., submitted to Tissue Antigens). Mags.DO monoclonal
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antibody was generated by repeating injection of purilied DO-DM complexes into

mouse.

Ccli unes ami transfections

Raji B lymphocyte ceils (Burkitt lymphoma) and HeLa celis were kindly provided

by Dr. R.P. Skaly. Hela DM.5 is a clone from the HeLa DM ceils and was kindly

provided by Dr. P. Cresswell (31). 293T cefis were kindly provided by Dr. Eric

Cohen. Ceils were cuÏtured in DMEM, 10% fetal bovine serum (Wisent, St

Bruno, Qc.) and with appropriate selective agents (sec below). HeLa ceils were

co-transfected by the calcium phosphate precipitation method (32) using 2ig

SRŒpuro DR18/DOa molecule along with 20 ig of RSV.3 DR18/DOp. HeLa ceils

were also transfected using Fugene6. (Roche Diagnosis, Canada). Briefly, 2x105

ceils were plated 1 days before transfection. At day of transfection, 2 tg of

RSV.5neoDOŒ and the same amount of RSV.7hygroDO was used with fugene6

reagent as described by the manufacturer. Ceils were also transfected with 2ug of

pREP4CIITA alone or in combination with pBudDOŒJ3 or pBudDOŒP1 lVIJ3wt.

Two days afier, selective agents were added to a final concentration of 500 tg/ml

of G-418 (Gibco-BRL, Burlington, ON), 50U/ml of hygromycin or lOOug/ml of

zeocin (Cayla, Toulouse, France). HeLa DM.5 ceNs were co-transfected by

calcium phosphate using 20pg of $RŒpuroDRis/DOŒ molecule along with 2 tg

of RSV.5neoDRig/DO. For transient expression, HEK293T ceils were

transfected by the calcium phosphate precipitation method using 2.ig of each
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DNA. Ceils were analyzed 2 days post-transfection. To perform BFA

experiments, HEK293T ceils were treated at a final concentration of 10 .ig/m1 of

Brefeldin-A 6 hours afler transfection. Ceils were analyzed 16 hours post

transfection.

Flow Cytometiy Analysis

Ceils were harvested using trypsin, washed and treated for surface or intracellular

staining. For surface staining, ceils were treated with anti-D0J3 serum, DO. 1

antibody for 30 min at 4°C, washed in PBS and incubated with a Mexa Fluor 48$-

conjugated®goat anti-mouse IgG antibody (Molecular Probes, Eugene, Oregon)

for another 30 min at 4°C. Ceils were washed in PBS and analyzed by flow

cytometry on a FACS®calibur (Becton Dickinson, USA). As negative control,

untransfected HeLa or 293T cefis were stained. For intraceflular staining, one

wash of PBS was done between each of the following steps: ceils were treated

with 4% paraformaldehyde for 20 minutes, then cefis were treated with 5OmM

NH4C1 for 15 minutes and ffirther incubated with P35 BSA 1% saponine 0.05%

solution for permeabilization. Afler 15 minutes, primary antibody was added

using the same permeabilization solution for 20 minutes. Aller one wash with

PBS, Mexa Fluor 4$$-conjugated®goat anti-mouse IgG was added for another 20

minutes.
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Fluorescence microscopy

HeLa ceils were plated on cover slips in 24 well plates and cultivated for 2 days

before intracellular staining. HEK293T transfectants were stained, transferred on

microscope sildes by cytospin centrifugation and mounted as described be!ow.

Intracellular staining was performed as described previousiy (FACS analysis) by

using a DO-specific, DM-specffic serum, Cainexin-specific or anti-CD63-PE

antibody foflowed by biotinyiated (Bio/Can Scientific, Ont., Canada) or fITC

conjugated goat anti-rabbit antibody. To detect mouse antibodies, Alexa fluor

48$-conjugated® goat anti-mouse IgG antibody was used. When necessary, ceils

were washed twice and incubated with Texas red-coupled streptavidin (Amersham

Phannacia Biotech) for 20 min. Cefis were flnally washed two times and the cover

slips were mounted using Geitol Mounting Medium (Immunon Shandon, PA,

USA). Ceils were then analyzed by fluorescence microscopy on a Zeiss axioscope

microscope (Cari Zeiss, Germany). Photographs were taken with a Zeiss

microscope camera MC 100 on Kodak elite chrome 400 films.

Immunoprecipitations and EndoH treatment

In order to do immunprecipitation experiments, ceils (1,2 x 10v) were trypsiriized,

washed in PBS and lysed into Triton-X100 1% as described previously (33). Aller

centrifugation, supematants were harvested and incubated with 20 jil (50% beads)

of CL-6b sepharose (Pharmacia, Canada) for 1 hour at 4°C with agitation. Ce!!

lysates were transferred into new microtubes containing 20 t1 (50% beads) of
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c sepharose-protein A (Pharmacia) coupled to HLA-D013 or HLA-DM

Samples were agitated overnight at 4°C. Beads were centrffiiged, washed three

times with lysate buffer and resuspended in Laemli buffer (5 X). For EndoH

treatment, ceils were lysed into Triton-X100 1% and directly digested with

Endoglycosidase H for 30 minutes at 37°C. Samples were boiled and loaded on

10% SDS-PAGE. Gels were transfened to Hybond ECL membranes (Arnersham,

Canada) and blotted with the rabbit DOŒ, DO3 or DM serum ovemight at 4°C

with agitation. Secondaiy antibody (peroxydase-coupled goat anti-rabbit;

Bio/Can. $cientffic, Ont. Canada) was used at 1:1000 dilution for 2 hours at room

temperature. Afler washings, the membrane was developed by

chemiluminescence (Boehringer-Mannheim, Germany) on Kodak XAR-5 films.
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2.5 RESULTS

UM induces conformational changes on HLA-DO early after synthesis in the

ER

Misfolding of newly synthesized proteins is known to induce retention and

aggregation of the proteins in the ER (34). Because HLA-DO is retained in the

ER in absence of HLA-DM, misfolding is likely to explain tins phenotype and

fiirther binding of HLA-DM would rescue the conformational state of HLA-DO

allowing its ER egress. In order to evaluate how the structure of HLA-DO is

influenced by HLA-DM. we used a conformational antibody specific for HLA-DO

(Mags.DO). Tins antibody is presumed conformational because of its incapacity to

detect DO molecules by western blotting. We also demonstrate that tins antibody

is specific to the D0f3 chain. Indeed, we have designed chimericaÏ recombinant

molecules where the first 18 amino acids of each DO chains were replaced by the

corresponding DR region (DR&cDO[3 and cDOŒ/DRI3; fig. 1AB). With tins

system, we can express rnixed pairs between DR and DO and determine the

specificity of the antibody. As shown in figure IC, the Mags.DO antibody

recognizes the mixed pair expressing the DO3 chain but flot the one containing

DOŒ. Ceil surface expression of the mixed pairs was verffied with L243 (DRa

specific) and XD5. 117 (DRf3-specffic) antibodies.

If HLA-DM can truly rescue the degradation of HLA-DO, we suspect that the

conformational antibody will differentiate between DO in either a free form or in a
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DO-DM form. b verify this hypothesis, we transfected HeLa ceils with HLA-DO

alone or HLA-DO along with HLA-DM. We then compared by fiow cytometry

the level of recognition of the antibodies. As shown in figure 2A, the

conformational antibody recognizes more strongly HLA-DO when HLA-DM is

co-expressed, suggesting that DM induces a conformational change on HLA-DO.

To confirm that our resuit was not attributable to a difference in DO expression,

we stained ceils with a non-conformational DO3 specific antibody (HKC5).

Comparable level of DOI3 was transfected in each ceil lime (fig.2A). Moreover,

because D013 and DOa are encoded on the same pBud vector, we can assume that

an equivalent amount of DOŒ is present. In order to veri±i whether the

conformational change induced by DM occurs early afier synthesis in the ER or

later in the lysosomal compartments, we treated transfected ceils with brefeldin A

(BFA). BFA blocks the progression of the molecules along the protein synthesis

pathway by inducing the fusion of the ER with the early Golgi apparatus. As

shown in figure 2B, the conformational change seems to take place in the ER

compartments since the reactivity of Mags.DO over HKC5 is increased in the

presence of DM and this reactivity is a comparable between treated and untreated

BfA ceils.

Modification of the N-terminal region of HLA-DO rescues its retention from

the ER

Numerous studies have described a key role of the N-terminal regions of the

alpha and beta chains of MHC class II molecules for the formation of stable
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c heterodimers (35-39). In an effort to understand the retention mechanism and to

evaluate the relative importance of these regions on association of HLA-DO’s

chains, we have designed a new chimeric recombinant molecule where the first 18

amino acids of both DO chains were replaced by the corresponding DR regÏon

(cDO; fig. 1AB). This chimera should give insightful information on whether DO

retention is caused by an improper pairing ofthe Œ/r3 chains.

HeLa ceils were stably transfected with either the cDO constructions or the wild

type HLA-DO. We then investigated if the chimerical cDO molecule could be

detected at the cefi surface compared to the wild-type DO-expressing HeLa ceils.

As expected, the wild type HLA-DO could flot be found at the ceil surface in these

ceils when stained with the Mags.DO antibody (fig. 3A). This is reminiscent of

the ER retention and confirms the B-cell phenotype as wefl as observations made

by other groups (18). Strildngly, the eDO molecule was found at the ccli surface

(fig. 3A) and could be sorted using Mags.DO and GAM-coated magnetic beads.

Since DO encodes a lysosomal sorting motif (23), it was of interest to determine

if this motif would be ffinctional in the context of the chimerical molecule. To

answer this question, we analyzed the localization ofthe DO and eDO molecule in

HeLa transfected ceils by fluorescence microscopy using antibodies against DO.

Immunostaining of DO expressing ceils revealed a weak ER signal, winch was

similar to the one described previously by others in the same type of cefi (fig. 3B)

(1$). By opposition to the ER pattem observed in DO transfected ceils, the eDO

molecule accumulates in clear perinuclear vesicles distinct from cainexin
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containing compartments (fig. 3B). The expression pattem was reminiscent of an

endosomalllysosomal stairiing similar to the one observed previously (23),

indicating that the di-leucine motif is functional in this context. Finally, the

acquisition of EndoH resistance of eDO molecule (fig. 3C) suggests that eDO

molecules have reached the Golgi complex to undergo post-translational

modifications. Such modifications have been described previously for HLA

DO/DM. DO/DM complexes are shown as positive control in the EndoH

resistance assay (fig. 3C).

To evaluate the fate of the chimerical molecule when HLA-DM is present and

further test if these molecules interact, we transfected HeLa DM.5 ceils with the

cDO construction. Since this heterodimer shows a different conformational state

than DOwt, it was intriguing to test if this molecuÏe stifi associates with DM and if

its surface expression can 5e altered by such interaction. Indeed, if interaction

occurs, one might expect that HLA-DM wffl preclude surface expression of eDO

molecule through sorting by its tyrosine-based signal. As shown in figure 4A,

fewer molecules are detected when DM is co-expressed in comparison to cDO

alone. Intraceflular staining conflrmed that these two different cefis were

expressing the same amount of molecules (fig.4A). To further confirm the

association between eDO and DM, co-immunoprecipitation experiments were

performed (fig. 4B). The cefi lysates were immunoprecipitated with the Mags.DO

antibody and blotted with the DM-specific rabbit serum. As a positive control, we

used Raji B lymphocytes ceil lime, which contains both DO and DM. Using either
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CHAPS or Triton X-100 detergents, interaction between the chimerical molecule

and HLA-DM remained strong (fig. 4B).

A Single mutation of the membrane-distal region of HLA-DOu chain

abrogates ER retention

Modification of the N-terminal region of HLA-DO (cDO) has proven to induce

significant correction of the conformation and ER egress of DO. This resuit

suggests that there might be a pairing default between DOŒ and DO in tins

region. To find out winch residues would cause mispafring ofthe heterodimer, we

compared the N-terminal amino acids sequence of HLA-DO with other classical

class II molecules. Interestingly, HLA-DO sequence is very homologous to HLA

DQ2 in tins region and DOŒ contains an extra amino acid comparable to the one

found in DQ, causing a bulge on the peptide binding floor. Sequence alignment

shows a major difference between DO and DQ since a proline is found at position

11 of the DOa chain while a valine stands for the equivalent residue of DQ2Œ.

(fig. 5A). Proline has an inflexible structure and may cause irregularities in the

peptide-binding groove of the molecule. in order to verilr if tins amino acid was

responsible for the ER retention of HLA-DO, we performed mutagenesis to delete

tins proline or to replace it for a valine. We also replaced the alanine in proximity

of tins proline for an argiriine. HEK2931 ceils were then transfected with DOwt

or mutant DOP1 1V (DOŒP1 1V/WT) and stained for ceil surface expression. As

expected, no DOwt molecules could be detected at the cefi surface. However, the

replacement of this proline for a valine allowed a dramatic increase of DO
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expression (fig. 5B). Interestingly, the deletion of the proline failed to correct the

misfolding of DO as no molecules could be detected at the surface. The mutation

of the alanine next to the proline could flot restore DO expression. Mtogether,

these resuits suggest that the proline is solely responsible for the mispafring of the

DOŒ and DOf3 chain in the N-terminal region of the molecule. However, the full

amino acid sequence of DOa is requfred to achieve conformational restoration.

Moreover, ceil surface expression of DOP1 1V was also detected in stable HeLa

transfected ceils (fig 5C), suggesting that the conformational correction observed

is flot ceil type-dependent.

To conlirm that the mutated DO (DOP1 1V) could reach the Golgi apparatus and

lysosomal compartments, we performed immunofluorescence on transfected 293T

ceils. As expected, the mutated DO clearly accumulates in perinuclear vesicles

co-localizing with CD63, a marker of lysosomal compartments, while DOwt

revealed a weak ER signal (fig 6A). We then addressed whether DOP1IV could

egress ER as efficiently as the DO/DM complex. b this respect, trafficking of

the DOPI 1V molecule inside of the ceil was assessed. HEK293T ceils were

transfected with DO, DO+DM and DOP1 1V, and lysates were prepared afler 6, 8,

10 and 12 hours post-transfection. Samples were digested with endoH enzyme and

analyzed by western blot. As shown in figure 6B, DO/DM complexes

demonstrate endoH resistance starting at $ hours while DOwt falled to acquire

such resistance. Interestingly, endoH resistance pattem of DOP1 1V was similar to

the one observed with DO/DM complexes. Ibis result strongly suggests that the
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mutation induced on DO influences the trafficking of the molecule in a DM-like

fashion.

DM binds strongly to DOPI1V without enhancing its overail conformation

We have previously shown that the modification of the N-terminal region of HLA

DO was flot significantly affecting its capacity for HLA-DM binding. To conlirm

that the proline was flot critical for the binding of DO to DM, we performed

immunoprecipitation experiments. FACS analysis was conducted to evaluate the

expression of molecules prior to immunoprecipitations. As described for the

chimerical eDO molecule, DOP1 1V was sequestered from the ceil surface by

HLA-DM, suggesting a strong association between DM and DOP1 1V (fig. 7A).

Immunoprecipitation experiments con±lrmed the interaction between these

molecules (fig 7B). Moreover, having seen a significant improvement in the

conformation of HLA-DO induced by the influence of HLA-DM, it was

interesting to evaluate to winch extent the DOP1 1V mutation was able to stabi]ize

the conformation of tins molecule. In order to do so, we transfected HEK293T

ceils with DOP1 1V molecule in the presence or absence of HLA-DM and tested

whether or flot an improvement in the reactivity of the Mags.DO antibody was

observed. As seen in figure 7C, the conformationaÏ antibody didn’t reveal an

increased signal when HLA-DM is present as compared to the molecule alone.

Tins strongly suggests that DOP1 1V adopts an optimal conformation without any

influences from DM.
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DOP11V is not impaired in its capacity to inhibits the catalytic activity of

HLA-DM

To evaluate if the mutated DOP1 1V was functional, we co-transfected this

molecule along with CIITA in HeLa ceils. We then assessed the capacity of the

mutant DO molecule (DOP1 1V) to inhibit CLIP release from class II molecules.

Control HeLa cefis transfected exclusively with CillA and sorted using L243

expressed high levels of class II, littie D013 and displayed few CLIP-class II

complexes at their surface (Fig. 8) (40). As expected, ceils co-transfected with

CillA together with DOwt and sorted using L243 displayed a marked

accumulation of CLIP. Comparable accumulation of CLIP was also obtained by

co-transfecting CillA with DOP1 1V, suggesting that the mutation induced on DO

leads to a conformational change which does flot interfere with its capacity to

inhibit DM.
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2.6 DISCUSSION

Many groups have described conformational changes of MHC class II molecules

upon pH modification or following interaction with other MHC molecular partners

(41, 42). Indeed, classical class II molecules such as HLA-DR gain ffinctional

conformation at acidic pH and are greatly influenced by the binding of HLA-DM.

However, only limited information concerning HLA-DO conformational state is

available in the literature, focusing mainly on the influence of the acidic

environment. These types of experiments were generaily performed using 8-

anilino- 1 -naphthalenesuifonic acid (ANS), winch recognizes hydrophobic residues

exposed at the surface of molecules. In tins study, we used a conformational

antibody that preferentially recognizes HLA-DO folded in proper physiological

conformation. for the flrst time, we dernonstrate that HLA-DM affects the

conformations of HLA-DO. Indeed, comparison between 293T ceils transfected

with DO and DO/DM was done using Mags.DO and a second non-conformational

antibody restricted to D0f3 cytoplasmic tail, HKC5. Analysis of both ceils with

HKC5 ifiustrates an identical level of DO expression. On the other hand, staining

with the Mags.DO antibody is stronger with the DO-DM expressing ceil than DO

alone even if the ceils express identical levels of DO.

In Hela ceils and in murine B-lymphocytes, HLA-DO was shown to be totally

dependent on its association with HLA-DM to egress the ER (18). In an effort to

understand the ER retention mechanism of HLA-DO, we modffied tins molecule
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in order to optimize pairing between the alpha and beta chains (Figure 1).

Interestingly, this new eDO molecule was found to be expressed at the ceil surface

as well as in lysosome-ifice compartments. Furthermore, western blot analysis of

the chimerical molecule showed that the maturation was similar to the one

described for the DO[DM complexes. This resuit suggests that the N-terminal

region of HLA-DO affects pafring of DOŒ and D0f3. To rule out that the

retention of DO was flot attributable to a complete failure of the DOŒ and DOf3

chain to interact with each other, co-immunoprecipitation experiments were

conducted. In these experiments, DOŒ and f3 chains showed strong association,

comparable to the one found between cDOŒ and cDOf3 (data flot shown). This

resuit is consistent with other studies performed on mismatched combinations of

class II MHC molecules showing that co isolation of the Œ and f3 chains was

efficient regardless of whether or not &f3 class II dimer would be expressed at the

ceil surface (39). Altogether, these data suggest that DOM ER retention is

attributable to an inappropriate pafring between Œ and f3 chain at the N-terminal

region.

A proper folding of the chimerical cDO molecule indicates that the 1$ first amino

acids of FILA-DO are critical for the overail conformation of HLA-DO.

Comparison of the 18 first amino acids of HLA-DO with other MIIC molecules

such as DR and DQ revealed variations susceptible to cause an hiegularity in the

structure of the molecule. Tins analysis pointed to a critical residue (DOaP11)

predicted to influence the formation of H-bound between Œ ami f3 chains. Indeed,
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pro lime is an inflexible structure that may affect other amino acids in close

vicinity. Interestingly, Iak alpha molectile also contains a proline in its N-terminal

domain in position a13. Crystal structure reveals that this proline is unable to

form hydrogen bound with any other residues located on the same chain or on the

opposite f3 chain. If such scenario is transposable to DO, the modification we

made to the valine may have restored critical hydrogen bonds necessary for the

proper pafring of Œ and f3 chains.

Since cDO molecule and DOP1 1V mutant adopt a proper conformation and can

egress ER without HLA-DM, it was important to verify if these molecules were

stifi able to bind HLA-DM. Our data demonstrate that that despite discrepancy

between conformational states of the modified DO molecules and free HLA-DO,

HLA-DM was abÏe to strongly bind to both molecules. Tins resuit suggests that

the binding capacity of HLA-DM is not restricted to a specific HLA-DO

conformation. We can also conflrm that the 18 flrst amino acids of HLA-DO are

flot essential for its interaction with HLA-DM. Indeed, the chimerical eDO

molecule that lacks the 1$ first amino acids of DO shows strong binding to DM.

In other respects, it was surprising to find littie amount of chimerical molecule or

mutated DO at the ceil surface despite potential sequestration of DM inside

lysosomal compartments. Tins could be explained by the fact that these molecules

are not dependent of DM to exit the ER. It is thus conceivable that a fraction of

the molecules wffl progress to the ceil surface before ever encountering DM.
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Early afier their synthesis in the ER, Œ and 3 chain of MHC molecules must

associate to avoid prernature degradation. It is also known that classical MHC

molecules such as HLA-DR must gain a proper folding in order to egress to other

compartments, otherwise molecular chaperones such as BIP and cainexin will

retain these molecules inside the ER (43). Mthough HLA-DO has flot been

investigated for the binding of these chaperones so far, we can assume that it wffl

obey similar rules. It is likely that a transient association with ER chaperones such

as BIP, calnexin or cafreticulin wffl cause retention. Tins association probably

persists until DM interacts with DO to form a transport competent multi-unit

complex. Indeed, one can speculate that DM allows DO to egress the ER by

inducing the removal of an ER resident chaperone. In that model, it is flot known

whether HLA-DM would directly compete with tins chaperone or if it would

rescue HLA-DO by modiljing its conformation in a way the chaperone wiil no

longer recognize it. Our results strongly suggest the later option for several

reasons. first, we clearly show that DM modifies the conformation of HLA-DO.

Second, analysis of our chimerical cDO molecule or DOP1 1V mutation suggests

that a correction of the conformation is sufficient to avoid retention. Third, N

terminally modified DO can egress from ER, winch suggests that it is flot

constrained by any chaperone activity. finally, HLA-DM continues to bind these

molecules even if the molecular chaperones are apparently flot further involved. It

is thus unlikely that DM and the chaperone wffl compete for the same HLA-DO

residues.
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High stability is another interesting feature of the mutated DOP 11V molecule.

Numerous independent HeLa transfections have shown an improved expression of

the mutated DO over DOwt (see figure 3A-HKC5 staining). Interestingly, this

difference is only marginal when using HEK2931 ceils (sec figure 3A). Tins

divergence could be attributable to a poorer catabolic pathway in HEK293T ceils

or could simply be due to transient expression. Indeed, degradation of DO may

require more than 48 hours to be visualized. In the future, it wffl be interesting to

investigate the possible role of the proteasome on the premature degradation of

D0f3 in HeLa ceils. Moreover, nobody has been able to work properly with DO

because of its poor stabffity. With the use of the DOP 11V molecule, we hope to

produce enough molecules to resolve the crystal structure of DO. Preliminary

results have shown a dramatic improvement of the expression of the modffied DO

in drosophila ceils over DOwt. Tins finding wffl have tremendous impact on

understanding the ifinction of DO since it wffl answer the question as whether or

flot HLA-DO is able to bind peptides in its groove-like domain. It wffl also

provide valuable indications of the exposed residues susceptible to make contacts

with HLA-DM in order to moduÏate its activity.

Mtogether, the resuits presented in tins study suggest that the DO’s retention is

attributable to an inappropriate pairing between u and f3 chain at the N-terminal

region. It also raises the question whether or not DOu and D0f3 are natural

partner. Numerous studies have proven that these two gene products truly interact

in in vitro and in vivo experlinents. However, it is conceivable that DOu and DOf3
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could have previously evolved with different partners. Several pieces of evidence

suggest that. First, the two DO genes are located quite far from each other, in

opposition to other class II genes located pair wise. Second, DOu expression is

regulated by CIITA whlle D0f3 is flot. In tins regard, it is tempting to speculate

that the immune system has developed an “isotype mismatching strategy” between

DOŒ and DO[3 to facifitate DO-DM association in the ER compartments and to

avoid the presence of free DO in the endocytic pathway in order to optimize its

regulatory activity on DM.
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2.8 ABBREVIATIONS

ANS : $-aniiino- 1 -naphthalenesuffonic acid

BSA: Bovine serum albumine

CLIP : CLass II associated Invariant chain Peptide

DM: HLA-DM

DO : HLA-DO

DR: HLA-DR

ER: Endoplasmic reticulum,

Ii: Invariant chain,

MIIC t MHC class II compartment

MHC: Major histocompatibffity complex

PBS : Phosphate buffer saline

PCR: Polymerase chain reaction

BfA : Brefeldin A
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2.10 FIGURES

Figure 1. Chimerical DRJDO molecules

(A) Schematic representation of the recombinant molecules and full length HLA

DO used in tins study. The chimerical molecule consists of an heterodimer

between two recombinant chains: the first 18 amino acids of the DO chains were

replaced by their coffesponding DR counterparts. Recombinant molecules are

described in Materials and Methods. Amino acid sequence at the chimerical

molecule junction is depicted below. (B) 1CR View of the peptide-binding

groove of HLA-DR. The 18 first amino acid stretch of the Œ chain (red) and [3

chain (green) are highlighted in color. (C) Mags.DO characterization was

performed by surface staining (bold lime) of two different chimerical molecules

(cDO&DR[3; lefi panel, DRa/cDO[3; right panel). Detection of the chimeras was

assessed by using XD5. 117 and L243 (thin lime).
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figure 2. A DM-induced conformational change on HLA-DO occurs early

after protein synthesis in the ER.

(A) Permeabffized ceils expressing the HLA-DO alone (bold fine) or DO with DM

(thin fine) were stained with Mags.DO antibody (lefi panel) and a cytoplasmic

DO[3-specffic HKC5 antibody (right panel). (B) 293T ceils were transfected with

DO (lefi panels) or DO+DM (right panels), BfA was added 6 hours later (lower

panels) and ceils were analyzed 16 hours post-transfected with Mags.DO and

HKC5 antibodies. The histogram represents the Mags.DO/HKC5 ratio for each

conditions.
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Figure 3. cDO molecule successfully egress the ER to reach ccli surface and

lysosomal compartment in transfected HeLa ceils.

(A) Surface expression ofthe cDO molecule (right panel) was compared to DOwt

(lefi panel) using the Mags.DO antibody followed by an Mexa 482-Iabeled goat

anti-mouse antibody (bold lime). Ceils were permeabilized and stained with HKC5

antibody (thin lime) in order to visualize the total expression of DO. fffled region

represent the control fluorescence of ceils incubated with the secondary antibody.

(B) PerrneabiUzed ceils expressing the wild-type HLA-DO ta to d) or CDO

molecule (e to h) were stained to analyze the intracellular localization. Panels a-e

show staining using the Mags.DO antibody followed by an Alexa 4$$-labeled goat

anti-mouse antibody. Panels b-f show stahiing using the anti-cainexin specific

rabbit serum foflowed by a biotinylated-labeled goat anti-rabbit antibody and

texas-red conjugated streptavidim. Panels c-g ifiustrate the co-localization of the

two molecules and d-h panels show the ceils in visible light. Immunofluorescence

was monitored by confocal microscopy. (C) Cefis expressing DO, DO+DM or

cDO molecules were analyzed with a DOŒ-specffic rabbit serum on western blot

afler EndoH treatment.

o
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Figure 4. Efficient association between cDO and DM in transfected HeLa

ce]Is.

(A) Ceils expressing cDO alone (thin lime) or cDO+DM (bold lime) were stained at

the ceil surface with Mags.DO antibody (lefi panel) or permeabilized and stained

with the same antibody (right panel). (B) cDO molecule was compared to DOwt

of Raji ceils for its association with DM. Samples were lyzed in 1% Chaps or

Triton X-100, immunoprecipitated with the Mags.DO D0f3-specffic antibody and

revealed with the Anti-DM serum (lefi panel). As a control, Raji ceils were lyzed

with the same reagents, immunoprecipitated with XD5. 117 (DR) amd revealed

with the Anti-DMf3 serum (lefi panel).

Q
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figure 5. Mutation of the membrane-distal region of HLA-DOa chain

abrogates ER retention and allows ceil surface expression of HLA

Do.

(A) Amino acid sequence homology between DOŒ and DQ2Œ in the N-terminal

regions of the molecules. Mutated residues on DO are denoted with asterisks. (B)

HEK293T ceils were transfected with DOa/l3wt or mutated versions of DO

(DOŒP11V/3WT, DOŒAP/I3WT or DOŒA12N/WT) and stained for the cefi

surface expression of DO with Mags.DO (bold lime). Cefis were also

perrneabUized and stained with HKC5 antibody (thin lime). (C) HeLa celis were

transfected with DOŒ/f3wt (thin lime) or DOŒP1 1V/WT mutant (bold une) and

stained for the ceil surface expression of DO with Mags.DO. Control (ctrl) ceils

were stained with the secondary antibody alone (filled histogram).
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Figure 6. DOP11V molecule successfu]ly egress the ER to reach Golgi

apparatus and lysosomal compartments in transciently transfected

11EK293T cel]s.

(A) HEK293T permeabilized ceils expressing the wild-type HLA-DO (a to c) or

DOP 11V molecule (d to f) were stained to analyze the intracellular localization.

Panels a-d show staining using the Mags.DO antibody followed by an Mexa 488-

labeled goat anti-mouse antibody. Panels b-e show stahuing using the anti-CD63-

PE antibody which detects lysosomal compartments. Panels c-f ifiustrate the co

localization ofthe two molecules. (B) HEK 2931 ceils were transfected with DO

(upper panel), DO+DM (middle panel) and DOP1 1V (lower panel) and lyzed afier

6, 8, 10 and 12 hours post-transfection. Haif of the samples were treated with

endoH and analyzed on western blot using a DOŒ-specffic rabbit serum.
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Figure 7. UM bïnds strongly to DOP11V without enhancing its overali

conformation

(A) Cytometry analysis was performed on DOP1 1V/DM-positive 293T ceils (bold

lime) and DM negative ceils (thin lime). Two Mouse anti-D013 antibodies were

used, Mags.DO for ceil surface staining and HKC5 monoclonal antibodies on

permeabilized cefis, foflowed by an Alexa 4$$-labeled goat anti-mouse antibody.

fffled region represent the control fluorescence of celis incubated with the

secondary antibody. (B) DOP1YV molecule was compared to DOwt for its

association with DM in HEK293T ceils. Samples were lyzed in 1% Triton X-100,

immunoprecipitated with the Mags.DO DO-specffic antibody and revealed with

the Anti-DM3 serum. As a negative control, DM alone was also transfected,

immunoprecipitated and blotted using the same antibodies. (C) HEK293T ceils

transfected with the same molecules as described above were permeabilized and

stained with Mags.DO and HKC5 antibodies foflowed by an Alexa 4$$-labeled

goat anti-mouse antibody. Fffled region represent the control fluorescence of ceils

incubated with the secondary antibody.
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Figure 8. DOP11V is not impared in its capacity to inhibits the catalytic

activity of HLA-UM

HeLa ceils were stably transfected with CIITA alone or together with DOwt or

DOP11V and sorted on magnetic beads coated with L243. Ceils were later

analyzed by flow cytometry afler surface staining for DR (L243; gray lime) and

CLIP (CerCLIP. 1; bold lime) and afler intraceflular staining for DO (HKC5 DO[3-

specific antibody; thin une). Control (ctrl) ceils represent untransfected HeLa ceils

stained with L243 (flfled histogram). The bottom histogram shows the ratios

between the mean fluorescence values obtained for CerCLIP. 1 and HKC5

antibodies.
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3.1 RÉSUMÉ

La molécule non classique de classe II HLA-DO (DO), exprimée dans les

lymphocytes B, a pour fonction d’inhiber HLA-DM (DM) et prévenir le

chargement de peptides intemalisés par pinocytose. Cette inhibition cause

l’accumulation de fragments CLIP (dérivé de la chaîne invariante) liés à la

molécule de classe II classique. Jusqu’à présent, le mécanisme d’action de DO

demeure incertain. En exprimant une seule chaîne de DO à la fois, dans le

contexte de paires mixtes isotypiques, nous avons démontré que la chaîne DOu

contenait des domaines importants pour faire contact avec DM situées en région

C-terminale de l’hélice alpha. Des expériences de mutagenèse dirigée effectuées

dans cette région ont révélé que la position DOŒR$O était impliquée dans

l’interaction DO-DM. De plus, un deuxième résidu situé sur la même face de DO

alpha (ŒE41) influence l’association entre DO et DM ainsi que l’accumulation des

complexes classe II-CLIP. Ce résidu est analogue à celui retrouvé sur la molécule

HLA-DR (DR) qui participe à l’interaction avec DM. Le contact entre DM et

cette face latérale de DO alpha a été confirmé en utilisant des anticorps dirigés

contre la chaîne alpha qui font compétition avec DM pour l’accès à DO. Nos

résultats suggèrent donc que l’interface d’interaction entre DO et DM est distincte

de celle décrite entre DR et DM en impliquant majoritairement la participation de

la chaîne DOŒ. Toutefois, DO pourrait inhiber l’activité catalytique de DM en

interférant avec la liaison de DR.

C
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3.2 ABSTRACT

B lymphocytes express the non-classical class II molecule HLA-DO (DO) which

inhibits HLA-DM (DM) and prevents the loading of peptides derived from fluid

phase endocytosed antigens. This inhibition causes the accumulation of classical

class II molecules bound to the CLIP fragment of invariant chain. Still, the mode

of action of DO remains elusive. By expressing one chain of HLA-DO at a time

in the context of mixed isotypic pairs, we showed that DOŒ contains an important

region for DM interaction located at the C-terminal region of the alpha helix. Site

directed mutagenesis of tins region revealed a critical position (DOaR$O) that

affects the DO-DM association. Moreover, another residue in the sarne lateral

face of DO alpha (ŒE41) influences the DO-DM association as well as the

accumulation of class II-CLIP complexes. Tins residue is analogous to the one

found in DR and winch participate to the interaction with DM. Contact between

DM and tins lateral face of DO alpha was ffirther confirmed by the finding that

alpha chain-specific antibodies compete with DM for binding to DO. Altogether,

these results suggest that the interface of interaction between DO and DM is

distinct from the one described for DR by involving an important participation of

the DOa chain. However, DO may ininbits DM’s catalytic activity by interfering

with DR binding.
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3.3 INTRODUCTION

Classical MHC class II molecules are polymorphic heterodimeric proteins

expressed at the surface of antigen presenting cefis. They present to CD4 T

lymphocytes those antigenic peptides derived from endocytosed antigens (see (1)).

The a and [3 subunits of class II associate in the ER together with the invariant

chain (Ii) (2). The complex enters the endocytic compartments where Ii is

degraded from its C-terminus (3). A last piece called CLIP is protected inside the

groove and must be released to allow binding of antigenic peptides (4). DM, a

non-polymorphic intracellular chaperone, is responsible for removing CLIP and

editing the peptide repertoire to favor those ofhigh affinity (see (5)).

Class II-restricted antigen processing in B lymphocytes is tightly regulated to

ensure specfficity of the activation process. These ceils express a non-classical

class II molecule called DO (H2-O in mice) that inhibits the presentation of

antigens taken up by fluid phase endocytosis and which are not recognized by the

surface 1g (6, 7). The non-polymorphie DOŒ and DO[3 chains associate in the ER

and access endosomes only upon binding to DM (8, 9). Lately, it was shown that

transfection of HLA-DO in CIITA ceils caused the celi surface accumulation of

classical class II molecules associated with CLIP (10, 11). In vitro studies revealed

that DO-bound DM molecules were inactive around neutral pH while retaining

full activity at pH values around or below 5 (7, 12). Tins would allow efficient

class II loading of antigens taken up by the surface 1g and needing highly
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— degradative conditions. This hypothesis is consistent with results obtained using

spienocytes from mice with a targeted mutation in the DOŒ genes and winch

showed increased efficiency in the presentation of soluble antigens (7).

Interestingly, these ceils did flot show any variation in the level of CLIP

associated class II molecules (7, 13).

The precise mechanism by winch DO modulates the activity of DM molecule

remain to be clarffied. In tins report, we have used mixed pairs between DR and

DO to define the DM binding domains on DO and gain insights into its mode of

action. We also made use of competing aritibodies and performed point mutations

on DO to map a face that is critical for interactions with HLA-DM.

Understanding the fiinction of DO might allow the modulation of antigen

processing for therapeutic purposes.
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3.4 MATERIALS AND METHODS

Plasmids and mutagenesis

pBSDOŒ.9, pBSDO3, pBudCE4-A, pBudDOŒ, RSV.5gptDN 1, RSV.3DR3OO$,

pBudDM and pBUD DMY have been described previously (14, 15). pBudDRf3

was generated by inserting the BamHI fragment ofRSV.3DR3OO$ in pBudCE4-A.

pREP4CIITA and pCDNA3CIITA cDNAs were obtained from Dr J. Ting.

pBudDOŒ was created by cloning a BamHI fragment from pB$DOŒ.9 into the

3g111 site ofpBudCE4-A. pBudDOf3 was generated by cloning a BamHI fragment

from pBSDOI3 into BgÏII site ofpBudCE4-A.

The DR18/DOŒ chimeric cDNA (cDOŒ) was made by overlap extension PCR as

described (14) using the DRŒ cDNA, cloned in the BamHI site of pBÏueScript

(Stratagene, CA), and RSV.5gptDNl as templates. The sequence of the

oligonucleotides is available upon request. lie Safl-PvuII fragment encompassing

the junction between DR and DO was subcloned into RSV.5gptDNl. The

nucleotide sequence was confirmed by DNA sequencing. A 2 Kbp BamHI

fragment was cloned into the BglII site of pBudDRJ3 to generate

pBudDRis/DOŒ + DRÎ3. The other chimeras (DR42/DOa, DR77/DOa,

DR63/DOa and DR84/D0x) was generated by using pBSDOa.9 and pBSDRŒ as

templates. The NotI-BstEII fragment encompassing the junction was cloned into

the NotI-BstEII sites of pBudDRis/DOa + DRf3 to generate

pBudDR42/DOŒ + DR3, pBudDR63/DOŒ + DRf3 and pBudDR84/DOŒ + DRF3.
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The first two mutations in DOŒ (E41K and F52S) were generated by overlap PCR

using pBSDOa. In order to generate the DOa double mutation (ŒEF-KS), we

used the first PCR product containing aE41K mutation as template and a second

set of primers was used to generate the ŒF52S mutation. From each PCR

products, a 450bp SalI and BstEII fragment along with a BstEII-XbaI fragment

digested from pBSDOa.9 were simultaneously cloned into the SalI-XbaI sites of

pBudCE4-A and sequenced (pBudDOŒE41K, pBudDOaf52S, pBudDOŒEf

KS). A BarnHI fragment from wild-type pBSDO[3 was sub-cloned into the BglII

site of the previous vectors to generate pBudDOŒE41K+f3wt,

pBudDOŒF52S+3wt and pBudDOuEf-KS+wt. Ail other mutations in DOŒ

(E76K!R$OS, R$OY/A831, R$2P) were generated using a similar strategy.

Antibodies

Monoclonal antibodies L243 (DRu-specific), CerCLIP (CLIP-specffic;

Pharmingen), XD5.1 17 (DRI3-specffic), MAP.DM1 (DM-specffic; Pharmingen) as

wefl as the mouse serum against DO3 and the rabbit sera against DOŒ and DMf3

have been described (14, 15). HKC5 is a monoclonal antibody against the

cytoplasmic tail of D013 (16).Secondary antibodies were the Alexa Fluor 48$-

conjugated® goat anti-mouse IgG (Molecular Probes), the biotinylated goat anti

rabbit (Bio/Can Scientific) and the Texas-Red-coupled streptavidin (Amersham

Pharmacia Biotech). Mags.DO monoclonal antibody was generated by repeating

C injection ofpurffied DO-DM complexes into mouse.
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Ccli unes and transfections

HeLa DRu+DR18/D013 (DR&cDOfE) have been described (14). HeLa and HeLa

DM.5 ceils were provided by R.P. Sékay. HEK293T ceils were obtained from E.

Cohen. Celis were cultured in DMEM, 10% fBS (Invitrogen) and selective

agents. HeLa and HeLa DM.5 were transfected with fugene6 (Roche Diagnostics,

Canada) using lug of each DNA (14). for transient expression, HEK293T ceils

were transfected by the calcium phosphate precipitation method using 2tg of each

DNA. Ceils were analyzed 2 days post-transfection.

f low Cytometry

Ceils were harvested using trypsin, washed and stained for surface expression. for

intraceflular staining, celis were treated with formaldehyde for 20 minutes, then

with 5OmM NH4C1 for 15 minutes and permeabilized with PBS-BSA containing

0,05% saponin (14). Ceils were analyzed on a fACS®calibur (Becton Dickinson,

USA).
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çJ Fluorescence microscopy

HeLa ceils were plated on cover slips in 24 well plates and cultured for 2 days

before intracellular staining as described for flow cytometry analysis. Ceils were

washed twice and the cover slips were rnounted using GeItol Mounting Medium

(Immunon Shandon). HEK293T transfectants were stained, transferred on

microscope slides by Cytospin centrifugation and mounted as above. Ceils were

analyzed by fluorescence microscopy on a Zeiss axioplan 2 imaging microscope.

Photographs were taken with a Sony DXC-390P digital camera.

Immunoprecipitations and western blottting

Ceils (10v) were trypsinized, washed in PBS and lysed into 1% CHAPS or Triton

X100 (14). Immunoprecipitations were done ovemight at 4°C using primary

antibodies bound to protein-G coupled to sepharose 4B (Amersham Biosciences).

Samples were analyzed on western blots (14).



121

3.5 RESULTS

DOŒ chain encompasses the main binding site for UM

b gain insights into the mode of action of DO, we undertook to delineate the

regions important for contacting DM. We reasoned that the DOŒ chain was Iikely

to be responsible for the interaction with DM since the primary sequence of its

distal domain is far more divergent than DO3 when compared to classical class II

molecules (6, 17). Moreover, the overail structure of D0f3 is very similar to DRI3

suggesting that it is not involved in the specific ER interaction with DM (1$). To

isolate the DOŒ chain from D0f3, we generated a mixed heterodimer between

DOu and DRf3 (Fig.1A). Such pairing overcomes the ER retention and is made

possible only when using a chimeric DO (cDO) chain in winch the first 1$ amino

acids were replaced by those ofDR (1$). Then, we took advantage ofthe fact that

the DO/DM interaction is resistant to ceil lysis in Triton X-100 or CHAPS while

DR/DM complexes can only be purified using CHAPS (8, 19).

The weak interaction between DR and DM was coniirmed in figure 1 B using

HeLa celis transfected with the class II transactivator (CillA) cDNA and winch

express classical class II molecules as well as DM and Ii (16). Using cefi lysates

prepared in different detergents, DR co-immunoprecipitated DM only in Chaps.

We repeated tins experiment using ceils expressing cDOa/DRII and HLA-DM.

Figure lB shows that the two molecules could be co-immunoprecipitated in both

detergents. On the other hand, a control DRŒ/cDOI3 molecule co-precipitated DM
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only from ceil lysates prepared in CHAPS. Ibis last observation is in une with our

three-dimensional model of DRŒ/cDOJ3 which revealed a structure very similar to

the one of DR (18). Altogether, these resuits suggest that cDO&DR3 and

DRŒ/cDOt3 associate with DM in a DO-like and DR-like fashion, respectively,

and that DOŒ represents the main contact site with DM.

To coniirm the role of DOŒ, we transfected cDO&DR molecule in presence of

HLA-DM and we analyzed the sub-locallzation as wefl as the surface expression

of the molecule. In DM negative ceils, the molecule could be detected at the

surface ofHeLa ceils (Fig. 2A). However, upon co-expression ofDM, cDOa/DRI3

was flot expressed at the ceil surface suggesting a DM-induced intracellular

sequestration. Indeed, these ceils were positive upon permeabilization and

intracellular staining (figure 2A). We analyzed by immunofluorescence

microscopy the sub-cellular localization of cDOŒ/DRI3 in DM and DM ceils

(figure 2B). Only a diffuse surface stainiig could be detected in DM ceils, in lime

with the absence ofendosomal sorting motifs in DOŒ and DRj3 (14, 20). However,

in the presence of DM, both molecules were found in vesicles of the endocytic

pathway (Figure 2B, bottom panels). Altogether, these resuits suggested that DM

and cDOŒ/DR interacted early in the biosynthetic pathway preventing the mixed

pair from taking the default route to the ceil surface. In DW ceils, the sub

cellular distribution of cDOcx/DRI3 was reminiscent of the one described for DO

(8) suggesting that the DOŒ chain encompasses the main binding site for DM.
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A DR-conserved residue on DO makes contact with DM

The resuits obtained with the mixed pairs prompted us to focus on the DOŒ chain

residues to better understand the inhibitory function of DO. It has been previously

suggested that this inhibition could be attributable to a competition between DO

and DR for the binding to DM. b verify this hypothesis, we obliterated the

putative DR-like binding site of DOŒ by site-directed mutagenesis based on

resuits recently obtained by Doebele et al. (21) (fig. 3A, upper panel). According

to tins study, residues DRŒE4O and Œf51 are located on one lateral face and

participate in the interaction with DM (fig.3A, Iower panel). We introduced the

same mutations on DO (E41K, f52S and combined EF-KS) and we verffied if

these mutations would affect the inhibition of CLIP release from class II

molecules. As expected, ceils co-transfected with CubA together with DO and

sorted using L243 displayed a marked accumulation of CLIP. However, a similar

expression of DOŒE41K and DOŒEf-KS resulted in a drastic reduction in the

amount of CLIP-class II complexes as compared to that observed with wild-type

DO or DOŒF52S (fig. 3B, top panel). These differences could not be attributed to

variations in the levels of DO expression as shown by comparable staining of

permeabilized ceils. Moreover, because DO and DOŒ are encoded on the same

pBud vector, we can assume that an equivalent amount of DOŒ is present. As a

control, HeLa ceils were also transfected exclusively with CIITA and showed littie

DOf3 as wefl as very few CLIP-class II complexes at their surface (Data not

shown) (16). The ratios of expression for CLIP over DR clearly showed that the

transfectants containing the DOŒE41K mutation stifi allowed efficient CLIP
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release by DM (Fig. 3B, bottom panel). Interestiiigly, the F52$ mutation did flot

affect the inhibitory ffinction of DO on CLIP release. These results suggest that

DO is using one of its homologous residue with DR (ŒE4J) to make a contact

with DM.

HLA-DM encodes a tyrosine-based motif (YTPL) in the cytoplasmic tail of the F3

chain, which allow efficient targeting of the molecule in lysosomal compartments

(22, 23). Conversely, mutated version ofthis motif DMY (DMY227A) lead to the

redistribution of DM molecules at the cefi surface. Since DO is completely depend

of DM for its sub-cellular localization, it can be detected at the ceil surface when

DMY is co-expressed. To assess if the failure of the mutated DO (DOEF-KS) to

inhibit DM was caused by an irnpaired binding, we transiently transfected

HEK293T ceils with these molecules and stained for ceil surface expression. As

expected, DOwt could be detected at the ceil surface using DO-specific antibody

when co-expressed with DMY (fig. 3C). However, the DOEF-KS mutant was

impafred in its capacity to reach the cefi surface with DMY (fig. 3C). A lower

surface expression could not be due to a variation in the expression of the

molecules since surface DMY as well as intracellular DO were comparable

between transfectants (fig. 3C). These results suggest that the binding between

DOEF-KS and DM is not optimal and may explain the loss offfinction of DO.

In order to conflrm the partial interaction between the mutated DO and DM, we

performed co-immunoprecipitation experiments. As shown in figure 3D (upper IP
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panels), DOwt could be easily pulled down with DM in CIITAJDOwt transfectant

while only a marginal amount of DO could 5e detected in CIITA expressing ceils

(16). Interestingly, the mutated DO (EF-KS) could flot be immunoprecipitated as

efficiently as the wild type molecule despite comparable DO expression as shown

by flow cytometry. Ibis strongly suggests that the DOŒE41 residue is critical for

DM interaction. In previous studies, DO-DM complexes have been reported to

associate with DR molecules to form tri-molecular complexes (24). b veril’ if

the mutation on DO would affect the formation of such putative complexes, we

performed co-immunoprecipitation experiment using DR-specffic antibody on

HeLa ceils co-expressing CTITA and DOwt or DOEF-KS. Since no direct

interaction occurs between DO and DR, the only way to observe DO molecule

would imply the participation of DM or a member of the tetraspanin family (25).

As shown in figure 3D (lower I? panels), a substantial amount of DOwt cari be

pulled down with DR while the DOEf-KS molecules could be detected at a lesser

extent (fig3D, lower IP panels). Ibis discrepancy couic! flot be due to a failure in

the immunoprecipitation experiments since the DR:DM ratio was comparable

between transfectants. These resuits ffirther confirm the implication of the

DOaE41 residue for DO-DM interaction and suggest that the presence of DO in

the putative tri-molecular complex is flot solely due to the inclusion of

tetraspanines molecules. Indeed, the participation of these proteins would have

implied the non-specific presence of DO.
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c Previous study have reported that DO needs DM to reach endocytic pathway (8).

Intracellular trafficldng could also be monitored using pulse chase experiments for

the acquisition of EndoH resistance, which is reminiscent ofthe passage to the late

golgi apparatus (8). b better define the impact ofthe DOEF-KS mutation on DM

binding, we analyzed its trafficking inside of the ceils. HEK2931 ceils were

transfected with DO, DO+DM and DOEFKS+DM, digested with endoH enzyme

and analyzed by western blot after 6, 8, 10 and 12 hours post-transfection. In

agreement with previous studies, DO/DM complexes showed endoH resistance

over time (starting from $ hours) while DOwt alone failed to acquire such

resistance (fig. 3E). The analysis of the DOEF-KS mutation clearly demonstrate a

partial failure of the molecule to acquires endoH resistance, wbich strongly

suggests that this incapacity of the DO mutant to interact with DM occurs early

afier thefr synthesis in the ER.

A second residue located on the same lateral face of DOcx contributes to the

interaction with DM

While DOŒE4 I residue contributes to the binding with DM, other residues of DO

are suspected to make a contact since the E41K mutation could flot obliterate

completely die interaction. b identilj other regions of interaction on DOŒ, we

made use of modffied versions of the cDOŒ/DRI3 chimerical molecule transfected

in 11EK293T ceils. We progressively replaced the DOul portion of the molecule

by the equivalent portion of DRŒ. As shown previously, complete cDOŒ/DRf3

chimerical molecule interacts strongly with DM and is sequestered inside of the



127

ceil (fig. 2A). When the flrst 42, 63 and 77 arnino acids ofDOŒ were replaced by

the ones of DRŒ, an efficient sequestration by DM was also observed (fig. 4).

Tndeed, chimerical molecules could be expressed at the ceil surface but showed

impaired surface expression with the presence of DM. Intracellular stairiing

conflrmed that an equivalent expression of the molecules was achieved (fig. 4).

Moreover, DM expression was comparable between transfectants (data flot

shown). On the other hand, surface expression of complete DR was flot affected

by DM while the substitution of the 84 first amino acids of DOŒ exhibited a

marginal DM-induced sequestration (fig. 4). These resuits suggest that no major

residues impllcated in the strong interaction with DM are Ïocated C-terminal ofthe

position D0Œ84. The histogram on figure 4 summarizes the effect of DM

sequestration for each molecule by comparing the mean fluorescence of XD5

surface staining on DM over DM ceils (fig. 4). Mtogether, these data suggest

that a region between D0Œ77 and DOŒ84 contains critical residues for a strong

DO-DM interaction.

By comparing the D0a77-84 region with other classical class II molecules, we

expected to find discrepancy that could account for DO-specific interaction with

DM. As shown in figure 5A, the amino acid sequence ahgnment between DOu,

DRu and DQu revealed interesting divergence. To further dehneate winch of

these residues would make a contact with DM, we performed mutagenesis

experiments and we evaluated the capacity ofthese mutants to follow DMY to the

cefi surface in HEK293T tranfected ceils. To tins respect, a whole stretch of 5
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c amino acids of DOa (R$RAI) were replaced by the equivalent region of

(YTPIT). While the DOwt molecule could be detected easily at the cefi surface,

the mutated DO was affected in its capacity to foflow DMY (fig. 5B). This effect

was comparable to the one observed with the DOŒEf-KS mutation (fig. 3C). As

shown on the bistogram of figure 5B, the DOŒRSRAI-YTPIT mutant lost more

than 60% of its ceil surface expression in comparison to DOwt. Two other

combinations of mutations showed similar defect. Indeed, the DOŒ E76K1R80$

and DOaR$OY/A831 mutations (depicted with asterisks in figure 5A) affected

surface expression. These mutants share the same mutated residue at position

DOŒR$0 : one with a susbtitution for a serine (DQct equivalent) and one with a

tyrosine (DRŒ equivalent). Tins strongly suggest that the DOuR8O position

parficipates to the DO-DM binding. In addition, a mutation ofthe DOŒR$2 for a

proline showed only a Iimited impairment in DM binding (fig. 5B). Interestingly,

the DOŒR8O residue is suspected to be located on the same lateral face as the

other critical position DOŒE4 1. Altogether, these resuits suggest that DM may

contacts these two critical residues of DO to interact.

A wide biterai face ofDOŒ is used to make a contact with DM

The two critical positions described so far are located in opposite location of the

DOŒ chain. Indeed, the DOaE4I is located at the N-terminal end of the alpha

helix whfle the other DOŒR8O position is located at the C-terminal extremity.

Tins suggests that DM may bind to DO using two distinct region or it may use a

wide area of the DOa chain to make a contact with the two residues at a time. To
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answer this question, we used the chimerical molecule containing the first 63

amino acids of DRŒ (which binds strongly to DM, fig.4) and complete DR

(which binds wealdy to DM) in combination with DMY to target the molecules at

the surface of HEK293T ceils. We then investigated with two DRŒ-specffic

antibodies (L243 and LB3.1) the capacity of DMY to interfere with their binding.

These two antibodies are known to target the DRŒ39 position as weil as DRŒ18,

the later being a residue exposed on the first outer loop of the peptide binding

groove (26). Interestingly, tins ioop is located right between DOŒE4O and

DOŒR8O residues. If DM makes a wide contact with the DOŒ chain, one could

predici that the antibodies will fail to fiiily recognize the chimerical molecule

because of the presence of DM. A DR13-speciflc antibody (XD5.117) as wefl as

the superantigen SEA, winch binds to residue 1381, were used as control. As

shown in figure 6A, XD5.117 antibody is able to recognize the chimerical

molecule as weil as the complete DR at the ceil surface even in the presence of

DMY (expression of DMY was comparable between transfectants, data flot

shown). However. L243 antibody was impaired in its capacity to recognize the

chimerical molecule in the presence of DM while recognition of DR was

unaffected (fig. 6A). Tins phenotype was also observed when performing

intraceilular staining (fig. 6A). As shown on the histogram of figure 6A, the

L243/XD5. 117 ratio of mean fluorescence clearly demonstrates a failure of the

L243 antibody to recognize the chimerical molecule in presence of DMY in

comparison to DM negative ceils. Tins experiment was repeated to include SEA

as weil as LB3.1 antibody. figure 6B shows that ail transfectants were fuily
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recognized by the antibodies or SEA in DM negative celis. However, the DRa

specific L243 and LB3. 1 antibodies failed to recognize the chimerical molecule

while XD5. 117 and SEA could detect tins molecule properly in the presence of

DMY. Altogether, these resuits strongly suggest that DM interferes with the

binding ofthe DRa-specific antibodies by contacting a wide lateral face ofDOa.



131

3.6 DISCUSSION

The resuits presented here provide evidence that the DOŒ chain plays a critical

role in DO-DM interaction. first, a strong interaction between DO and DM could

only be visualized when the DOŒ chain is present in the context of mixed DR-DO

pairs. Second, we described two important DOŒ chain residues (DOaE41 and

DOaR8O) that affect the interaction of HLA-DO with HLA-DM. These residues

are located on the same lateral face of the DOŒ chain and are most probably

exposed at the surface of the molecule. Indeed, analysis of the DQ crystal

structure reveals that these positions are highly accessible. Mthough no crystal

structure of HLA-DO can confirm that these residues wffl be similarly oriented,

the high homology found between DO and DQ strongly suggests a comparable

structure. Third, we demonstrate that alpha chain-specific antibodies compete

with DM to have access to DO. These antibodies map to the outer loops of the

alpha chain. In addition, other data show that L243 signfficantly inhibits TSST-1

binding to HLA-DR molecule (27). Tins suggests that DM may contact HLA-DO

using a similar interface as TSST-1 superantigen on DR. Mtogether, these data

suggest that a wide area ofthe DOŒ chain is used to make a contact with DM. To

support tins idea, many attempts to generate monoclonal antibodies against DO

DM purffied complexes led to the formation of D013-specffic antibodies but failed

to produce any DOŒ-specffic clones (L. Denzin, personal observation). Tins

could be attributable to a masking of the DOŒ chain by DM, so that the murine

system is unable to mount a response against antigenic residues of the Œ chain.
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C
Because the amino acid sequence of HLA-DO is very similar to other classical

class II molecules, it has been proposed that the inhibitory ffinction of DO may be

caused by a direct competition for the cataÏytic site of DM. To verif’ this

hypothesis, we mutated the two DR-conserved residues of the DOu chain and we

tested the capacity of DO to affect DM’s catalytic activity. Our resuits showed

that only one mutation (DOŒE41K) was able to affect the inhibiting ffinction of

DO while the other mutation (DOaF52S) did flot influence its function. This

important fmding suggests that an interference might occur between DO and DR

but it is unlikely that the same interface of interaction is used. To support tins

idea, we performed mutagenesis on the key DR-conserved residues on DOI3 chain

and we observed no effect on the release of CLIP (data not shown). Moreover,

our data suggest that HLA-DO does flot directly affect the interaction between DR

and DM. Indeed, numerous coimmunoprecipitation experiments showed that DR

and DM could be pulled down equaily well, whether or not DO was present (data

flot shown). We could observe the same resuit when seeldng for tri-molecular

complexes. As shown in figure 3D, the amount of immunoprecipitated DM was

not signfficantly affected by the presence or absence of DO, nor by the mutated

version of DO.

Despite distinct interface of interaction between DO-DM and DR-DM, it is

tempting to speculate that the “DR-hke” residue of HLA-DO (DOŒE4 1) could

interfere with classical class II for binding to the active site of DM molecules.
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c Indeed, this residue on DR has been proposed to act as a lever by which HLA-DM

would affects the hydrogen bounds extending from ŒS53 to the peptide backbone

(21). In a similar way, DM could act on a lever-like structure of DO by contacting

the DOaE4I residue. This could partiafly explain the inhibitory ftmction of DO as

DM would flot be able to act simultaneously on DR-CLIP complexes. The

dramatic impact ofthe DOŒE41K mutations on the surface expression of CLIP is

in agreement with this scenario. Further experiments wffl be required to ffilly

characterize the impact ofthis mutation on the inhibiting function ofHLA-DO.

In a separate study, we found that a functional DO mutant with a substitution at

position OEPI 1 on the floor of the putative peptide-binding groove becomes

independent of DM for ER egress and trafficldng to the endocytic pathway

(Deshaies et aï., to be submitted). Then, we concluded that a direct interaction

between DM and this residue of DO was unlikely but that DM probably interacts

with DO close to its binding groove in order to stabilize the interaction between

the ci and f3 chains. The lateral face of interaction mapped here is compatible with

these results. Indeed, by contacting a wide area of the DOci chain, DM would be

able to push on the first external loop of the ci chain (a.a. 15 to 1$) or on the N-

terminal region of the f3 strand (fig. 7). We believe that this interaction would be

sufficient to modify the position of the amino acids included in the floor of the

peptide binding groove. Consequently, the hydrogen bounds network occuring

between the ci. and f3 chain would be strengthened, allowing a proper folding of the

DO heterodimer.
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Model for DO-UM interaction

We propose that DO, through a wide region of its cc chain, associates with DM

using a distinct lateral face as the one described for DR. Tins interaction would

allow the correction of the floor of the DO peptide binding groove and ER egress

of the DO-DM complexes. Once in the early endosomes, it has been suggested

that DO inhibits the catalytic activity of DM at pH 6.0-6.5 (7, 12). As suggested

earlier, tins could be attributable to the occupancy of the catalytic site of DM by

DO or interference due to the close proximity ofthe DOccE41 residue being part of

a “lever like” structure recognized by DM (fig. 7). In tins scenario, HLA-DO

wouïd flot dfrectly interfere with the binding of DR to DM but would instead

reduce the capacity of DM to exchange peptides on DR. Tins is in agreement with

previous studies stating that the inhibition of DM by association with DO is flot

absolute. Indeed, with time, the number of peptide-loaded classe II complexes

reaches the number formed in the presence of DM alone (7, 24). Tins is also

compatible with the resuits of Kropshofer et al. reporting that DMDO complexes

bind more tightly to class II molecule than DM does (24).

On the other hand, other data show that peptide release from class II molecules, as

well as peptide binding, is restored in the presence of DO at acidic pH (7).

DMDO complexes and DO atone undergo a substantiaÏ reversible conformation

upon acidification (7). Such conformation change has been described previously

for purified DM and DR (28, 29). Tins structural change of DODM complexes
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c might explain the increased exchange activity at lower pH. Indeed, it

conceivable that the acidic environment modifies the orientation of the DOŒE41

residue or move apart this later residue from the catalytic site of DM. This might

lead to a better access between DM and DR in order to promote peptide exchange.

Interestingly, while the group of Karisson used recombinant molecules devoid of

transmembrane regions to show that removal of CLIP at acidic pH was efficient

(7), van Ham and collaborators stifi measured a substantial inhibition of DM by

DO at pH 4.5 using purffied molecules with their transmembrane regions (12).

One possible explanation for this discrepancy is that the presence of

transmembrane domains may affect the flexibility of the molecules. This factor

could be necessary for the optimal catalytic activity of DM!DO complexes on

acidic environment.

Finally, MHC class II molecules from H2-O-deficient mice have normal CLIP

content (7, 13), suggesting that H2-O may not affect the flinction of H2-M in a

same way as in human system. Although an effect of H2-O on the peptide

repertoire has been demonstrated (13), the inhibition of antigen processing is

certainly less stringent in mice than in human B cefis. Interestingly, the amino

acids surrounding the position ŒE41 on H2-O are quite divergent from HLA-DO

molecule (fig. 3A). This could affect the orientation of the ŒE41 residue and

consequently influence the binding capacity of H2-M. The relevance of this

domain on H2-O is currently under investigation.
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3.8 ABBREVIATION$

BSA: Bovine serum albumine

ER: Endoplasmic reticulum

CLIP : CLass II associated Invariant chain Peptide

DM: HLA-DM

DO : HLA-DO

DR: HLA-DR

Ii: Invariant chain,

MHC: Major histocompatibillty complex

PB$ : Phosphate buffer saline

PCR: Polymerase chain reaction

SEA: Staphylococcal enterotoxin A

TSST-l : Toxic shock syndrome toxin-1



138

3.9 REFERENCES

1. Cresswell P. 1994. Assembly, transport, and function ofMHC class II

molecules. Annu. Rev. Immunot. 12:259-93

2. Roche PA, Marks MS, Cresswell P. 1991. Identification ofthe HLA

class II-invariant chain complex as a nine subunit transmembrane
glycoprotein. Nature 354:392-4

3. Pieters J, Horstmann H, Bakke O, Griffiths G, Lipp J. 1991. Intracellular

transport and locafization of major histocompatibffity complex class II

molecules and associated invariant chain. I Ceil Biol. 115:1213-23

4. Riberdy 3M, Newcomb JR, Surman MJ, Barbosa JA, Cresswell P. 1992.

HLA-DR molecules from an antigen-processing mutant ceil fine are

associated with invariant chain peptides. Nature 3 60:474-7

5. Kropshofer H, Hammerling GJ, Vogt AB. 1997. How HLA-DM edits the

MI-IC class II peptide repertoire: survival ofthe fittest? Immunot. Today

18:77-$2

6. Tonnelle C, DeMars R, Long EO. 1985. D013: a new [1 chain gene in

HLA-D with a distinct regulation of expression. EMBO 1 4:2839-47

7. Liljedahl M, Winqvist O, Surh CD, Wong P, Ngo K, Teyton L, Peterson

PA, Brunmark A, Rudensky AY, Fung-Leung WP, Karisson L. 199$.

Mtered antigen presentation in mice lacking H2-O. Immunity 8:23 3-43

8. Liljedahl M, Kuwana T, Fung-Leung WP, Jackson M, Peterson PA,

Karisson L. 1996. HLA-DO is a lysosomal resident winch requires

association with HLA-DM for efficient intracellular transport. EMBO I

15:4817-24

9. Douek DC, Altmann DM. 1997. HLA-DO is an intraceflular class II

molecule with distinctive thymie expression. lut. Immunol. 9:355-64

10. Denzin LK, Sant’Mgelo DB, Hammond C, Surman MJ, Cresswell P.

1997. Negative regulation by HLA-DO ofMHC CÏass II-restricted

antigen processing. Science 278:106-9

11. Van Ham SM, Tjin EPM, Lfflemeier Bf, Gruneberg U, Van Meijgaarden

KE, Pastoors L, Verwoerd D, Tulp A, Canas B, Rahman D, Ottenhoif

1H, Pappin DJ, Trowsdale J, Nee1jes J. 1997. HLA-DO is a negative
modulator of HLA-DM-mediated MHC class II peptide loading. Curr

Biot 7:950-7



139

12. van Ham M, van Lith M, Lfflemeier B, Tjin E, Gruneberg U, Rahman D.

Pastoors L, van Meijgaarden K, Roucard C, Trowsdale J, Ottenhoif T,

Pappin D, Neefjes J. 2000. Modulation ofthe major histocompatibility
complex class II-associated peptide repertoire by human
histocompatibiity leukocyte antigen (HLA)-DO. I Exp. lied 191:1127-

36

13. Perraudeau M, Taylor PR, Stauss HJ, Lindstedt R, Bygrave AE, Pappin

DJ, Eflmerich S, Whitten A, Rahrnan D, Canas B, Walport MJ, Botto M,

Altmann DM. 2000. Altered major histocompatibffity complex cÏass II

peptide loading in H2- 0-deficient mice. Eur. I Immunol. 30:2871-$0

14. Brunet A, Samaan A, Deshaies F, Kindt TJ, Thibodeau J. 2000.
Functional characterization of a lysosomal sorting motif in the
cytoplasmic tail ofHLA-DObeta. I Bio!. Chem. 275:37062-71

15. faubert A, Samaan A, Thibodeau J. 2002. Functional analysis of

tryptophans alpha 62 and beta 120 on HLA-DM. I Biol. Chem.
277:2750-5

16. Khaffl H, Deshaies f, Bellemare-Pelletier A, Brunet A, faubert A, Azar

GA, Thibodeau J. 2002. Class II transactivator-induced expression of

HLA-DO(beta) in HeLa ceils. Tissue Antigens 60:372-$2

17. Trowsdale J, Kelly A. 1985. The Human HLA class II x chain DZŒ is

distinct from genes in the DP, DQ and DR subregions. EMBO 1 4:223 1-

7

1$. Thibodeau J, Lavoie PM, Samaan A, Corre W, Sékaly RP, Cazenave PA.

1992. Conserved structural features between HLA-D0J3 arid -DRf3. Moi.

Immunol. 35:885-93

19. Sanderson f, Thomas C, Neefjes J, Trowsdale J. 1996. Association
between HLA-DM and HLA-DR in vivo. Irnmunity 4:87-96

20. van Lith M, van Ham M, Griekspoor A, Tjin E, Verwoerd D, Calafat J,

Janssen H, Reits E, Pastoors L, Neeijes J. 2001. Regulation ofMHC
class II antigen presentation by sorting ofrecycling HLA-DMJDO and
class II within the multivesicular body. J InmmnoL 167:884-92

21. Doebele CR, Busch R, Scott MH, Pashine A, Mellins DE. 2000.
Determination ofthe HLA-DM interaction site on HLA-DR molecules.

Jmmunitp. 13:517-27

22. Marks MS, Roche PA, van Donselaar E, Woodruff L, Peters PJ,

Bonifacino JS. 1995. A lysosomal targeting signal in the cytoplasmic tail

ofthe f3 chain directs HLA-DM to MHC class II compartments. J Ccli

Biol. 131:351-69



140

23. Potter PK, Copier J, Sacks SH, Calafat J, Janssen H, Neeljes JJ, Keily

AP. 1999. Accurate intracellular Iocalization of HLA-DM requfres
correct spacing ofa cytoplasmic YTPL targeting motWrelative to the
transmembrane domain. Eur. I Immunol. 29:3936-44

24. Kropshofer H, Vogt AB, Thery C, Armandola EA, Li BC, Moldenhauer
G, Amigorena S, Hammerling GJ. 199$. A role for HLA-DO as a co
chaperone ofHLA-DM in peptide loading ofMHC class II molecules.
EMBOI 17:2971-$1

25. Hammond C, Denzin LK, Pan M, Griffith JM, Geuze HJ, Cresswell P.
1998. The tetraspan protein CD82 is a resident ofMHC cÏass Il
compartments where it associates with HLA-DR, -DM, and -DO
molecules. I ImmunoÏ. 161:3282-91

26. Fu X-T, Karr RW. 1994. HLA-DRŒ chain residues located on the outer
loops are involved in nonpolymorphic and polymorphic antibody
binding epitopes. Hum. ImmunoL 39:253-60

27. Schoil P, Diez A, Mourad W, Parsonnet J, Geha RS, Chatila T. 1989.
Toxic shock syndrome toxin 1 binds to major histocompatibffity complex

class II molecules. Froc. Nati. Acaci Sel. USA 86:42 10-4

28. Busch R, Reich Z, Zaller DM, Sloan V, Mefliris ED. 1998. Secondaiy
structure composition and pH-dependent conformational changes of
soluble recombinant HLA-DM. I Biol. Chem. 273:27557-64

29. Uflrich HJ, Doring K, Grueneberg U, Jaehnig F, Trowsdale J, Van Ham

MS. 1997. Interaction between HLA-DM and HLA-DR involves regions
that undergo conformational changes at lysosomal pH. Froc. Natt. Acad

Sel. USA 94:13 163-8

30. Lee JS, Trowsdale J, Travers PJ, Carey J, Grosveld f, Jenkins J, Bodmer
WF. 1982. Sequence of an HLA-DR aipha-chain cDNA clone and
intron-exon organization ofthe corresponding gene. Nattire 299:750-2

31. Karisson L, Peterson PA. 1992. The Œ chain of H-20 has an Unexpected
Location in the Major Histocompatibiilty Complex. I Exp. lied
176:477-83

32. Larhammar D, Hammerling U, Rask L, Peterson PA. 1985. Sequence of
Gene and cDNA Encoding Murine Major Histocompatibffity Complex

Class II Gene A2. J Biol. C’hem. 260:14111-9

33. Stratilcos E, Mosyak L, Zafler DM, Wiley DC. 2002. Identification ofthe
lateral interaction surfaces of hurnan histocompatibifity leukocyte
antigen (HLA)-DM with HLA-DR1 by formation oftethered complexes
that present enhanced HLA-DM catalysis. I Exp. Med 196:173-83



141

34. Pashine A, Busch R, Belmares MP, Munning iN, Doebele RC,

Buckingham M, Nolan GP, Meflins ED. 2003. Interaction ofHLA-DR

with an acidic face of HLA-DM disrupts sequence-dependent

interactions with peptides. Irnmunity. 19:183-92



142

3.10 FIGURES

figure 1. DOa chain is suflicient to mediate the strong interaction with HLA

UM.

(A) N-terminal primary sequence of the mature chimeric a chain and schematic

representation of the chimeric rnixed pair between DO and DR. (B) HeLa ceils

expressing the DR/DO mixed pairs together with DM were lysed either in CHAPS

or Triton X-100. L243 (DRŒ/cDOf3) and XD5.1 17 (cDOu/DRÇ3) were used to

immunoprecipitate the class Il-like molecules and the association with DM was

monitored by Western blotting after SDS-PAGE using the RŒDM serum.
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Figure 2. A mixed pair including the DOŒ chain reach the endocytic pathway

in a DM- dependent manner.

(A) Cefi surface staining of cDOŒ/DRI3 transfected in HeLa or HeLa DM.5 ceils.

Expression of the mixed pair was rnonitored at the surface by flow cytornetry

using the class Il-specific mAb XD5.1 17 (DRF3-specffic) (bold Une). Ceils were

perrneabilized and total expression of the mixed pair was assessed (thin Une). The

intracellular expression of DM was determined afler permeabilization using mAb

MapDM. 1 (gray Une). Control (ctrl) ceils were stained with the secondary

antibody alone (fifled histogram). (B) Ceils stained with XD5.117 and the DM

specific rabbit anti-serum (RŒDM) were analyzed by immufluorescence

microscopy. Untransfected HeLa celis were used as controls.
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( figure 3. The mutation of a DR-conserved residue on HLA-DO affects its

interaction with DM and the ccli surface accumulation of class II-

CLIP complexes.

(A) Amino acid sequence homology between DRŒ (6, 30), DOu (6, 17) and H2-

OŒ (31, 32) in the regions important for DR-DM association. Mutated residues on

DO are denoted with asterisks. (B) HeLa ceils were stably transfected with CIITA

together with DOwt or DO mutants and sorted on magnetic beads coated with

L243. Ceils were later analyzed by flow cytometry afler surface staining for DR

(L243; gray lime) and CLIP (CerCLIP. 1; bold une) and aller intracellular staining

for DO (HKC5 DO-specffic antibody; thin une). Control (ctrl) ceils represent

untransfected HeLa ceils stained with L243 (fffled histogram). The bottom

histogram shows the ratios between the mean fluorescence values obtained for

CerCLIP.1 and HKC5 antibody. (C) HEK293T ceils were transfected with

DOŒEf-KS (bold une) or DOwt (thin lime) along with DM mutated for its

tyrosine (DMY) in order to visualize DO at the ceil surface. Surface expression of

DO was monitored using Mags.DO antibody (Lefi panel). Ceils were

permeabilized and intracellular expression of DO was assessed using HKC5 D0f3-

specific antibody (right panel). Control (ctrl) ceils were stained with the secondaiy

antibody alone (fffled histogram). (D) DOEF-KS molecule was compared to

DOwt for its association with DM or for the formation of a putative trimolecular

complexe in CIITA transfected ceils. Samples were lyzed in 1% Triton X- 100,

immunoprecipitated with the DM- or DOa-specffic rabbit serum and revealed for

DM, DO or DR molecules. As a negative control, CillA alone was also

transfected, immunoprecipitated and blotted using the same antibodies. (E)

HEK2931 ceils were transfected with DO (upper panel), DO+DM (middle panel)

and DOEf-KS + DM (lower panel) and lyzed aller 6, 8, 10 and 12 hours post

transfection. Haif of the samples were treated with endoH and analyzed on

western blot using a DOŒ-specffic rabbit serum.
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C

Figure 4. A critical region located in the C-terminal end of the alpha helix of

D0x allows strong binding to DM.

HEK293T cells were tiansfected with DR or -different cDOŒ/DRI3 combinations

(DR12-DO&DRI3, DR63-DOŒ/DR, DR77-DOa/DRf3 and DR84-DOŒ/DRF3)

together with DM (bold lime) or without DM (thin brie). The capacity of DM to

sequester the chimerical molecules iiiside of the ceils was assessed by surface

staining using the DRf3-specffic antibody XD5.117. Ceils were also permeabihzed

and intracellular expression of the chimerical molecules was performed using the

same antibody. Control (ctrl) ceils were stained with the secondary antibody alone

(filled histogram). The histogram shows the ratios between the mean fluorescence

values obtained for XD5.117 antibody at the ceil surface of DM negative in

comparision to DM positive ceils.
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Figure 5. A second residue on the same lateral interface of HLA-DOŒ

contributes to the interaction with HLA-DM.

(A) Amino acid sequence alignment between DRŒ and DOŒ in the region

important for DO-DM interaction. Mutated residues are denoted with asterisks.

(B) HEK293T ceils were transfected with DOwt or mutated version of DO

(aRSRAI-YTPIT, ŒE76K1R8OS, aR$OY/A831 and ŒR$2P) along with DM

mutated for its tyrosine (DMY) in order to visualize DO at the ceil surface. Ceils

were stained at the surface with Mags.DO antibody (bold lime) and Map.DM1

(thin lime). Control (ctrl) ceils were stained with the secondary antibody alone

(filled histogram). The histogram shows the ratios between the mean fluorescence

values obtained for Mags.DO antibody at the ceil surface of DO mutants in

comparision to DOwt ceils.
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Figure 6. HLA-DM competes with Œ-specific antibodies to have access to the

DO interface.

(A) HEK293T ceils were transfected with DR (thin lime) or DR63-DOa/DR

chimerical molecule (DR63/DO; bold une) together with DMY. Control (ctrl) ceils

were stained with the secondary antibody alone (fihled histogram). Surface and

intracellular staining was assessed by using a DRa-specilic antibody (L243)

compared to a DRf3-specffic one (XD5.117). The bottom histogram shows the

ratios between the mean fluorescence values obtained for L243 and XD5. 117

antibody at the ceil surface. (B) HEK293T ceils were transfected with the same

molecules as above, in presence or absence of DMY. Surface staining was

assessed by using DRa-specific antibodies (L243;LB3.1), a DR-specific

antibody (XD5.1 17) as well as the superantigen SEA-BlO. Control (ctrl) ceils

were stained with the secondary antibody alone (fllled histogram).
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Q

Figure 7. Proposed modele of interaction between HLA-DM and HLA-DO.

View of the peptide binding groove of DM (blue), DO (red, inspired on DR

crystal) and DR (green). The putative residues of DO implicated in the interaction

with DM and the mapping region of the L243/LB3. 1 antibodies are depicted as

well as the position DOŒP1 1 that affect the stabffity ofthe heterodimer. DM and

DR molecules are oriented so as to juxtapose the interacting surface as described

before (33, 34). DO molecule has been oriented so that the DOŒE41 residue is

positioned close enough to the DR-interacting lateral interface of DM (DRŒE4O).

By contacting a wide area of the DOa chain, DM would be able to push on the

first extemal loop of the a chain or on the N-terminal region of the (3 strand

allowing a proper folding ofthe DO heterodimer. DO’s inhibition could be due to

the close proximity of the DOŒE4 1 residue being part of a “lever lilce” structure

recognized by DM.

o
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Q CHAPITRE 4- DISCUSSION

La présentation antigénique est une étape importante dans

l’initiation de la réponse cellulaire face à un organisme étranger. A cette fin, de

nombreuses molécules accessoires servent à aider la molécule de classe ii à lier

des peptides antigéniques générés dans les compartiments de présentation. Deux

premières études concernant le ciblage et la régulation de la molécule HLA-DO

(en annexe de cette thèse) nous ont permis de mieux comprendre son rôle sur la

présentation antigénique. A cet effet, nous discuterons brièvement de ces études

dans les deux premières sections de ce chapitre. Une connaissance plus

approfondie de cette molécule passe toutefois par des études structurales et

fonctionnelles. La discussion portera donc une attention particulière à ces aspects

qui constituent les points majeurs présentés dans cette thèse.

4.1 Régulation de l’expression de HLA-DO

Dans une première étude (voir article 1 en annexe) nous avons évalué la

présence de la chaîne HLA-DO au niveau de cellules HeLa exprimant la protéine

CillA (Class II transactivor). Les résultats de cytométrie en flux et de

microscopie confocale ont démontré une certaine expression de D0f3 suggérant

que HLA-DO puisse s’accumuler dans des cellules autres que les lymphocytes B

sous l’influence de CIITA. Toutefois, cette expression est beaucoup plus faible

que dans le cas des autres molécules de classe II. Étant donné une distribution

C presque exclusive aux cellules B et le fait que D0f3 soit très faiblement induit par
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CIITA, il a été proposé qu’un autre facteur spécifique aux cellules B puisse

contribuer à l’induction du gène (176). En effet, D0f3 est fortement exprimé dans

les cellules B Raji et cette expression demeure élevée même en absence de CIITA

(6). De plus, il est probable que des régions promotrices extérieures à la région

proximale de DO3 soient impliquées dans l’induction de l’expression puisqu’un

fragment de 250pb du promoteur de DO3 n’est pas suffisant pour induire

l’expression d’un gène rapporteur dans les cellules Raji (162). Le promoteur de

D0f3 pourrait donc constituer un outil intéressant afin d’isoler de nouveaux

facteurs de transcription ou de mieux comprendre les mécanismes d’induction

impliquant les boîtes W, X et Y de manière CIITA indépendante. Des études

futures nous permettrons peut-être d’isoler ce facteur spécifique qui induit

l’expression de D013. Une des façons impliquerait l’utiiisation d’une banque de

cDNA de lymphocyte B transfecté dans des cellules HeLa.

4.2 Importance du ciblage pour la modulation de HLA-DO

Dans une autre étude, nous avons démontré qu’un signal dileucine

fonctionnel était encodé dans la queue cytoplasmique de la chaîne D013 (voir

article 2 en annexe). Plusieurs études ont démontré que les complexes DM-DO

étaient présents en majorité dans les compartiments lysosomaux (91, 158, 164,

165). En revanche, personne n’a encore démontré si les complexes DM-DO

pouvaient être redistribués dans des compartiments différents de ceux où on

retrouve du DM libre. En effet, DO possède un signal dileucine qui pourrait

C entrer en compétition avec le signal de type tyrosine retrouvé dans la queue
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cytoplasmique de DM. Jusqu’à présent, nos résultats ont démontré que le motif

dileucine de DO n’était pas essentiel afin de cibler le complexe DO-DM dans les

compartiments lysosomaux. Sans affecter le ciblage globale du complexe, il est

possible que DO affecte le type de compartiments vers lesquels sera ciblé le

complexe. Certaines études démontrent d’ailleurs que le signal dileucine permet

la redistribution des molécules de classe II ainsi que les complexes DM-DO de la

membrane interne vers la membrane limitante des compartiments MJIC

multivésiculaires (167). Ce même groupe démontre également que les cellules où

les molécules HLA-DO sont mutées pour leur motif dileucine génèrent plus de

complexes DR-CLIP qu’une cellule possédant une molécule HLA-DO sauvage.

Cette observation a été confirmée dans notre laboratoire et suggère un rôle du

signal dileucine dans le ciblage différentiel des complexes DO-DM dans la voie

endocytaire.

Dans le ftitur, il sera intéressant de caractériser au niveau fonctionnel le

motif dileucine de HLA-DO par des tests de présentation d’antigènes solubles et

en analysant la composition des exosomes. En effet, on retrouve une grande

quantité de molécules de classe II classiques dans ces structures (177). Il sera

donc intéressant de vérifier la présence possible de DO au niveau des exosomes.

D’autre part, une étude récente propose que la région transmembranaire des

molécules de classe II soit importante pour leur ciblage (17$). DO possède

certaines irrégularités au niveau de sa région transmembranaire (voir section

4.3.1.2) qui pourrait jouer un rôle déterminant dans le processus. La
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(D caractérisation de ce domaine pourrait donc fournir des résultats complémentaires

à nos études de ciblage.

4.3 Analyse structurale de HLA-DO

4.3.1 Formation de I’hétérodimère HLA-D0a13

La formation stable des hétérodimères de classe II classiques demande une

interaction adéquate entre les chaîne Œ et F3 qui formeront le complexe. Étant

donné que plusieurs isotypes différents (et parfois même plusieurs allèles d’un

même isotype) sont produits en même temps dans le réticulum endoplasmique,

certaines lois interviennent afin que la chaîne a d’un isotype particulier puisse

interagir seulement avec le partenaire [3 du même isotype ou d’haplotypes

correspondants. Il a été démontré par plusieurs groupes que certaines

combinaisons d’haplotypes « non-correspondants» démontrent une expression

complètement déficiente des hétérodimères à la surface cellulaire (73-75). Des

expériences de digestion à l’endoglycosidase H ont également démontré une

incapacité de certaines combinaisons à progresser vers l’appareil de Golgi. Dans

la majorité des cas observés, cette rétention était attribuable à un mauvais

appariement des domaines N-terminaux (79).

HLA-DO ressemble à ce type d’hétérodimère mal assemblé puisqu’il est

retenu dans le réticulum endoplasmique et n’accède ni à l’appareil de Golgi, ni à la

C surface cellulaire. Nos résultats ont également démontré que la région N-
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terminale de DO, comme il est décrit pour les hétérodimères mal assemblés, est

responsable de la rétention de la molécule dans le RE. Il est donc probable que les

chaînes DOa et D013 ne soient pas des partenaires naturels à l’origine. Le fait que

ces deux gènes soient très éloignés l’un de l’autre pourrait appuyer cette

hypothèse. Il est donc possible que le système immunitaire ait évolué en utilisant

cette <(restriction» dans la formation de l’hétérodimère afin de s’assurer que

HLA-DO joue pleinement son rôle de modulateur de HLA-DM en n’ayant pas

accès aux compartiments endosomaux sans sa présence.

4.3.1.1 Règles d’association entre la chaîne DOŒ et D0f3

Comme nous l’avons décrit au chapitre 1.6, 11 existe plusieurs similarités

entre DO et les molécules de classe II classiques. Mais en comparant la séquence

protéique des régions N-terminales de DO avec les autres molécules de classe II,

on remarque une ressemblance saisissante entre DO et DQ (6, 147) (voir figure

4. la). En effet, en plus de la séquence protéique qui est très homologue (plus de

50% d’identité), DO possède un acide aminé de plus sur la chaîne alpha. Cet

acide aminé supplémentaire est retrouvé dans la chaîne DQŒ mais n’est pas

présente dans les autres chaînes DRa ou DPŒ. En regardant le cristal de DQ de

plus près, on remarque que cet acide aminé supplémentaire cause une

protubérance au niveau du plancher peptidique et a plutôt été numéroté 9a au heu

de 10 (59) (voir figure 4.lb). Il est donc fort probable que DO possède également

ce type de renflement. C’est donc en comparant DO avec DQ que nous avons
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Figure 4.1 Homologie retrouvée entre DOa et DQŒ au niveau des régions N-
terminales

(A) Alignement de séquence entre DOŒ et DQŒ. La région importante pour la
conformation de l’hétérodimère est indiquée en rouge. Les chiffres correspondent
à la position des acides aminés. Les barres entre les séquences correspondent aux
acides aminés identiques et les points aux résidus conservés. (B) Région N-
terminale de la molécule HLA-DQŒf3. La chaîne alpha (rouge) possède une
protubérance au niveau du plancher peptidique (acide aminé 9a). Certains acides
aminés importants pour la stabifité de l’hétérodimère (décrits dans la section
4.3.1.1) sont indiqués en bleu.

identifié une région du plancher peptidique susceptible de causer les problèmes

structuraux chez HLA-DO.
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III. I I I I III I
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C’ Nos résultats démontrent que la présence d’une proline en position 11 de la

chaîne a (position 10 sur le ciystal de la figure 4.lb) est en grande partie

responsable du défaut conformationnel. Cet acide aminé peut affecter la structure

de plusieurs façons. Premièrement, la proline est un élément très peu flexible qui

affecte probablement les autres acides aminés retrouvés localement. De plus, il est

possible que cette proline ne forme aucuns liens hydrogènes avec les résidus

environnants. En effet, la molécule Ia’ (homologue de DQ chez la souris) possède

une proune en position 13 de sa chaîne beta et sa structure tridimensionnelle

révèle que cette proline est incapable de former des liens avec les autres résidus

(59). Chez DQa, un lien important se forme entre le résidu aVlO et l’hélice de la

chaîne alpha au résidu ŒS23 (voir figure 4.lb). La proline de DO, qui est à la

position équivalente, pourrait ne pas former ce lien important. D’autre part, la

proline pourrait affecter les interactions des résidus environnant en affectant entre

autre les interactions inter-chaînes. En effet, de nombreux ponts hydrogènes se

forment au niveau du plancher peptidique chez DQ. Il existe aussi une liaison

inter-chaîne impliquant le résidu f3QlO du plancher avec le résidu aH143 du

domaine Ç32 ainsi que le lien ŒY9 avec le résidu 13E$6 de l’hélice alpha (voir

figure 4.15). La proline n’étant pas très loin de ces résidus, il est tentant de

suggérer que cette dernière joue un rôle important dans la formation de ces liens

inter-chaînes.

o
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4.3.1.2 Importance des régions transmembranaires

Plusieurs études ont démontré l’importance des régions N-terminales dans

l’assemblage des molécules de classe II (63, 64, 77, 78). Pour notre part, nous

avons démontré que cette région était critique afin de permettre à HLA-DO de

former des hétérodimères stables pouvant transiter hors du réticulum

endoplasmique. Il existe néanmoins d’autres éléments qui pourraient être

impliqués au niveau de l’assemblage. En effet, le haut degré de conservation

retrouvé au niveau des régions transmembranaires des molécules de classe II

suggère que ce domaine puisse jouer un rôle important (73, 179). Des expériences

ont prouvé que la modification de ces domaines provoquait une rétention des

hétérodimères de classe II dans le RE ($1). De plus, l’insertion des régions

transmembranaires Œ et f3 dans d’autres protéines permettait leur assemblage, ce

qui suggère une interaction directe des chaînes au niveau de ces régions.

Concernant HLA-DO, certaines évidences permettent de croire que la

région transmembranaire pourrait influencer l’assemblage des chaînes (X et f3.

D’une part, certains auteurs ont réussi à purifier plus efficacement des molécules

de DO en remplaçant la région transmembranaire par la région Fc des IgGi (151).

D’autre part, la séquence protéique de la région transmembranaire de DO n’est pas

tout à fait conservée. En effet, les molécules de classe II possèdent une série de

glycines conservées qui seraient orientées dans l’interface de contact entre les

chaînes a et f3 (81). En regardant la séquence de DOf3, on remarque que deux

glycines consécutives sont remplacées par des alanines. Ce changement pourrait
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donc être suffisant pour affecter localement l’ancrage à la membrane ou

déstabiliser la formation de l’hétérodimère. La restauration de ces glycines

permettrait de vérifier l’hypothèse. De plus, en combinant cette modification à

celle du plancher peptidique (DOŒP-V), il est probable que la sortie de DO du RE

soit encore plus efficace.

4.3.2 Structure tridimensionnelle de HLA-DO

La résolution de la structure tridimensionnelle d’une molécule donne

toujours énormément d’information car elle permet de prédire quels seront les

résidus exposés susceptibles de permettre une interaction avec les autres

molécules. La structure des molécules de classe II classique est connu depuis plus

d’une dizaine d’années maintenant. Ces études ont permis notamment de mieux

comprendre la façon dont les molécules du CMH peuvent lier les peptides et elles

ont permis de visualiser les contacts entre les chaînes x et [3 permettant la

formation des hétérodimères. Jusqu’à maintenant, aucune structure cristalline de

DO n’a été proposée. Cette incapacité à résoudre cette structure peut être

expliquée par le fait qu’il est difficile de produire une grande quantité de

molécules DO solubles dans les cellules d’insectes (164) (Daved Fremont,

communication personnelle) et la mauvaise conformation de DO pourrait

expliquer cette faible production.

Dans notre étude, nous avons décrit une mutation de DO (DOuP1 1V) qui

rétablit sa conformation. L’utilisation d’une telle molécule pourrait donc
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c permettre une production beaucoup plus importante de DO dans les cellules

d’insecte. Cette voie ouvre la porte à plusieurs expérience dont la plus importante

concerne la possibilité de résoudre la structure de DO par cristallographie à rayons

X. Jusqu’à maintenant, seuls des modèles structuraux basés sur DR ont pu être

proposés (180). La résolution de la structure tridimensionnelle de DO permettrait

d’une part de déterminer si la niche peptidique est fermée comme c’est le cas pour

DM ou bien si elle peut accommoder des peptides ou autres structures non

peptidiques. A cette fin, il sera intéressant de confirmer par des études in vitro la

liaison potentielle de peptides CLIP ou de peptides FIA marqués sur le mutant

DOaPÎIV. La structure tridimensionnelle de HLA-DO pourra également mieux

orienter nos recherches sur les sites potentiels d’interaction avec HLA-DM. Enfin,

ces molécules solubles permettront de confirmer le rôle fonctionnel de DOPV

dans un système in vitro. En effet, nous avons déjà démontré que cette molécule

menait à la formation de CLIP à la surface des cellules HeLa CIITA.

4.3.3 Changements conformationnets de DO

Certaines expériences ont démontrés que DM a la capacité d’altérer la

conformation de DR (voir section 1.5.4.1). Par l’anticorps conformationnel 16.23,

il est possible de discriminer les molécules de classe II qui ont rencontré DM de

celles qui ne l’on jamais contacté (134). L’analogie entre cet anticorps et celui

utilisé dans notre étude (Mags.DO) est intéressante. En effet, nos résultats

démontrent que Mags.DO reconnaît préférentiellement DO lorsque DM est co

exprimé, ce qui suggère que la liaison de DM permet un changement de
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conformation sur HLA-DO. Il faut toutefois être prudent lors de l’analyse de ce

résultat car il est possible que la réactivité de l’anticorps soit due à une

stabilisation des molécules DO par DM. Même si notre étude semble démontrer

une expression équivalente de DO entre les cellules 2931 transfectées avec DO

seul ou co-exprimées avec DM, il est possible que nos méthodes de détection ne

nous donnent pas l’heure juste concernant la stabilité de la protéine. Afin de

confirmer un rôle de DM dans les changements de conformation induits sur DO, il

sera intéressant d’effectuer des tests in vitro afin d’éviter toute dégradation

prématurée. En purifiant des molécules DO et DM à partir de cellules

transfectées, nous pensons pouvoir restaurer la réactivité de notre anticorps en

combinant les deux molécules alors qu’une réaction beaucoup plus modeste est

escomptée en utilisant seulement du DO. L’utilisation de microsphères

fluorescentes (équivalentes à plus de 10 000 molécules fluoresentes) permettrait

d’augmenter substantiellement le signal lors de ces essais.

4.3.3.1 Implication des chaperons du RE dans la rétention

Après leur synthèse dans le RE, les chaînes a et F des molécules de classe

II doivent s’associer afin d’éviter l’agrégation ainsi qu’une dégradation

prématurée. De plus, ces molécules doivent adopter une bonne conformation. En

effet, il a été démontré que certains chaperons résidents du RE conmie BIP et

cainexine s’associent avec les molécules de classe II qui sont mal repliées (181,

182). Nous avons démontré que DM induisait un changement de conformation sur

DO lors de leur liaison dans le RE. Il est donc probable que la conformation de
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DO soit inadéquate avant l’arrivée de DM et que ce mauvais repliement soit

reconnu par les protéines résidentes du RE. Ces chaperonnes permettrait à DO de

demeurer dans le RE jusqu’à ce qu’une molécule DM vienne corriger la situation.

Une fois la conformation rétablie, la chaperonne de rétention se détacherait de DO

afin de permettre la sortie du RE.

Si les mécanismes de rétention de DO sont semblables à ceux décrits pour

les molécules de classe II classiques, BIP et clanexine demeurent des candidats

potentiels à investiguer. Par des études de co-immunoprécipitation, il sera

possible de déterminer si DO peut se lier à l’une ou l’autre des ces molécules. Il

faut toutefois être prudent en effectuant ce type d’expérience. Si les anticorps

utilisés proviennent de sérums, beaucoup de protéines mal repliées peuvent s’y

retrouver et lier non spécifiquement les chaperons. En effet, des expériences

effectuées dans notre laboratoire semblaient démontrer une liaison entre DO et

BIP/cafreticuline. Suite à des analyses plus poussées, il s’est avéré que l’anticorps

utilisé liait directement les chaperons. Une façon d’éviter ce type de problème

implique l’utilisation d’anticorps dirigés contre BIP ou cainexine et de révéler la

présence de DO co-immunoprécipitée par « western blot ».

4.3.3.2 Correction de la conformation de HLA-DO par DM

Lors de nos expériences, nous avons démontré que DM interagit fortement

avec la chimère cDO (DRjs/DOŒ), ce qui suggère que les 18 premiers acides

aminés de DO ne forment pas de contacts importants avec DM. Toutefois, sans
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avoir un rôle direct à jouer, il est probable que DM possède un point de contact

près de la niche peptidique permettant de corriger les problèmes de conformation.

Nous avons également décrit une région de DOŒ (entre les acides aminés 77 et $4)

qui favoriserait la liaison avec DM. En tenant compte de cette donnée, il est

permis de proposer un modèle afin d’expliquer comment DM corrige la

conformation du plancher peptidique de HLA-DO. En effet, en liant cette région,

DM pourrait agir en poussant sur la région N-terminale de la chaîne [ ou la région

Œ15-1$ afm de corriger le plancher en jouant sur la formation des ponts

hydrogènes (voir figure 4.2).

Figure 4.2 Correction de la conformation de HLA-DO par DM

HLA-DM est représenté en bleu et HLA-DO en rouge. En accédant à l’acide
aminé ŒR$O, HLA-DM pourrait faire contact avec la région N-terminale de la
chaîne ou bien pousser sur la région a15-18 afin de replacer le plancher
peptidique de HLA-DO. Les molécules ne sont représentées que par leur niche
afin d’alléger le schéma.

Chaine F

7
Chaine (C
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4.4 Analyse fonctionnelle de HLA-DO

4.4.1 Modèle d’interaction entre DM et DO

A la lumière des résultats décrits dans cette thèse, il est possible de

proposer certains modèles d’interaction entre DO et DM. D’une part, le résidu

DOŒE4Y semble important pour l’inhibition de DM puisque sa mutation affecte la

formation de CLIP à la surface des cellules et constituerait également un point de

contact avec DM. D’autre part, le résidu DOaR$O (ou la région correspondante)

semble également jouer un rôle dans l’interaction avec DM, comme il a été

démontré par l’utilisation de molécules chimériques DR/DO. En analysant les

résidus potentiellement impliqués dans l’interaction, on remarque qu’ils sont

situés loin l’un de l’autre tout en étant orientés sur la même face de DO (voir

figure 4.3). Cet éloignement suggère donc que DM puisse interagir de deux

façons différentes sur DO.

Chaîne

Figure 4.3 Acides aminés de DO impliqués dans l’interaction avec DM

Structure tridimensionnelle de la niche présumée de DO. Les résidus impliqués
dans l’interaction avec DM sont indiqués en noir. Un premier résidu est situé en
région N-terminale de l’hélice DOŒ (uE4l) alors que l’autre résidu est situé en
région C-terminale de l’hélice (ŒR8O). Le modèle s’inspire de la structure de la
molécule de classe II classique HLA-DQ.

ii R80

uE4l



170

C
En effet, comme nous l’avons proposé dans notre étude, un premier

modèle d’interaction impliquerait une seule interface et la participation des deux

résidus de DO à la fois. Dans cette éventualité, DM devrait nécessairement

interagir sur le côté de la chaîne Œ de DO et il est peu probable que des résidus de

la chaîne f3 soient impliqués (voir figure 4.4a). Un deuxième modèle d’interaction

impliquerait la participation d’un seul résidus à la fois, ce qui laisse deux

interfaces possibles Une première faisant contact par le résidu ŒE41 et la

deuxième interagissant par la région ŒR8O (voir figure 4.4b). Cette dernière

possibilité n’exclue pas le fait que deux molécules de DM puissent se lier en

même temps sur une molécule de DO.

Jusqu’à maintenant, les études sur DM et DR ont démontré que

l’interaction implique la partie concave de DM qui interagit avec la partie convexe

de la molécule de classe II (voir figure 1.15). D’autres molécules apparentées aux

molécules du CMII démontrent également ce type d’interaction. A l’instar de

HLA-DM sur DR, c’est la partie concave des molécules du CMH I qui interagit

avec CD8 et Ly49 (123, 184). Le Fc recepteur neonatal de rat (fcRn) utilise

également des groupements acides similaires à DM pour faire contact avec la

portion Fc des immunoglobulines (185). Dans l’éventualité où l’interaction entre

les molécules de classe U ne peut s’effectuer autrement que par cette forme, le

deuxième modèle d’interaction proposé est favorisé. De plus, il a été démontré

(E que l’interaction entre DM et DR implique autant la participation de la chaîne (X
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que de la chaîne F pour chacun des hétérodimères (136, 142). Si DM et DO

utilisent également chacune de leur chaîne afin de permettre l’interaction, le

premier modèle est moins probable à cause de la participation majoritaire de la

chaîne (X.

En revanche, il existe plusieurs autres exemples d’interaction, notamment

l’interaction TCR-CMH ou SEB-CMH (53, 186), qui n’utilisent pas ces interfaces

de liaison. En effet, les molécules SEB et TS$T-1 n’interagissent qu’avec des

résidus de la chaîne Œ sur les molécules de classe II. Si DM interagit avec DO de

façon similaire, le premier modèle d’interaction reste alors possible. Pour

supporter cette même idée, nous avons utilisé un anticorps qui fait compétition

avec DM pour avoir accès à la chaîne a de DO (voir article 2). Enfin, les deux

modèles proposés ne sont pas nécessairement mutuellement exclusifs. En effet, il

est possible que des interfaces soient disponibles seulement à certains pH, selon la

localisation des complexes DM-DO dans la voie endosomale.
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Q A)

Figure 4.4 Modèles d’interaction entre DM et DO

(A) HLA-DM utilise une seule interface pour interagir avec HLA-DO. La
structure bleue représente la molécule HLA-DM orientée de côté par rapport à la
niche. La structure rouge représente DO orienté de face par rapport à la niche.
(B) HLA-DM utilise deux interfaces distinctes pour faire contact avec HLA-DO.
Il interagit soit du côté C-terminal de l’hélice DOŒ avec le résidus uR$O ou du
côté N-terminal de l’hélice avec le résidus ŒE4 1. Les structures sont orientées de

B)

DM DO

DO DM DO

côté par rapport à la niche.
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4.4.2 Modèle d’inhibition de DM par DO

4.4.2.1 Modulation par compétition entre DR et DO

En comparant la séquence protéique de DO avec DR, on se rend compte

que la majorité des résidus critiques de DR impliqués dans l’interaction avec DM

sont conservés chez HLA-DO (voir figure 4.5). Cette ressemblance suggère donc

que les sites d’interaction sur DO pourraient être les mêmes et qu’une compétition

entre DO et DR pour ces sites pourrait expliquer la baisse d’activité de DM. Nos

expériences démontrent des résultats mitigés à cet égard. En effet, la mutation de

la plupart des résidus conservés sur DO (Œf52, V1$4, f3V186 et 13E1$7)

n’empêche ni l’interaction avec DM, ni sa capacité inhibitrice. Le seule effet

observé concerne le résidu ŒE41 qui, une fois muté, abroge la capacité inhibitrice

de DO tout en affectant partiellement son interaction avec DM. Ces résultats

suggèrent donc que d’autres résidus propre à l’interaction DO-DM (Triton X-100

résistante) soient impliqués comme celui que nous décrivons à la région N

terminale de l’hélice Œ (aR8O). A la lumière de ces constatations et à cause d’une

force d’interaction différente retrouvée entre DO-DM et DR-DM, il est fort

probable que DO et DR utilisent des interfaces distinctes afin de faire contact avec

DM. Pour appuyer cette idée, le groupe de Elizabeth Mellins a testé plusieurs

mutants de DM qui n’interagissent plus avec DR mais qui continuent de lier

fortement DO (142).
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DOci: 36 DLKKSEAVWRLPEFGDFARFDP 58
I.I.I.IIIIIIIIII.

DRci: 35 DMAKKETVWRLEEFGRFACFEA 57

DO 177 HSSLLSFIS7TWRAQSE 193

II.II..IIIIIII
DR: 177 HPSVTSPT\,TWRARSE 193

Figure 4.5 Les résidus de UR impliqués dans l’interaction avec DM sont
conservés chez HLA-DO

Alignement de séquence entre DO et DR. Seules les régions contenant les résidus
critiques pour l’interaction avec DM sont indiquées. Les résidus importants sont
marqués en rouge. Les chiffres correspondent à la position des acides aminés.
Les barres entre les séquences correspondent aux acides aminés identiques et les
points aux résidus conservés.

Toutefois, étant donné une très forte association entre DO et DM, il est

possible que les résidus impliqués dans l’interaction DR-DM soient conservés

pour DO-DM mais que leur mutation ponctuelle soit insuffisante pour affecter la

liaison. It faudrait donc muter plusieurs résidus à la fois ou affecter radicalement

la structure de DO pour empêcher l’interaction. A cet effet, le groupe de Elizabeth

Meflins a décrit un mutant de glycosylation sur DM qui affecte à la fois

l’interaction avec DR et celle avec DO (142). Avant de conclure hâtivement, il

faut toutefois prendre en considération que ces mutations ne sont pas de simples

modifications. En effet, l’ajout de groupements glycosylés ont toutes les chances

de modifier significativement la conformation des molécules impliquées.
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A la lumière de ces résultats, il est probable que DM puisse lier DO par

plusieurs points d’ancrage. Un premier contact dans le réticulum endoplasmique

se ferait grâce à un lien fort (possiblement la région ŒR8O) qui permet de rétablir

la conformation de DO et la sortie du complexe DO-DM vers d’autres

compartiments. Une fois dans les compartiments acides, DO exposerait son

interface apparentée à DR (résidu aE4l). Sans agir nécessairement par

compététion directe, DO pourrait quand même interférer avec l’activité de DM.

En effet, il a été suggéré que le résidus ŒE4O de DR fasse partie d’un levier

permettant à DM d’agir afin d’enlever le peptide de la niche (voir figure 1.16a). Il

est donc possible que DO compétitionne avec DR dans les lysosomes en

présentant le même type de structure à DM. Ce dernier agirait sur le levier de DO

sans résultats concrets. Cette diversion ferait en sorte qu’une quantité appréciable

de DR-CLIP échappe à l’attention de DM et soit transportée en surface.

4.4.2.2 Modulation simple

Le modèle le plus simple permettant l’inhibition de DM par DO implique

des changements conformationnels. En effet, le simple fait de lier DM peut

induire un changement de conformation qui inhibe son activité. DO pourrait agir

sur DM dans les endosomes précoces, l’empêchant d’interagir avec DR. Une fois

dans les lysosomes à pH acide, DO pourrait lui-même être affecté par un

changement conformationnel ayant pour effet de rétablir l’activité de DM.
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4.4.3 Engagement des complexes DO-DM avec UR

Par des expériences d’immunoprécipitations successives, certaines études

ont démontré que les molécules DO-DM-DR pouvaient s’associer afin de former

un complexe trimoléculaire (125). Dans notre cas, certaines données suggèrent

également la possibilité de former ce genre de complexe. En effet, nous avons

démontré qu’il était possible de co-immunoprécipiter les molécules DO-DM-DR

lorsque DO était intact. En revanche, la mutation de la position uE4l démontre

une perte de complexes tri-moléculaires malgré la présence égale de molécules

DO (voir article 2, figure 3). Ce résultat suggère fortement que la formation du

complexe soit spécifique à l’interaction DO-DM et que la présence de DO dans ce

complexe tri-moléculaire n’est pas attribuable à la seule participation des

tétraspanes.

Dépendamment de la façon dont DO fait contact avec DM, il est possible

d’imaginer comment DO peut s’intégrer dans un complexe trimérique. Si le

contact se fait par deux interfaces distinctes, une molécule DM peut très bien lier

une molécule DO par son site Triton X-100 résistant, laissant l’autre interface

disponible. A ce moment, une molécule DR pourrait venir interagir avec DM par

cette interface libre (voir figure 4.6a). Une façon pour DO d’inhiber l’échange

peptidique se ferait par compétition pour cette interface (voir figure 4.6a). En

effet, la mutation du résidu ŒE41 suggère que DO serait incapable d’utiliser cette

deuxième interface afin d’entrer en compétition avec DR. Une autre possibilité de
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complexe trimoléculaire implique une seule interface entre DO et DM (résidus

ŒE41 et ŒR$O). Dans cette optique, il faut imaginer que DO est situé

suffisamment près du site catalytique de DM pour empêcher son activité mais

permet quand même la liaison de DR sur DM. La figure 4.6b ifiustre une

possibilité intéressante de complexe.

Dans ce modèle, le résidu DOaE41 peut « interférer » avec le résidu

identique sur DR, affectant du même coup la relâche peptidique. De plus, la

compétition peut s’effectuer sans nécessairement empêcher la liaison DM-DR.

Contrairement au modèle précédent où DO empêcherait la formation de

complexes trimoléculaires par compétition directe, ce modèle-ci pourrait au

contraire le favoriser. En effet, DO pourrait avoir comme rôle d’occuper le site

catalytique de DM tout en laissant DR suspendu à DM. Dans ce scénario, le

temps de contact entre DM et DR serait prolongé à cause de l’interférence

occasionnée par DO. Ce modèle est en accord avec certaines études démontrant

que les complexes DM-DO lieraient mieux les molécules de classe 11(125). Il

reste également compatible avec certaines études du groupe de Karisson suggérant

que DO modifie la cinétique de relâche peptidique (149). Enfin, nous n’avons pas

de preuves directes que le résidu aE4l de DO soit impliqué dans quelconque

interférence avec DR. Il est donc possible que cette position ne soit impliquée que

dans l’interaction avec DM et que la ressemblance avec DR ne soit que pure

coïncidence.



178

A)

(A) HLA-DO interagit avec DM par une interface (DOŒR8O) opposée à
l’interface d’interaction DM-DR. DO pourrait toutefois compétitionner avec DR
pour cette dernière interface dans les compartiments lysosomaux. (B) HLA-DO
se lie à DM par une seule interface impliquant les résidus DOaR$O et DOŒE4Y.
Cette interaction laisserait assez de place pour lier DR afm de former des
complexes tri-moléculaires. DO pourrait interférer avec l’activité de DM en
présentant un levier similaire à DR contenant l’acide aminé ŒE4 1. DM est
représenté en bleu, DO en rouge et DR en vert. Les acides aminés impliqués dans
les interactions sont indiqués en noir. Les grosseur des flèches indiquent la
préférence d’interaction. Les molécules ne sont représentées que par leur niche
peptidique afin d’alléger le schéma.

DOE4I

DO’HQ

B)

Figure 4.6 Complexes tri-moléculaires DO-DM-DR
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4.4.4 Conclusions

U n’y a malheureusement pas de réponses claires quant à la façon exacte

dont DO affecte l’activité de DM. Mais en plus des arguments apportés dans nos

études, certaines évidences semblent suggérer que DM et DO interagissent par une

seule interface et qu’il n’y a pas de compétition directe entre DO et DM. En effet,

lorsque des complexes DO-DM sont injectés à des souris afm d’obtenir des

anticorps spécifiques dirigés contre DO, il s’est avéré que la totalité des anticorps

repêchés étaient spécifiques à la chaîne beta et qu’aucun de ces anticorps ne

reconnaisse la chaîne alpha (communication personnelle, Lisa Denzin). Cette

incapacité à générer des anticorps contre la chaîne alpha pourrait être due à une

protection par la molécule DM qui empêche la souris de monter une réponse

contre les résidus de DOŒ. Si cette protection existe vraiment, le résultat suggère

que la liaison entre DO et DM implique une interface majeure de la chaîne DOŒ.

De plus, une interaction de ce type expliquerait beaucoup plus facilement

comment DM peut corriger la conformation de DO en agissant sur le plancher

peptidique (voir section 4.3.3.2).

Les études in vitro effectuées par le groupe de Cressweil concernant

l’inhibition de DM par DO ne semblent pas correspondre à un profil de

compétition directe (158). De plus, si cette compétition existait, nous devrions

être en mesure de le vérifier en effectuant des tests de coimmunoprécipitation. En

effet, la présence de DO devrait empêcher l’interaction entre DM et DR. Hors
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aucune de nos expériences n’a pu démontrer une telle interférence de la part de

DO, que ce soit à pH acide ou basique. Afin de mieux caractériser le mécanisme

d’inhibition par DO, une voie prometteuse impliquerait une mutagenèse sur DM.

En effet, la découverte de mutants affectant l’interaction avec DO mais pas avec

DR suggérerait fortement des sites de liaison distincts pour l’accès à DM. A

l’opposé, des mutations simples provoquant a la fois une perte d’interaction entre

DM-DR et DM-DO favoriserait le modèle de compétition directe. D’autre part, il

sera important de mieux caractériser lamutation aE41K qui semble affecter

l’activité de DM. En effet, la mesure effectuée dans nos expériences est indirecte

puisqu’elle implique l’analyse de CLIP en surface des cellules. Le système de

cellules HeLa utilisé pourrait également donner des résultats différents de ceux

rencontrés dans les cellules B.

4.5 Rôle de HLA-DO au niveau des cellules B

Le rôle principal de HLA-DO dans les cellules B semble être de freiner la

présentation antigénique, surtout en ce qui concerne les antigènes internalisés de

façon non spécifique (151, 187). Une question reste toutefois importante à

soulever pourquoi les cellules B ont-elles besoin de ce type de régulateur négatif?

En effet, il serait beaucoup plus simple pour ces cellules de réguler négativement

l’expression des molécules de classe II ou de HLA-DM afin de réduire l’efficacité

de présentation. Mais dans le contexte d’une infection, il pourrait être préférable

de ne pas trop jouer sur l’expression des molécules de classe II en général afin de

c favoriser une présentation antigénique optimale. De plus, la régulation négative
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spécifique de HLA-DM pourrait être difficile à obtenir puisque ce dernier est sous

le contrôle de CillA comme la majorité des autres molécules de classe II. En

affectant CIITA, il y a risque de perturber un bon nombre de molécules impliquées

dans la présentation antigénique. HLA-DO pourrait également mener à un

contrôle plus fin à l’intérieur de la cellule en affectant la présentation antigénique

selon le pH rencontré. De plus, en jouant possiblement sur le ciblage de DM dans

différents compartiments, HLA-DO éviterait au système d’avoir à modifier ses

fonctions de ciblage généraux (ex: adapatines) afin d’arriver au même effet.

D’autre part, dans l’éventualité où la cellule veut changer rapidement son

efficacité de présentation antigénique, il peut être préférable d’utiliser une

molécule inhibitrice comme FILA-DO au lieu de jouer sur le niveau d’expression

des autres molécules de classe II. En effet, ces molécules sont extrêmement

stables puisqu’elles résident naturellement dans les compartiments lysosomaux.

Le temps nécessaire à leur dégradation ou le temps pour réactiver leur expression

par la suite pourrait être trop long pour la cellule B. Il existe de nombreux

exemples de systèmes utilisant un «interrupteur moléculaire» (les protéine G par

exemple) qui permet aux cellules de s’adapter rapidement aux nouvelles

conditions. Sans agir par le même mécanisme, FILA-DO pourrait quand même

agir comme un interrupteur négatif spécifique aux cellules B.
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4.5.1 Prévention des maladies autoimmunitaires?

Les lymphocytes B peuvent être des CPA très efficaces, surtout lorsque les

antigènes sont intemalisés par leurs récepteurs de surface (18$). De façon

intéressante, il a été démontré que les cellules B peuvent présenter des épitopes

sous-dominants alors que les cellules dendritiques présentent plutôt des épitopes

immunodominants (189). Cette observation pourrait expliquer pourquoi la

présentation antigénique par les cellules B peut mener à des réactions

autoimmunitafres (190). Dans ce contexte, HLA-DO pourrait jouer un rôle

important en contrôlant la réponse induite pas les cellules B. D’une part, la

capacité inhibitrice de DO suggère une diminution généralisée de la réponse

CD4. D’autre part, HLA-DO régule la composition du répertoire peptidique qui

influence la spécificité des cellules B qui seront induites afm de mener une

réponse. Ces deux fonctions modulatrices de DO pourraient donc empêcher

l’activation de cellules CD4+ non spécifiques et ainsi prévenir l’induction d’une

réponse autoimmunitafre. D’un autre côté, HLA-DM semble être important afin

de favoriser la présentation de peptides immunodominants (191). Une trop grande

quantité de HLA-DO pourrait donc nuire à cette fonction de DM en favorisant la

présentation de peptides cryptiques et ainsi jouer sur l’autoimmunité.

4.5.2 Impact de DO dans l’évasion tumorale?

Dans de nombreux cas, les cellules cancéreuses peuvent échapper à la

surveillance du système immunitaire grâce à une diminution de la présentation

d’antigènes tumoraux (192). Une hausse d’expression de la molécule HLA-DO
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ou une baisse de HLA-DM pourrait être une des causes possibles. En effet,

l’activité inhibiteur de FILA-DO laisse suggérer qu’une cellule 3 surexprimant

cette molécule puisse être grandement affectée dans sa capacité à présenter des

antigènes. Dans le but de vérifier cette hypothèse, nous avons analysé par

«western blot» ou par cytométrie en flux l’expression des molécules de classe II

HLA-DM, DO, DR ainsi que la chaîne invariante et le peptide CLIP chez des

lignées cellulaires ainsi que des cellules leucémiques primaires. L’analyse par

«western blot» a permis de montrer une grande variation au niveau de

l’expression de DO entre les différentes cellules. De façon plus intéressante,

l’analyse des lignées démontrait une forte corrélation entre le niveau d’expression

de DO et la quantité de complexes MHC-CLIP détectés à la surface des cellules

(voir figure 4.7). Malheureusement, cette corrélation était beaucoup moins

frappante dans le cas des cellules primaires. En effet, une hausse de CLIP en

surface ne correspondait pas nécessairement à une hausse de DO. Ces analyses

nous informent donc qu’il faut être prudent au niveau de l’interprétation et que le

CLIP n’est pas nécessairement un marqueur fidèle de la quantité de DO exprimé.

Il faudra également analyser plus de quatre échantillons de cellules primaires afin

d’arriver à des réponses concluantes.
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CHAPITRE 5- CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

La présentation antigénique par les molécules de classe II joue un rôle clé

dans l’initiation de la réponse cellulaire face aux pathogènes. Dans ce processus,

la participation de la molécules accessoire HLA-DM est importante afm que les

peptides exogènes soient favorisés et qu’une quantité suffisante de complexes

CMHII/peptides soient exprimés en surface afin de stimuler les lymphocytes T.

Pour sa part, le rôle de HLA-DO est de moduler la fonction de HLA-DM en

agissant surtout de façon négative. Afin de mieux comprendre ce mécanisme

d’inhibition, il était important de bien concevoir la façon dont DO interagit avec

DM. Notre première étude nous a permis de démontrer que la région N-terminale

de DO était critique afin de retenir la molécule à l’intérieur du RE. Sans être une

région d’interaction directe avec DM, ce domaine est important puisqu’il force la

molécule à lier HLA-DM afin d’atteindre les compartiments endosomaux.

Dans notre deuxième étude, nous avons décrit une interface sur la chaîne

DOa qui est impliquée dans l’interaction avec DM. La découverte de cette

interface peut conduire à des applications intéressantes dans le but de manipuler la

présentation antigéniques chez certaines cellules. En effet, la surexpression de DO

pourrait être responsable de désordres reliés à la présentation antigénique dans

certaines cellules B tumorales. Dans ce contexte, il serait intéressant d’empêcher

l’interaction DO-DM dans le but de corriger ces problèmes potentiels.

L’inhibition de DO dans les cellules cancéreuses permettrait de restaurer la
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présentation antigénique des produits tumoraux et ainsi stimuler les cellules CD4.

Une des façons d’y parvenir consisterait à exprimer des polypeptides identiques à

la région de DO qui fait contact avec DM afin de faire compétition avec

l’interaction des molécules endogènes. L’utilisation de SiRNA (Small

interference RNA) pourrait également être envisagée afin de réduire l’expression

de HLA-DO dans ces cellules.

Jusqu’à maintenant, nos études se sont concentrées presque exclusivement

du côté de HLA-DO. Mais il faut être conscient qu’une connaissance plus

complète de l’interaction DO-DM implique également la détermination des

résidus du côté de DM. Pour cette raison, des expériences de mutagenèse sur

HLA-DM seront essentielles afin de mieux caractériser le système. Une meilleure

compréhension de cette voie de présentation permettra sûrement d’améliorer le

traitement des maladies et de comprendre la progression des infections, cancers et

maladies autoimmunitaires. D’autre part, très peu d’études se sont attardées sur le

rôle de DO dans les cellules épithéliales thymiques. En considérant sont rôle

inhibiteur sur la présentation antigénique, il sera intéressant de déterminer jusqu’à

quel point HLADO peut influencer le sélection des cellules T au niveau du

thymus.
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Abstract: FILA-DO is an intracellular nonclassical ÏvIHC class fi molecule

expressed in the endocytic pathway of B lymphocytes. It shapes the

repertoire of peptides bound to classical class II molecules such as FILA

DR by regulating the activity of FILA-DM. Using a peptide corresponding to

the cytoplasmic tau of I-LLA-D013, we have developed a mouse monoclonal

antibody, HKC5. Immunofluorescence microscopy revealed that HKC5

recognizes FILA-DO molecules presem in the endoplasmic reticulum as well

as those in vesicular compartments of the endocytic pathway. In addition,

the antibody detects the isolated chain on Western blots. Using mutants

of the D013 cytoplasmic tau fiised to s reporter molecule and expressed in

epithelial ceils, we showed by flow cytometrv that the antibody epitope

includes one or both of the leucine residues forming the lvsosomal sorting

signal. Finally, we have used HKC5 to evaluate the presence of the FILA

DOI3 chain in HeLa ceils expressing the class II transactivator protein CIITA.

Our flow cytometry and confocal microscopy analyses showed a marked

expression of DOf3 suggesting that HLA-DO could accumulate under the

influence of CIITA in non-B celis.

MI-IC class II molecules are highly polymorphic proteins composed

of two noncovalently associated ct and 3-chains presenting antigen

fragments to CD4+ T lymphocytes (1). Very rapidly after their syn

thesis, three IVIHC class II molecules associate with timers of a

chaperone called the invariant chain (Ii) to form an (Œ!31i)3 nonamer

ic complex (2, 3). Targeting of these complexes to the endocytic

pathway is mediated by two leucine-based motifs in the cytoplasmic

tau of Ii (4, 5). In these compartments, Ii is degraded leaving a

residual peptide called CLW (Class II-associated Invariant chain
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Two nonclassical proteins encoded in the IV11-IC class II locus,

HLA-DM and HLA-DO (H2-M and H2-O in mice), are involved in

the exchange of CLIP for antigenic peptides (7—9). They are called
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nonclassical class II molecules mainly because of thefr very limited
oolymorphism (10—12). In addition, they do flot bind peptides and
mostly accumulate in the endocytic pathway (7, 13). In normal celis,

HLA-DM catalyzes peptide loading and edits the general repertoire
of class Il-bound peptides by releasing those of low affinity (14—18).

Celis deficient in the expression of HLA-DM bear large amounts of
cell surface CLJP-class II complexes due to a failure in peptide load
ing (15, 19, 20). Whereas DM is constitutively expressed in all APCs,

DO expression is restricted mainly to B lymphocytes and a subset
of thymic epithelial cells (21—23). HLA-DO associates with HLA.

DM, n prerequisite for its exit from the endoplasmic reticulum (13).

The physiological role of fILA-DO is stiil controversial. When over
expressed in transfected celis, }ILA-DO clearly inhibits the activity
of HLA-DM, causing a dramatic accumulation of CLIP at the cell

surface (24, 25). The activity of DO is pH-dependent and would

inhibit FŒA-DM exclusively in early compartments of the endocytic

pathway to prevent nonspecific activation of B cells (26). This hy

pothesis originates from experiments using mice with a deletion of

the H2-OŒ genes and whose B ceils showed an increased presen

tation of fluid-phase endocytosed antigens (26). Therefore, HLA-DO

modulates class II peptide loading in B lymphocytes and regulates

antigen presentation in the immune system (27).

The resti-icted cellular distribution of HLA-DO implies that the

,,.— regulation of its expression must be subjected to a different confrol

than classical class II molecules or DM and Ii. The DOŒ mRNA is

expressed at lower levels as compared to other class II genes, prob

ably because of a defective polyadenylation (28). However, despite

this low level of expression, DOŒ is coregulated with other class II

molecules as its gene contains putative promoter sequences similar

to those of other class II genes (28) and is inducible by y-WN (11).

Thus, it seems that D013 is the one gene subjected to a tight and

differential regulation. The first evidence for this came from the

group of Long who showed that the RJ2.2.5 mutant B cells express

D0f3 mRNA even though the DRtI gene was shut down. In addition,

DOf3 or H2-0f3 gene expression could flot be up-regulated by -y-WN

(11, 23). When the CIITA molecule was found to be mutated in

RJ2.2.5 and identified as the master switch in the induction of class

II genes by -y-WN (29), it was concluded that DOI3 gene expression

was independent from CIITA and that other nuclear factors were

involved in its transcription. CIITA is a transactivating factor regu

lating the constitutive and inducible expression of class II related

genes (30). It does not bind directly to DNA but is rather involved

in multiple protein—protein interactions allowing its recruitment to

the promoters (30). Representational difference analysis (RDA) of

expressed franscripts using cDNAs from CIITA and CIITM cells

also suggested that DOŒ and DOI3 were differentially regulated (31).

Interestingly, other studies point to a mie for CIITA in increasing

transcription of the D0f3 expression. Ponzoni et al have reported

increased levels of highly unstable HLA-DOI3 rnRNAs after INF-y

treatment of neuroblastoma cells (32). Also, it was recentiy postu

lated that FILA-D013 protein expression is increased by CIITA but

only in B cells (33). Given the potential of FfLA-DO to inhibit antigen

presentation and modify the peptide repertoire, we investigated the

ability of CIITA to increase the expression of D0J3 in nonpro

fessional APCs. We made use of a new mouse monoclonal antibody

to assess by flow cytomefry and confocal microscopy the expression

of DOt3 in CIITA-fransfected HeLa cells.

Materials and methods

Ceil unes, plasmids and transfections

Mouse myeloma celis P3X63Ag8.653 (ATCC, Rockville, MD) were

cultured in RPMI 1640 containing 10% fetal bovine serum (FBS).

The Epstein-Barr transformed B-lymphoblastoid ccli line, 721.45

(.45), and its counterpart, 721.61 (.61), having the DOI3 gene region

deleted were obtained from Robert DeMars (University of Wiscon

si WI) (34). The Burkitt lymphoma B celI unes Raji (EBV,

Epstein-Bai-r virus, ATCC) and BJA-B EBV; (35, 36)) were obtained

from Rafick Sékaly (University of Monfreal). The human CIITA

cDNA (FLAG.CIITA8), cloned in pcDNA3 and in pREP4, was ob
tained from Dr Jenny Ting (University of North Carolina) (37). HeLa

ceils (Cervix adenocarcinoma, ATCC) were fransfected by the cal

cium phosphate coprecipitation method as described (38) and cul

tured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (Gibco, Burlington,

ON) containing 10% fetal bovine serum (Wisent, St.-Bruno, QC)

with appropriate selective agents. Ceils stably expressing CIITA

were sorted using magnetic beads (Dynal ASA Inc., Oslo, Norway)

coated with the DR-specific L243 antibody as described (39). HeLa

DO, Hela DM.5/DOn + DOI3, HeLa DR1, HeLa DRŒTM + DRIDOJ3-

cyto, HeIn DRŒTM + DR!DOf3cyto Y227A and HeLa DRuTM +

DRJDOI3cyto LL242—243AA cells have been described previously

(39).

Antibodies

Monoclonal antibody (mAb) Map.DM1 (IgG1) is directed against the

luminal portion of HLA-DM (PharMingen International, Oakville,

ON). mAb 1243 (IgG25) (ATCC FIE-55) binds a DRŒ 1 confor

mational determinant (40). mAb XD5.117 (IgG1) recognizes n linear

epitope in the J31 domain of HLA-DRI3 (41). mAb Cer-CLIP (IgG1) is

directed against the N-terminal segment of CLIP bound to class

II molecules (PharMingen International, Oakville, ON) (42). Rabbit
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antiserum against HLA-DM3 was previousÏy described (39). Goat

antimouse IgG (H + L) and goat antfrabbit IgG (H + L) coupled to

Alexa Fluor®488 were obtained from Molecular Probes, Inc. (Hug

ene, OR). Biotinylated goat antirabbit, biotinylated goat antimouse

and peroxidase-coupled goat antimouse were from Jackson Immuno

Research (Westgrove, PA). Texas Red-coupled sfreptavidin was from

Amersham Pharmacia Biotech (Buckinghamshfre, England). The

polyclonal rabbit antibody against cainexin recognizes the carboxy

terminal part of the protein (Stressgen, Victoria, BC).

Immunization and celi fusion

The peptide used for the production of antibody FllC5 corresponds

to the amino acid sequence of the HLA-DOI3 cytoplasmic tau fa kind

gift from Rafick Sékaly). The peptide was conjugated to bovine

serum albumin (BSA) for immunization and screening purposes, as

described (43). BALB/c mice (Charles Rivers, St-constant, QC) were

immunized four times s.c. at one-week intervals at multiple sites

with 10 tg of BSA-conjugated HLA-D0t3 peptide mixed with 10 tg

of QUIL-A saponin adjuvant (Cederlane, Hornby, ON). Three days

after the final injection, 6 X 108 spleen ceils were fused in 50% poly

ethylene glycol with P3X63Ag8.653 myeloma cells (44). Hybridomas

were selected in RAT medium (5 mM hypoxanthine, 20 jtM amino

pterine and 0.81.tM thymidine) (Sigma, Oakville, ON) and screened

by ELISA (45). After subcloning, clone FIKC5 was further character

ized.

overnight at 4°C with agitation. Peroxidase-coupled goat antimouse

secondary antibody was used. Mter washings, the membrane was

developed by chemiluminescence (Roche Molecular Biochemicals,

Quebec, QC) on superRX fujifiims.

Flow cytometry

Ceils were stained for the presence of cell surface CLIP and FILA

DR using CerCLIE1 and L243 monoclonal antibodies, respectively.

Infracellular staining was carried out on saponin-permeabilized

cells as previously described (39) using the DR-specific XD5.117 or

DO-specific HKC5 monoclonal antibodies. We used a secondary goat

antimouse IgG (H + L) coupled to Alexa Fluor®488 for both surface

and intracellular staining. Cells were analyzed by fiow cytometry

on a FACScalibur® (Becton Dickinson, Mississauga, ON).

Fluorescence microscopy

Cells (1 X 10) were plated on coverslips in 24-well plates and cul

tured for 3days before infracellular staining, as previously de

scribed (39). CeIls were analyzed by confocal fluorescence micro

scopy on a Leica TCS-NT SPi system.

Resuits

Characterization of the HKC5 mAb

Isotyping 0f HKC5

HKC5 class and subclass were determined using the mouse im

munoglobulin isotyping ELISA kit (PharMingen International, Oak

ville, ON). mAbs were purified from the hybridoma supernatant

by ammonium sulfate (NH4)2504 precipitation at 50% saturation.

Crystalline ammonium sulfate (341 g/L) was added to ceil culture

supernatant and stfrred overnight at 4°C to ensure precipitation of

proteins. The IgG containing pellet was dissolved in lOmL P35

(pH 7.2) and dialyzed against P35 overnight at 4°C. The antibody

was purified by immunoafflnity chromatography on protein G-seph

arose.

Western blot

Celis (1.2 X 1o) were trypsinized, washed in PBS and lyzed into 1%

Triton X-100 as described previously (46). Samples were boiled for

5 min under nonreducing conditions in SDS loading buffer and ana

lyzed on 10% SDS-PAGE. Proteins were fransferred to hybond ECL

membranes (Amersham Pharmacia Biotech) and blotted with HKC5

Monoclonal antibodies against HLA-DOI3 have been difficult to oh-

tain and many attempts using mice immunized with mouse fibro

blasts expressing DRa/D013 mixed pairs (47, 48) have been unsuc

cessfiul. We turned to mice immunized with a synthetic peptide cor

responding to the entire cytoplasmic tail of the HLA-DOf3 chain

(11). A monoclonal antibody called HKC5, reactive to this peptide,

was produced. Using an ELISA, we determined that HKC5 belongs

to the IgG1-ic subclass (flot shown). HKC5 specifically recognized

IILA-DOJ3 on Western blots of whole cell lysates made from HeLa

cells fransfected with both chains of FILA-DO together with FILA

DM (to ensure full maturation and expression) (Fig. lA). No signal

could be detected in nonfransfected HeLa cells (left lane) or in HeLa

cells fransfected with HLA-DM alone (flot shown).

To confirm the specificity of HKC5 and to evaluate its capacity

to recognize DOF3 by flow cytometry in detergent-permeabilized

ceils, we utilized a B cell line expressing HLA-DOI3 (721.45 cells) as

well as its derivative carrying a deletion of the DOI3 genes (721.61

celis) (34). As shown in Fig. lB, FJKC5 recognized HLA-DOI3 in the

parental cell line .45, but flot in .61 cells. Finally, the specificity of Ï
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FIKC5 was confirmed by the positive staining observed using
DOuf3-transfectants in the absence of DM (Fig. 1C). Therefore, HKC5
was able to recognize both the denaturated and folded forms of
HLA-D0t3.

The usefulness of FIKCS for analysing the subcellular distribution
of HLA-DO in transfected ceils was determined. It was shown that
HLA-DO is retained in the ER and exits to the endocytic pathway only
in the presence of l-ILA-DM (13). In accordance with the Western blot
resuits presented above, HKC5 did not significantly stain the HeLa
ceils analyzed by confocal microscopy (Fig. 2). On the other hand, in

r HeLa celis transfected with both chains of FILA-DO, F3KC5 displayed
a paftern that was indistinguishable from that obtained for the ER
i-esident chaperone cainexin (panels b, e and h). When HLA-DM was
cofransfected with FILA-DO in these celis, HLA-D0f3 was localized in
weII-deflned perinuclear vesicles rerniniscent of endosomal/lysoso
mal compartments (panel c). Moreover this pattern did not overlap
with the one obtained for cainexin (panels f and j). These resuits dem
onstrate that HKC5 is a useful tool in monitoring the cellular localiz
ation of FILA-DO or DO/DM complexes.

(

HKC5 binds the di-leucine targeting motif of HLA-DOp

The I-ILA-D0f3 cytoplasmic tau contains a leucine-based endosomal
sorting sequence (49). Recently, we reported that this sorting signal

t)
>
w

Fig. 1. Monoclonal antibody HKC5 is specific for HLA-DOp. (A)
Lysates from BeLa celle transfected with HLA-DO fŒ and 13) and FILA-DM
were immunoblotted with HKC5 and compared to lysates from wild-type
HeLa celle. HKC5 reacts with a 28 KDa protein corresponding to HLA-D0f3

— in transfected cells. (B) flow cytomefry analysis vas performed on permea
oilized human 721.45 B celi and mutant derivative 721.61 using HEC5 and

is responsible for the redistribution and accumulation in endosomes
of a HLA-DR reporter molecule, which has the cytoplasmic tail of
the DRJ3 chain replaced by the one of D0f3 (DRJDOJ3cyto) (39). In
order to study these targeting signaIs, we performed site-dfrected
mutagenesis of the tyrosine (DRIDOf3cyto Y227A) or di-leucine (DRI
DOf3cyto LL242—243AA) motifs (Fig. 3A). In an effort to refine the
epitope recognized by HKC5, we made use of HeLa cells expressing
these 3-chain constructs. As shown in Fig. 33, l-1XC5 is able to recog
nize the chimeric DRJDOf3cyto chain when transfected in HeLa celis
without showing any ci-oss-reactivity with the wild-type DRf3 chain.
The XD5.117 mAb specific for an extra-cytoplasmic region of the f3
chain was used to confirm the expression of the various class II
molecules (left panels). Interestingly, HKC5 could not recognize the

DR!DOf3cyto LL242—243AA molecule, whereas mutation of the
tyrosine had no effect on recognition of the DRJDOf3cyto Y227A

chain. These resuits pinpoint one or both leucine residues of the LL
motif as the part of the epitope that is recognized by HKC5.

Variable expression 0f HLA-DO in Burkitt lymphoma celi unes

Recently, an important quantitative difference has been observed on
Western blots for the expression of DOf3 between the two Burkitt
Iymphoma B cdl lines Raji (EBVj and Ramos (EBV) (50). We
have used HKC5 to compare the expression of DOf3 between Raji

Alexa 488-conjugated goat antimouse lgG (solid une). Filled histograms rep
resent the control fluorescence of celis incubated with an irrelevant antibody
and Alexa 488-conjugated goat antimouse IgG. ( Celis transfected with
the DOcz and 13 chains cDNAs were stained as above with l-IKC5 and analyzed
by flow cytometry Filled histograms represent the staining of control un
transfected HeLa celis with HKC5.

ço
BA
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43 -

29 -

C

HeLaDO

i_
100 101 102 l0

Fluorescence

lO 10’ 102 l0
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and another EBV- Burkitt lymplioma ceil une called BJA-B (35, 36).

Figure4A shows that Raji celis express much higher levels of D0f3

(TVWV = 18) than BJA-B ‘V = 4). This vas confirmed by confocal

microscopy exp eriments (Fig. 4B) which showed a strong D0J3 sig

nal in Raji ceils only and a clear colocalization with HLA-DM in

vesicular structures. Interesting1v as described for Ramas, the low

DO expression in BJA-B celis carrelates with the display of few

CLW-class Il complexes at the celi surface (Fig. 4C).

HLA-DOp expression in CIIW HeLa ceils

The raie of CIITA in the regulatian af FILA-DO lias been contra

versial and it was recently propased that a B ceil-specific factor is

required far CIITA ta exert its effect (33). As a first step in the

design af an experimental system aimed at cianing such a factafi

HeLa celîs were stablv transfected with CIITA under the contrai al

the CMV pramoter, and ceils expressing FWA-DR were sorted using

magnetic beads. A highiy homogenous celi population was obtained

(Fig. 5A, left panel). These oeIls were permeabilized and stained far

DOF3 expression (right panel). Ta aur surprise, flaw cytametry

analysis reveaied a significant expression of FILA-DOJ3 in CIITA

transfected ceils. We confirmed that this DOF3 chain was associated

ta DOa (flot shawn) by caimmunaprecipitatian and Western biat

analyzes. Alsa, FILA-DO cauld be faund autside the ER in vesicular

structures suggesting a tight association with FILA-DM (Fig. 53).

Hurnan 3 ceils and mause splenacytes deficient in CIITA expres

HLA-D0J3

Cainexi n

Overlay

Transmission

HeLa HeLa DO HeLa DO/DM

fig. 2. 1WC5 reacts with FILA-DO in the ER and in the endocytic pathway. (A) Permeahilized HeLa ceiis expressing HLA-DO with or without

FU.A-fl’vI were simultaneously stained infracellularly for D0l3 with HKC5 and for the endoplasmic reticulum-resident protein Cainexin. Secondary antibodv

vas biotinylated goat antimause followed by Texas Red-coupled streptavidin for HKC5 and Alexa Fluar® 488-conjugated goat antirabbit IgG far cainexin.

Panels a, b, and c show the staining obtained with FflC5 (red), while panels d, e and f show the distribution af cainexin (green). Calacalization of the twa

prateins is shawn in g, h, and j (yellaw). Immunafluorescence vas manitored by confacal microscopy.
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sion stiil express significant D0j3 mRNA or protein levels sug
gesting the existence of an additional, B cell-specffic factor regulat
ing banscription of this gene. We reasoned that expression of DO3
in HeLa CIITA celis could not be maximal given the absence of such
a B cell-specific factor (31, 33). Thus, the DOŒ chain was probably
produced in excess in these ceils. To verify this hypothesis, we su
per-transfected the D013 chain cDNA in HeLa CIITA and monitored
the level of CLIP at the celi surface as a measure of D0a13 dimer
expression. figure 6 shows that the sole transfection of D013 in
CIITA÷ cells (BeLa CIITA + D0j3) increased flot only the level of
HKC5 staining but also the expression of CLIP at the celI surface.

We ruled out the possibility that some over-expressed, nonassoci
ated DOF3 chains sequestered DM in the ER by fransfecting
DIVW23OA with or without DOF3 in HEK 293 ceils. Mutation of this
tyrosine in DM caused its cell surface accumulation (51—53) and the
presence of free D0t3 chains did flot affect its level of expression as
measured by flow cytomefry (data flot shown). Altogether, these
resuits strongly suggest that free DOa chains were present in HeLa
CIITA cells.

fig. 3. HKC5 reacts with the di-leucine motif of Ffl.A-DOp to
plasmic tau. (A) Amino acid sequence of the chimeric molecules used in
this experiment. The cytoplasmic tau of FILA-DO j3 vas fused to the trans
membrane (TM) region of DRj3. The asterisk indicates the end of the proteins.
(B) Permeabilized HeLa celis expressing the different 3 chains together with
the wild-type or truncated Œ chain (without its cytoplasmic tail, aTM) (58)
were analyzed by flow cytometry using HKC5 or XDS.117 fobowed by Alexa
488-conjugated goat antimouse IgG (solid une). filled histograms represent
the confrol fluorescence of relis incubated with an irrelevant antibody and(h Alexa 488-conjugated goat antimouse IgG.

Discussion

Our iesults describe HKC5 as a powerful tool for characterizing the
expression and regulation of HLA-DO in cell lines, primary B celis

and tumors. However, caution must be exercised if using this anti
body to assess the role of the IL sorting signal found in the D0t3
chain. It remains to be determined whether this motif can be inacti

vated by mutating only one or the other leucine residue without
abrogating the reactivity of HKC5.

FIKC5 was used to evaluate the expression of D0Ç3 in Burkitt

iymphoma celi unes. Our results are in agreement with those of
Roucard and collaborators who showed a direct correlation between
the level of cell surface CLIP and the expression of D0f3 (50). The
differential expression of D013 between Raji and BJA-B (or Ramos)
most probably reflects their different activation status or maturation

stage (50). More studies wilÏ be needed to understand the regulation

of HLA-DO during B ceil ontogeny and activation.

Our resuits using HeLa clearly demonstrate the expression of

D013 in CIITA-transfected cells. Stili, the effect of CIITA on the D0f3

DRtrTM 4-

DRJDOF3 cyto
Y227A

DRŒTM +

DRJDO cyto
LL242-243AÀ

mAb XD5.l 17 mAb HKC5

DR

DRJDO cyto

Cytoplasmic tail (C-ter) *

IYFRNQKGHSGLQPTGFLS

IYFRAQKGYVRTQMSGNEVSRAVLLPQSC

Y227A IYF A

LL242-243AA IYF AA- — ——
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DR3

DRaTM +

DR]D013 cyto
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gene is marginal, as compared to other class II genes and Ii. The

high sensitivity of our detection methods due to the use of second

ary antibodies coupled to Alexa Fluor4B8 and of fransfectants cx-

pressing high levels of CIITA probably accounts for our abilit to

detect DO in those celis. Recently, Boss and collaborators showed

that CIITA augments HLA-DOf3 expression only in B celis and con

cluded that there was an indispensable role for a celi-specific factor

(33). Our data do not support this conclusion. Rather, CIITA and

such a B cell-specific factor could independently increase transcrip

tion at the D0t3 promoter but couid also act together for maximal

expression. Transfection of D0f3 somehow compensated for the ab

sence of this celi-specific factor in HeLa CIITA and resulted in a

drastic increase in the arnount of surface class II molecules bound

with the CLIP peptide (Fig. 6B). However, one can predict that trans

fection of the putative B ceil-specific factor cDNA in HeLa CIITA

would increase the expression of both HLA-DOŒ and f3 genes and

bring the CLIP/DR ratio close to the one found in Raji ceils. (Fig. 4C)

Indeed, the CIITA-deficient human B celi une RJ2.2.5 and CIITA

knock-out mice stili showed a sfrong expression of both DO and

A

31A-B Raji

HLA-DR

f3 chain mRNAs (31, 54). The nature of this transactivator regulat

ing the DO genes is presently unknown. We hope to be able to

identify such a factor in the near future using HKC5 to screen HeLa

celis expressing cDNA libraries made from B celis.

At a molecular level, the mechanisms responsible for the differen

tial effect of CIITA on class II genes are unknown. DOŒ and DOf3

promoters must share similarities that allow their expression in the

absence of CIITA in B ceils but differences must also exist to ac

count for their differential level of response to the presence of CII

TA. The overali structure of the DOf3 promoter is similar to other

class II genes with the presence of S (also called W or Z), X, X2 and

Y boxes (30). It was shown that die X box of DOf3 could substitute

for the one of DRŒ to promote assembly of the multiprotein complex

of transcription factors called die enhanceosome (55) and to induce

transcription of the CAT reporter gene in Raji celis (56). However,

substitution of the 5’-S box in the DRcx promoter by the one of DOf3

resulted in moi-e than 80% reduction in CAT activity The nature of

the proteins binding to the S box of class II genes is stiil unknown

and sucb factors are likely to differ in the case of the DOf3 promoter.

HLA-DO

B
BJA-3 Raji

HLA-DM

C

.
, A

0.5

0.4

(I O.3
CLIP 0.2

_____

o.;
-

Overlay
O

/ HLA-DOf3

\.. \0_________

IO loi 102 10 100 10’ 102 100
Transmission

Fig. 4. Expression of ITLA-DOp in B ceil unes correlates with high levels of surface CLPIclass fi complexes. (A) BJÀ-B and Raji celis were
stained for ccli surface FllA-DR, CLIP/class II complexes and intraceiluiar HLA-D013 using L243, CerCLIP and HKC5, respectivetr Secondary antibodv was

Alexa Fluor® 188-conjugated goat antimouse IgG (sohd une) in ail cases. f iiled histograms represent the connoi fluorescence of ceHs incubated with an

irreievant antibody and Alexa Fluor® 48$-conjugated goat antimouse IgC. ‘B) CeUs were permeabihzed and simuitaneously stained infraceliuiarly for DOI3

(HKC5) and DM (rabbit antisera against DM13). Secondary antibody was Aiexa fiuor® 488-conjugated goat antimouse IgG for FllC5 and biotinylated goat

antirahbit foilowed bv Texas Red-coupied streptavidin for the DM-speciflc antibody. (t) The mean fluorescence values 13VWV) found in panei A were used

to calcuiate the CLIP,DR ratios. iWV obtained with Cer-CLIP was divided by the MFV obtained with L243.

Raji BJA-B
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The expression of DOŒ and DO3 genes is cornpletely abolished in

C RFX-deficient cells (31) and the complete enhanceosome with factors
bound to the S, X, X2 and Y boxes is needed to recruit CIITA (55).
Factors bound to the D013 S box might reduce the interaction with
CillA favoring the binding of another, B ceil-specific factor.

A
HLA-DR

Altogether, these observations suggest that the overali affinity of
CIITA is weak for the enhanceosome assembled on the promoter of

D013 as compared to other class II genes. Expression of DO in a
majoritv of ceil types would probably be possible given that the
expression of CIITA is sufficiently high. Thus, the level of CIITA

HLA-D0f3

itlip
,)i(4’j

r ,.l t I:
.

‘. . ,.

— -, E.Jj..we1 l,

100 10’ 102 io io4 100 10’ 102 iO iO

HLA-D0f3 Overhy Transmission

D HeLa
D HeLa CI1TA

HeLa

HeLa CIITA

Fig. 5. CIITA activates DO gene expression in HeLa celis. (A) flow cytomefry analysis was performed on HeLa celis fransfected or flot with
CIITA. Celis were stained for surface HLA-DR using L243 or permeabilized and stained for HLA-D0 using HKC5. Secondary antibody vas Alexa fluor®
4-88-conjugated goat antimouse IgG in both cases (solid une). Filled histograms represent the control fluorescence of non-fransfected HeLa celis. (B) Celis
were analyzed by confocal microscopy after simultaneous staining for D013 (HKC5) and the endoplasmic reticulum-resident protein cainexin. Secondary

C antihody was Alexa Fluor® 488-conjugated goat antimouse IgG for HKC5 (green) and biotinylated goat antirabbit followed by Texas Red-coupled streptavidin
for anttcalnexin (red).
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fig. 6. Transfection of HLA-DOp in HeLa CIITA ceils increases surface expression of CLW (A) BeLa CIITA ceils were super-transfected with

DO3 (HeLa CIITA + DO3) and stained for surface HLA-DR (mAb L243) and CLIP/class II complexes (mAb Cer-CLW) or for intracellular HLA-D013 (mAb

HKC5). FiIled histograms represent the control fluorescence of HeLa celis stained with the same antibodies. (B) The mean fluorescence values found in panel

A were used to calculate the CLW/DR ratios as in fig.4. The DOF3 mean fluorescence values for HeLa CIITA and HeLa CIITA+D013 were 8 and 21,

respectively.

expression may dfrectly influence the repertofre of class JI-bound gene therapy based on de novo expression of CillA in BLS or can

peptides. This could represent an important issue when considering cer patients (57).
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RLA-DO is an intracellular non-classical class II major
histocompatibility complex molecule expressed in the
endocytic pathway of B lymphocytes, which regiilates
the loading of antigenic peptides onto classical class II
molecules such as IUA-DR. The activity of fILA-DO is
mediated through its interaction with the peptide editor
IRA-DM. Here, our resuits demonstrate that although
fILA-DO is absolutely dependent on its association with
DM to egress the endoplasmic reticulum, the cytoplas
mic portion of its $ chain encodes a functional lysosomal
sorting signal. By confocal microscopy and flow cytom
etry analysis, we show that reporter transmembrane
molecules fused to the cytoplasmic tail of KLA-DOfi ac
cumulated in Lamp-1 vesicles of transfected HeLa
cells. Mutagenesis of a leucine-leucine motif abrogated
lysosomal accumulation and resulted in cell surface re
distribution of reporter molecules. Finally, we show that
mutation of the di-leucine sequence in DOfi did not alter
its lysosomal sorting when associated with DM mole
cules. Taken together, these results demonstrate that
lysosomal expression of the DO-DM complex is mediated
primarily by the tyrosine-based motif of IILA-DM and
suggest that the DO-encoded motif is involved in the
fine-tuning of the intracellular sorting.

Major histocompatibility complex (MHC)’ class II molecules
are heteradimeric celi surface glycoproteins that present anti-
gens to CD4 T cells (1). The antigenic peptide-class II com
plexes are expressed on specialized antigen-presenting cePs
such as macrophages and B lymphocytes. Fallowing their syn
thesis, the n and 13 subunits ofthe class II molecule associate in
the endoplasmic reticulum (ER) together with the invariant
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chain (Ii) (2). The latter folds in part through the groove of the
class II malecule, stabilizing the a13 heterodimer and prevent
ing the undesirable binding of ER polypeptides (3—6). Studies
using mice with inactivated Ii genes suggested that Ii is nec
essary for efficient exit of newly synthesized class II molecules
fram the ER (7, 8). However, it was later demonstrated that
high levels of class II molecules reach the surface of 1i den
dritic ceils (9). Moreover, transfected cells express a substantial
amount of class II molecules at their plasma membrane even in
the absence of Ii (10). Such a phenotype prabably results from
the binding of endogenaus peptides or palypeptides present in
the ER (6, 11) and supports the notion that accupancy of the
peptide-hinding groove is sufficient ta allaw ER egress (12).

Anather function af Ii is ta direct efficiently MHC class II
molecules ta the endocytic antigen-loading compartments (13—
15). Twa short leucine-based sequences located in the cytoplas
mic tail af Ii are responsible far trafflcldng thraugh the endo
cytic pathway (16, 17). Similar motifs in many proteins are
specifically recognized at the cell surface and trans-Galgi by
elements of the sarting machinery (reviewed in Ref. 18).

Once the class II-Ii complex reaches the endosamal campart
ments, the invariant chain is progressively degraded by variaus
prateinases depending on the cell type (19). A residual class
II-associated Ii peptide (CLIP) must be remaved from the pep
tide-binding graove ta allow the binding af an antigen and the
subsequent export ofthe MHC malecule ta the ceIl surface (20,
21). Removal af the CLIP is catalyzed by the nan-classical
HLA-DM heterodimer (22—24). This intracellular chaperane
plays three critical raIes in antigen presentation as it facilitates
the withdrawal af the residual CLIP peptide and stabilizes the
empty class II pi-jar ta peptide laading (25—28). Tins loading
occurs in late endasomal vesicles and, in particular, in the
MHC class II-rich campartments (29). In addition, it was dem
onstrated that HLA-DM functions as a peptide editor limiting
the repertoire of peptides bound ta the class II malecule (23,
30—32). In tins matter, HLA-DM favors the loading of high
affinity peptides.

The activity af HLA-DM is regulated by another nan-classi
cal class II molecule called HLA-DO. Experiments using puri
fied complexes demonstrated the ability of DO ta inhibit 0M-
mediated CLIP release (33, 34). Furthermare, it was shawn in
transfected class II cells that averexpressian af HLA-DO ai
ters the peptide repertoire bound ta class II molecules and
caused the accumulation of CLIP. Subsequent studies demon
strated that FILA-DO regulates the activity af HLA-DM by
limiting the pH range and thus probably the endosomal cam
partments, where HLA-DM is active (35, 36). Based on these
results and on experiments using H-20a knock-out mice, it was
proposed that H-20 and HLA-DO favor presentation of anti-
gens internalized by membrane immunoglobulins. This would
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be achieved by the selective inhibition of H-2M and HLA-DM in
• endocytic compartments rich in proteins internalized by fluid

phase endocytosis (35). However, the group of Hhmmerling (37)
Ç suggested that HLA-DO is not involved in the release of CLIP
• but rather edits the repertoire of class II-bound peptides by

chaperoning empty DR molecules through its interaction with
HLA-DM. In addition to the controversial DM-reiated func
tions of HLA-DO, its role in classical class Il-negative thymic
epitheliai cells remains elusive (38).

In HeLa cells and in murine B lymphocytes. nnder the ex
perimental conditions tested so far, HLA-DO ivas shown to be
totally dependent ofits association with HLA-DM to egress the
ER (39). The complex then moves through the Golgi network
and traffics to endocytic compartments. Mthough the cytoplas
mic tail of HLA-DM contains a functional tyrosine-based motif
needed for its own targeting to lysosomal compartments (40—
43), the sorting signais responsibie for the intraceliular local
ization ofthe DO-DM complex have not yet been characterized.
Indeed, vie have recentiy proposed that the HLA-DOp chain
might also contain a sorting motif to the endocytic pathway
(44). In these experiments, a mixed isotypic pair between the
classical DRu chain and a recombinant DR/DO chain specifi
cally accumulated in lysosomal compartments of transfected
HeLa cells. This phenotype was imparted by the DO chain
since the wild-type DRn-DR heterodimer could only be de
tected at the celi surface. In the present report, we have used
chimeric reporter molecules and site-directed mutagenesis to
determine 1) the domain localization ofthe DOp-encoded lyso
somal sorting motif, 2) the exact nature of this sorting signal,
and 3) its role in the trafficking of the DO-DM complex.

MATERIALS KND METHODS

Plasrnids

RSV.Sneo DRaTM (45), coding for a HLA-DRa 0101 chain lacking its
cytoplasmic demain, vas a gift frem Dr. R. P. Sékaly. RSV.3 DRpOO8
(46), RSV.3 DOp (47), and RSV.3 DR15/DOp (44, 48) have been previ
ously described. RSV.SgptDNl (DOc.) (49), 45.1 DO, and 45.1 DRpOO8
(47) cDNAs were ebtained from Dr. E. Long.

pBS DRp008 ivas generated by inserting the BornHI insert ef 45.1
DR008 inte pBluescript KS vecter (Stratagene). pBS DOo.9 was
generated by inserting the Soil-PstI fragment ef RSV.5gptDNl inte
pBluescript KS vector. This ;vas then subcloned in RSV.5 nee by
digesting with SallJXbaI to generate RSV.SneeDOa. To censtruct pBS
DOp, a BarnHI-fragment frem 45.1 DOp ivas inserted into pBluescript
KS vecter. Befere cloning HLA-DOnJp gene inte pBudCE4 vecter
(Invitregen, CA), ive integrated a p-lactamase gene, which allews fer
selection by resistance te ampicillin, by inserting a 1-irilobase pair
fragment frem pBluescdpt 1(5 digested with BspHkblunt-ended inte
NheUblunt-ended site ofpBudCE4 )pBudCE4-A). The HLA-DO cDNA
was then clened into pBudCE4-A by digesting pBS DOp witb SalI-XbaI.
The HLA-DOn cDNA ivas inserted in the same vector by cutting pBS
DOe.9 with BarnHI and clening the fragment into the BgiII site ofthe
vecter (pBudCE4-A DOa!). The DOp cDNA in 45.1 ‘vas excised with
BamHI, and the 1.3-kilebase pair fragment ivas cloned in RSV.Sneo
plasmid te generate RSV.5neoDO.

In order te generate the p305 D0f3LL242-243AA, several subclening
steps were done te insert a unique HindIII restriction site in a 5’-
position ef the gene. The first step censisted in subclening a 5’ portion
ef the RSV.5neeDO, which centained a HiodIil site, in the
RSV.300pLL242—243AA vecter by a MIuUEceRV digestion. Frem this
construct, a Hiodili fragment rentaining DOpLL242-243AA vas thon
subclened inte p305 expression vecter frem which we had previeusly
excised a XbaI stuffer te finally yield p305DOLL242-243AA plasmid.

DO Mutageoesis anti Construction of tise DR15/DOp Melerules

Introduction ef mutations into the DOp cyteplasmic tau cDNA se
quence ivas performed by PCR everlap extension (50). Briefly, aS’ PCR
preduct was generated frem RSV.3 DR1JDOp using the RSV LTR
primer (5’ te the coding region) and a mutagenic primer which inrluded
the desired mutation as well as a unique restriction site used te identify
clones harbering the mutation )DOJIY227ABspE1b, 5’-CCT CCG GAC
AGC TCC TEE CTG-3’; DOT230LPstIb, S’-C AGA CAT CTG CAG

CCT CAC ATA-3’; D00LL242-243AAXbaIb, 5’-TGA CTG AGG CCC
CCC AAC AGC TCT AGA GAC-3’. The 3’ PCR preduct ivas generated
using the cemplementary mutagenic primers )DOY227ABspRIc, 5-
CAG AAA CGA OCT GTC CCG ACG-3’; DDT230LPstIc. 5’-TAT GTG
AGO CTG CAG ATG TCT C-3’; and DOpLL242-243AAXbaIc, 5’-GTC
TCT AGA GCT GTT GCG CCC CCT CAG TCA-3’) and DRpOO8 3’
(5’-ACT CCA TCT TTG AGA AAC ATT-3’) which hybridized te the
nen-ceding 3’ end ofthe cDNA. The twe overlapping PCR preducts were
mixed, and a final PCR was perfermed using the flanking primers. This
preduct ‘vas subsequently subcloned inte SacI and Hin dlii sites of
RSV.3 DOp, thereby replaring the wild-type fragment with the PCR
preduct containing the varieus mutations. The nucleotide sequence ivas
cenfirmed by DNA sequencing using T7 pelymerase )Arnersham Phar
macia Bietechi befere the mutatïens were introduced inte RSV.3 DR151
DOp RSv.3 DR15mOpT230L, RSV.3 DR15IDOpY227A. RSV.3 DR15/
DOLL242—243AA) by replacing the EcaRV-HindIII fragment with the
equivalent fragment frem mutated DOp cDNA in RSV.3 described
aheve. Underlined nucleetides in primer sequences cerrespend te mu
tations intreduced in the PCR preducts.

DR/DOfryto anti DR/DMfrvte Reporter Molecu/es

The cyteplasmic tau ef HLA-DRp ivas replaced by that ef either
HLA-DOp or HLA-DM. Te construct RSV.3 DRIDOpcyte chimeric
reporter melecule, we used the PCR everlap extension methed .A first
fragment ivas amplified frein RSV.3 DRpOO8 using the RSV-LTR
primer and a mutagenic primer everlapping the end ef the DRfI trans
membrane and the N-terminal regien efthe HLA-DOp cyteplasmic tau
(oligenucleetide DRpmOpCyte222BssHIIb, 5’-ATA TCC TTT CTG
CCC GC GAA CTA GAT GAA C-3’). A second reactien ivas made en
RSV.3 DR18mOp using a cemplementary fusien primer (DRp/
DOCyte222BssHIIc, S’-C TTC ATC TAC TTC CCC CCG CAG AAA
CGA TAT-3’) and the DRpOO8 3’ primer. Feflewing the everlap reac
tien, the PCR preduct ‘vas subcloned into Stul and RindIil sites of
RSV3 DRpOO8. In erder te intrnduce mutations in 0w cyteplasmic tau
efthe chimeric molecule. ive used a similar strategv te the ene described
abeve but used RSV.3 DR15/DOp T230L and RSV.3 DR15fDOLL242—
243AA plasmids as templates fer the amplification ef the POp cyteplas
mie regiens. Briefly, the DRp pertien ivas amplified frem pBS DRpOO8
with the reverse primer and DRfDOf3Cyte222BssHIIb primer which
makes the junctien betiveen DRp and DOp cyteplasmic regions. The
mutated DO9 cyteplasmic regien was amplified frem the RSV.3 DR15/
DO mutant ivith remplementary fusien primer DRp/
DOpCyto222BssHIIc and the DRpOO8 3’ primer. The preduct of the
everlapping reartien ivas digested with StI te generate a fragment
centaining the mutated DRIDOpcvte fusion regien and subclened inte
Sb’I-digested pBS DR008 te replace the wild-type sequence. The re
sulting censtructinn ivas sequenced, excised ivith BamHi, and sub
clened inte the SRe vecter (51) which allews fer selectien by resistance
te puremycin (pureSRn ivas ldndly previded by Dr. Françeus Denis). Te
generate SEn pure DR/DOficyteY227A, n different strategy ivas used. A
first PCR product was made frem RSV.3 DRJDOp using the RSV-LTR
primer and the mutagenic primer (DOpY227ALspElb, S’-CCT CCG
GAC AGC TCC TTT CTG-3’). The second PCR preduct ivas dene using
the complementary mutagenic primer )DOY227ABspE1c, S’-CAG
AAA CGA OCT GTC CCC ACG-3’) and DRJIOO8 3’. The overlapping
PCR preduct ivas subclened inte StvI ef pBS DRpOO8 te replace the
wuld-type sequence. The resulting censtruct ivas sequenred, excised
with BaynHi, and clened inte the SEn vecter as abeve. In erder te
generate the triple mutant DR!DOfJcyteLL242—243AA1T230L, ive per
fermed twa successive everlap PCRs. The first everlap PCR ivas dene as
described abeve te generate a DR/DOpcytoLL242—243AA PCR frag
ment. By using the latter PCR preduct as a template, ive subsequently
intreduced the third mutation at position T230L. The S’ everlap frag
ment ives amplified ivith the reverse primer and the DOpT23OLPstIb
primer. The 3’ fragment ‘vas ebtained using DOfff23OLPstIc primer
and the universal primer. Fellaiving the everlap reactien, the PCR
preduct ivas subcloned inte StvI efpBS DRpOO8 te replace the ivild-type
sequence. The resu)ting censtruct ivas sequenced, excised ivith BaniHI,
and clened into the SRn vector SRn pure DWDOf3cyteAATf23OL).

In erder ta make a fusion between the DRp and DMp cytaplasmic
tails, ive first clened the HLA-DMp cDNA frein Raji cells by PCR. Tetal
mENA ivas extracted using TRIZOL Reagent (Life Technologies, Inc.),
and 10 gg was used fer cDNA synthesis in the presence ef the
DMS’SalI (S’-CTG GAA GAG CTG GTC CAC CCC ACT C-3’) and the
DM3’EcnRI (S’-CAA GTT GTA CAA TTC TOC CTC TAC-3’) eligenu
cleotides. The first strand cDNA ivas made using Meleney murine
leukemia virus reverse transcriptase )Life Technologies. Inc.) and Taq
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polymerase at 42 CC for 15 min in Toq polymerase buffer )BIO/CAN,
Canada). Double-stranded rDNA vas then amplified by PCR for 20
cycles, digested with Soli-EcoRT, and cloned in pBluescript ES ) pBS
1-DMp.fl. The complote DNA coding sequence ‘vas verified by sequenc

ing, and the predicted amino acids sequence corresponds to tbe pub
lished sequence (52).

In order to mutate tyrosine 230 in the DM cytoplasmic region, a
flrst PCR was performed on pBS 1-DMp.1 using the reverse primer and
a mutagenic primer )DMflY23OAEco47IlIb, 5’-AGG AAG AGG AGT

AGC GCT AGA GTG GCC AGC-3’). A second fragment was amplified
from pBS 1-DMp.1 using a complementary mutagenic primer
(DMY230AEco47IHc, 5-GCT GGC CAC TCT AGÇ QQ7 ACT CCT
CTT CCT-3) and the universal primer. The two overlapping PCR

products were mixed, and a final PCR ;vas completed using the flanking
primers. This PCR product xvas subsequently digested with SocI nnd
HindIII, cloned into pBS 1-DMp.1, and sequenced (pBSDMY230A).

Fusion of the DMp cytoplasmic tau to the DRf3 transmembrane
domain xvas performed by PCR. A first fragment vas amplified from
pBS DRpOO8 using the reverse primer and n fusion primer )DRp1
DMflcytoh. 5’-GA GTG GCC AGC TCT GAA GTA GAT GAA CAG-3’),

which makes the junction between the DR and DM cvtoplasmic
regions. The DMj3 cytoplasmic region \vas amplified from pBS 1-DMp.1

with a complementary fusion primer )DRp/DMcytoc, 5’-CTG TTC ATC
TAC TTC AGA GCT GGC CAC TC-3’) and the universal primer. Tbe
overlap product vas digested with Stvl-XboI to generate a fragment
containing the DRfDMcyto fusion region and subcloned into pBS
DRpOOS. The resulting cDNA vas sequenced, excised with BarnHI, and
cloned into tbe BomHI site of SRu puro vector lSRu puro DRJDMcyto).
In order tu generate a DMp cytoplasmic tau mutated at position Y230A

and fused tu the DR mulecule, we used a simular strategy tu the une
described ahuve but using pBS DMY230A as template (instead uf
wild-type pBS 1-D5I.l) fur tbe amplificatiun of the DM cytuplasmic
regiun.

Antibudies

L243 monoclonal antibudy (IgG2) binds a specific DRu conforma
tiunal determinant (53). Coupling tu biotin using biutin-7-NHS or tu
FITC using FLUOS was perfurmed as suggested by tbe manufacturer
)Ruche Mulecular Biuchemicals). The anti-Lamp-1 (CD1O7a) mono

clonal antibody H4A3 )lgG1,e) reacts with the beavy glycosylated 110-
kDa iysusumal-associated membrane prutein )Develupmental Studies
Rybriduma Bank. NICHD, University uf Iowa, l.A). XD5.117 is an
anti-DR[3 )lgG5 monoclonal antibody 154). DAG.147 monoclonal anti

budy )IgG1) is directed at tbe cytoplasmic tail uftbe DRe chain 155). Tbe
anti-DOfl serum vas pruduced in C3H mire (H-25) by repeated intrap
eritoneal injections uf DAP fibrublnsts transfected with DRu and DR18/

DO cDNA (48). Rabbit antisera were raised against keyhule limpet
hemocyanin cunjugated tu peptides currespunding tu the cytuplasmic

tau ofHLA-DOn (CMGTYVSSVPR( or HLA-DMp (CRAGHSSflPLPG
SNYSEGWHIS).

Colis Linos und Trunsfèctiuns

HeLa DR1 (DRe + DR0101) and HeLa DRnTM ±DR relis were
ldndly pruvided by Dr. R. P. Sékaly. HeLa DRu+DR15mOp and HeLa
DRnTM + DR1JDOp bave been described previously (44). HeLa DM.5
is n clone frum HeLa DW relis la gift frum Ur. R.P. Sékaly) nbtnined
after transfertiun of the DMu and DM cDNAs (22). ColIs were cultured

in Dulbecco’s mudified Eagle’s medium, 10% fetal bovine serum

(Wisent, St.-Bruno, Quebec, Canada), and apprupriate selective agents

(see beluw). HeLa relis were cu-transfected by the calcium phosphate
precipitatiun methud as described 157) using 2 gg uf truncated DRu
cDNA )DRnTM( alung with 10 gg of the different p chain cbimeras.
Independently, duplicate transfectiuns were dune using Fugene6
(Ruche Mulecular Biuchemicalst Selective agents were added tu n final
concentration of 500 ig/ml G-418 )Life Technologies, Inc.), 400 gg/ml
purumyrin (Sigma), 50 units/ml hygrumycin (Cederiane Laburatories,
Ontario, Canada) or 100 gg/ml Zeuciw (Cayla, Tuuiuuse, Francs). Cells
expressing the desired class II mulecules were surted using magnetic

beads (Dynal Inc.) cuated with L243 monoclonal antibudy, except fur
HeLa DRIDMpcytu which vas cluned by limiting dilutions, and fur the
HeLa DRuTM+DR, HeLa DR/DOcytu T230L, HeLa DRIDO)icytu
AAJT23OL, HeLa DM.5/DOu+DO, HeLa DM.5/DOe+DOAA colis
which represent unsurted pupulatiuns. The nature nf the different re
porter mulerules expressed in transfected relis vas cunficmed by West
ern blut using antibodies specific for the diffèrent cytoplasmic tails
(data nut shuwn(.

Finie Cytumctn’ Anuivsis

(‘cil Suifuce Stuining—Celis were han’ested using trypsin, washed
and incuhated with FITC-conjugated L243 antibudy or L243-hiu in
compiete medium. After 45 min at 4 CC relis were washed twice in PBS,
and L243-biu-stained relis were incubated fur anuther 45 min at 4 CC

with phycuerythrin-cunjugated streptavidin (SA-PE) in PBS. Ceils were
washed twice in PBS and analyzed by fluw cytometry un a FACS®
caliber (Bertun Dickinsun). As negative cuntrul, relis were stained using

unly FITC-cunjugatcd guat anti-muuse antibudy (Cerderlane, Canada)

or SA-PE (Couiter, Ontariu, Canada).
Intrucciiuiur Stuining—Celis were han’ested using trypsin, rinsed in

PBS, and fixed in 4% furmaldehyde fur 20 min at ruum temperature.
Alter twu washings in PBS, relis were treated with 50 min NH1C1 fur 15
min in 0.05% sapunin Sigma) in PBS cuntaining 1% BSA (Biushup,
Canada). Intracellular staining vas perfurmed using L243-FITC. Alter
30 min at ruom temperature, cells were washed twice, fixed in 1%
formaidehyde, and anaiyzed by fluw cytumetry. As negative runtrul,
untransferted HeLa cells were stained under the same conditions. In
urder tu analyze by fluw cytumetry the total (surface and intracellular)
versus surface expressiun uf the variuus class II muiecules, the prufiies
ubtained fur DR1 were first precisely superimpused, and the uther
samples uf transfected relis were acquired under the same exact set
tings. A shift bstween the rivu cun’es fur n given reporter mulecule
indicates n reliuiar redistribution. Wben unsurted pupulatiuns were
analyzed, the peaks uf negative relis were used tu align the staining
profiles and define the settings.

Fluorescence Micruscupy

Celis were piated un cuvershps in 24-well plates and cultivated fur 3
days befure intraceilular staining. The cuverslips were rinsed in PBS
and relis were culd-ffxed in pre-cuuied (—80 CCI methanullaretune (80:
20G,v/v) fur 20 min at —20 CC Subsequent manipulations were dune at
roum temperature. After four washings uf 10 min in PBS, the coverslips
were immersed in blucking solution )PBS runtaining 02G BSA and
0.2% gelatin fur 10 min. Intracefiular staining vas perfurmed hy using
L243-biu- and Lainp-1-sperific antibudies. Alter 1 h, relis were washed
twice in PBS, 1% BSA buffer and incubated fur 1 h with Texas Red
cuupied streptavidin (Amersham Pharmacia Biutech) and anti-inouse
IgG1 cuupied tu fluorescein (PharMingen, San Diego, CA). CelIs were
washed twire, and the ruverslips were muunted using Geivatul (pulywi
nyl alruhul, n gift frum Dr. M. Desjardins).

When stained with muuse DOp- andlur rabbit DM-specific antibud
ies, relis ;vere washed twice in PBS, 1% BSA buffer and incubated at
ruom temperature fur anuther 20 min with a biutinylated goat anti
mouse antibudy andlur FITC-runjugated guat anti-rabbit antibody (Biu/
Can Scuentific, Ontariu, Canada). When necessary, relis were washed
twice and incubated with Texas Red-cuupled streptavidin (Arnersham
Pharmaria Biuterh) fur 20 min.

CelIs vere then anaiyzed by fluuresrence micruscupy un a Zeiss
axiusrupe microscope (Cari Zeiss, Germany). Phutugraphs xvere taken
with a Zeiss microscope camera MC 100 un Kodak elite chrome 400 film.
Cunfucal laser micrusrupy was perfurmed un a Zeiss LSM 410 system
equipped with a PLAN-APOCHROMAT 63x ou immersion Ions and a
Ar/Kr laser.

1m inunuprecipitutiuns und Western Biutting

Ceils (1.2 V 10v) vsre trypsinized, washed in PBS and lysed intu
Triton x-100 1% as described previuusiy (58). Alter centrifugation,
supernatants xvere haiwested and incubated with 20 pi (50% heads) of
CL-dB Sepharuse (Amersham Pharmacia Biutech) fur 1 h at 4 CC with
agitation. Ccli lysates vere transferred intu a new micrutube cuntaining
20 gl 50% beads) of prutein A-Sepharuse )Amersham Pharmacia Bio
tech( cuupled tu HLA-DD/3 antibudy. Samples ivere agitatsd uvernight
at 4 CC. Beads vere centrifuged, washed four times with lvsate buffer,
and resuspended in Laemmli buffer. Samples were builed and iuaded un
10% SDS-puivacrylamide gels. Pruteins were transferred tu Hybund
ECL membranes lAmersham Pharmaria Biutech) and blutted with the
rabbit anti-DOn serum uvernight at 4 CC with agitation. Secundary
antibudy (peruxidase-cuupled guat anti-rabbit; BIO1CAN Scientific, On-
tarin, Canada) was ussd at 1:1000 dilution fur 2h at roum temperature.
Alter wasbings, the membrane was deveiuped by chemiluminescence
(Ruche Muiscular Biuchemirals) un Kodak XAR-5 films.

RESULTS

The Cytupiasmic Tnii uf HLA-DOp Encudes n Lysusuusni

Surting Signai—We recently described the lysusumal and ccii

Fun etional Lysosomal Sorting Motif in HLA-DO
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U DRu

U DRj3

I DOJI

DMJ3

DR/DM(lcyto RAGHSSEPLCSNYSEGWHIS*

Y230A A

FIG. L Chimeric molecules and mutants. A, schematic represen
tatien of the different melecules used in this study. These reporter
melecules censist ef heteredimers between different e and p chains.
Cyteplasmic demain trunratiens and recembinant meiecules are de
scribed under “Materials and Metheds.’ B, amine acid sequence ef the
chimeric melecules and derived mutants. The esterisk indicates the end
ef the pretein. The first amine arid in DOp corresponds te the first
amine acid ef the cyteplasmic tau. Deshed hues represent identity in
the amine acid sequenre. Squeres represent a petential or decumented
serting motif. Beld amine acids identify intreduced mutations.

surface lecalizatien ef a mixed isetypic pair between DRu and
a chimeric recembinant DR15/DOp chain (44, 48). As wild-type
DRuIDRp (DR1) melecules did net accumulate in intracellular
cempartments under the same experimental conditions, we
cencluded that a lysesemal serting motif was enceded in the
HLA-DOp chain. In an effort te lecalize such a signal and te
evaluate the relative impertance ef the cyteplasmic tau in
lysesemal transpert as cempared with the ether demains ef
HLA-DO, we have designed u new reporter melecule where the
cyteplasmic tau ef the DR chain vas replaced by that ef DOp
(DR/DOpçvte) (Fig. 1). Te eliminate any pessible centributien
frem the cyteplasmic tau efthe DRu chain partner, HeLa relis
were stably transfected with the DRfDOpcyte construction te
gether with a HLA-DRa chain cDNA enceding a step codon
immediately after the transmembrane demain (DRuTM). Since
this chimeric heteredimer can be detected at the plasma mem
brane, ceils were incubated with the DRu chain-specific L243
antibedy and serted using magnetic beads. Surface expression
was cempared with the wild-type DRp or DR15mOp-expressing
HeLa ceils (Fig. 2) (44). The structural integrity ef the DR/
DO$cyte reporter melecule vas cenfirmed by its ability te bind
superantigens and varieus DR-specific antibedies (data net
shewn).

The intracellular expression pattern ef expression ef the
DRJDOpcyte melecule was analyzed by cenfecal micrescepy
using L243. This meneclenal antibedy recegnizes n cenferma
tienal epitepe en the DRu chain apparent enly upen asseciatien
with the chain and maturation threugh the Gelgi apparatus

0
10’ 102 10

Fluorescence

Fie. 2. CeIl surface expression of the class II chimeric moie-
cules in transfected HeLa cells. Flew cvtemetry analysis was per
fermed using FITC-labeled DRu rhain-specific L243 antibedy (sotie?
lier). Detted lOues represent the centrel fluorescence ef relis incubated
with n FITC-conjugated geat anti-meuse serum.

(3). Fig. 3A shows that the class II staining vas characterized
by the presence ef large, well defined perinuclear vesicles rem
iniscent ef endesemalfiysesemal cempartments. The endecytic
nature efthese vesicles was cenfirmed using a Lamp-1-specific
meneclenal antibedy (H4A3) as described (Fig. 3E) (44). Fig. 3G
shows a perfect ce-lecalizatien between the Lamp and class
II vesicles, as was reperted previeusly fer cells expressing the
nuxed isetypic pair between DRuTM and DR15/DOp (Fig. 3,
D—F (44)). The cencemitant celi surface expression and intra
cellular serting ef these melecules is reminiscent ef the Ii
expression pnttern in B lymphocytes (see “Discussion”). On the
ether hand, DR1-transfected HeLa cells displayed the highest
level ef surface expressien as determined by 11mw cytemetry
(Fig. 2) but failed te shew streng intracellular accumulation
(Fig. 3G). As described previeusly by ether greups (14, 44, 59,
60), the intracellular class II staining in 1i HeLa cells was
rather diffuse (Fig. 3Gl with, eccasienally. a few cells shewing
small faint vesicles. Ne ce-lecalizatien cf DR1 and Lamp-1 vas
detected by cenfecal micrescepy under the exact same settings
used abeve fer the analysis cf reperter melecules (Fig. 3, H and
I). Mereever, it is interesting te nete the absence ef enlarged,
swelled Lnmp-1 lysesemni cempartments in cells expressing
the wild-type DR1 melecule as cempared with these centaining
the DO cyteplasmic tau (Fig. 3, H and E). This important
ebservatien was consistent threugh ail the independent trans
fectiens generated and supports the conclusions that 1) the
wild-type DR1 dees net accumulate in large ameunts in lyse
semes and 2) the DOp tau is respensible fer the redistribution
and accumulatien cf the reporter melecules te the endecytic
pathway, affecting the merphelegy ef the cempartments.

Taken tegether these results show that the cyteplasmic tau
cf HT.À-DOp is respensible and sufficient fer the efficient tar
geting ef these reporter melecules te Larnp4 lysesemal cern
partments. This vas cenfirmed by the diffuse staining and the
lnck ef vesicular accumulation cf a mixed isetypic heteredimer
between an intact DRu chain nnd a truncated chimeric DR15/
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FIG. 3. The cytoplasmic tau of HLA
D0f3 is responsible for the lysosomal
localization of reporter molecules.
Permeabilized ceils expressing the 11W
DOBcyto (A-C) or the DR15JD0j3 (D-F)
molecules paired with the truncated DRa
chain (DRaTM) devoid of its cytoplasmic
tau were stained intracellularly to ana
lyze lvsosomal sorting. A, D, and G show
staining with the class IT-speciflc L243
antibody (red), and B, E, and H higNight
the lysosomal staining using the H4A3 anti
body specific for Lamp-1 green). Co-localiza
tion of the two antibodies is shown in C, F
and I (yellow). Contrai ceils express wild
type DRe+DRp (G—f). homunofluorescence
xvas monitored hy confocal microscopy.

DO chain devoid ofits DO cytoplasmic tau (data not shown).
Tyrosine 227 in HLA-DOp Is Not Inuoived in Lysosomni

Sorting—The cytopiasmic tau of the DOp chain contains two
putative sorting signais that have been shown in other mole-
cules to mediate the intraceDular targeting to various ceflular
compartments (Fig. lB). The first signal is an imperfect ty
rosine-based GYVRT motif reminiscent ofthe GYXXL (where X

is any amino acid) motif found, for example, in LgpA protein

(reviewed in Ref. 61). It has been suggested that the glycine
preceding the tyrosine residue might mediate the direct sorti,g
ofproteins from the trans-Golgi network to the endocytic path
way (62). Mthough in HLA-DOp a polar threonine is found
instead of the typical hydrophobic or aromatic residues at the
end ofthe putative sequence, some reports have suggested that
the GY alone is sufficient to mediate intraceilular sorting
events (61). The second signal is a leucine-leucine motif anal
ogous to those found in Ii and that mediate the transport of
associated ciass II molecules to the endocytic pathway (14, 16,

63). It is not known which of these two signais in the mixed
pairs is responsible for their lysosomal distribution.

To dissect further the intracellular signals of the 110/3 cyto
plasmic tau, we next introduced point mutations in the cDNA
seqnence coding for these putative motifs. First, the potentially
criticai tyrosine residue in the GYVRT sequence xvas changeci
to an alanine in both the DRJDO/3cyto and the DR15/DOp
chains (Fig. lB). HeLa cells stabiy transfected with these DRJ
DOpcytoY227A or DR15/D0pY227A cDNAs together with
DRnTM were sorted on magnetic beads, and flow cytometry
analysis confirmed high levels of surface expression (Fig. 4, A

and C). The confocal microscopy analysis using class II- and
Lamp-specific antibodies showed a perfect co-localization be
tween the two markers for both Y227A reporter molecnles,
containing either the cytoplasmic tau (Fig. 5, A—C) or the al
most entire D0/3 chain (Fig. 5, D—F). This phenotype vas
similar to that of DR/DO/3cyto-expressing celis suggesting that

tyrosine 227 is not involved in lysosomal targeting or the gen
eration of enlarged vesicles.

Tise Cytopiasmic Tau of FILA-DO Eocodes e Functionoi LL
Signal—We then examined the importance of the di-leucine
motif in the lysosomai sorting. The DRJD0/3cytoLL242—243AA
cDNA (Fig. lB) was co-transfected with DRoTM, and the dis
tribution of this ciass II molecule was monitored by flow cy
tometry (Fig. 4B( and immunofluorescence (Fig. 5, G—I). This
moiecnle ivas expressed at high levels at the celi surface, but in
contrast to the wild-type DR/DO/3cyto or DR/D0/3cytoY227A
phenotypes obsen’ed above (Fig. 3A and SA), confocal micros
copy revealed a diffuse intracellular labeling and the absence of
vesicular accumulation (Fig. 5G). The pattern was similar to
the one observed nsing the DR1-transfected HeLa cells (Fig.
3G). There vas a clear loss ofthe enlarged perinuclear ciass 1I
vesicles such as those found in DR/DO/3cyto celis. In addition,
the Lamp-1 pattern is made principally of small discrete vesi
des scattered ail over the cytoplasm. This pattern is reminis
cent ofthe signai obtained using DR1-expressing ceils (Fig. 3H
(44, 60)) and further demonstrates that tbe di-leucine motif is
functional and necessary for lysosomai sorting of the reporter
rnolecnie.

The criticai role of the di-leucine motif xvas confirmed in
independent experiments using the mutated mixed pair
DReTM+DR15mop. The di-leucine mutation (DR15/
D0pLL242—243AA) (Fig. 4D) inhibited lysosomal accumula
tion ofthis reporter moiecule as judged by the diffuse intracei
lular staining and the lack of co-iocahzation with the Lamp-1
molecule (Fig. 5, J—L). Altogether, these resuits clearly estab
lish that the cytoplasmic tau ofHLA-D0p contains a functionai
di-leucine lysosomal sorting motif

Mutotion-induced Cefl Surfoce Redistribotion—Lack of lyso
somal sorting caused by mutation of the leucine-leucine motif
mnst resuit in cell surface accumulation, and flow cytometry
was used to evaluate this redistribution within a celi popula

Class II Lamp-i Class II/Lamp-1

A

DflIDOÇlcyto
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tion. Similar analysis were previously reported by others (64)
te highlight the plasma membrane redistributien ef class II
molecules upon dendritic cell maturation. To analyze the dis
tributien of the reporter molecule, the staining ebtained at the
cell surface was compared with the total amount of class II
melecules as determined by staining simultaneeusiy the celi
surface and the intraceilular content following membrane per
meabilization with saponin. Te validate this assay in our sys
tem, we first used DR molecules fused with the well character
ized DM and DMpY23OA cyteplasmic tails (Fig. 1, A and B).
Indeed, it has been shown previeusly that the tyresine motif
enceded in the cyteplasmic tail ofHLA-DMp mediates traffick
ing te lysesemal compartments and that disruptien ef this
tyrosine motif results in enhanced celi surface expression (40—
42). In accerdance with these previously pubhshed data, Fig. 6
shows that the mutation of the tyresine 230 te an alanine in
DR/DMpcyto (DR/DMcyteY230A) causes a dramatic redistri
bution ef the melecules te the cell surface. Sucb stably trans
fected pepulatiens centain negative ceils that serve as an in
ternai centrei. These cells prebably express enly ene or the
ether chain ef the heteredimer and did net stain with L243.
Under these conditions, given the high backgreund ebtained
with the intracellular staining methed used fer flow cytemetry,
there is an apparent underestimation ef the tetal number ef
class II melecules.

We then analyzed the DOp cyteplasmic tail mutants in this
assay. When cempared with the superimpesed total and sur
face profiles of the DR1-expressing cells (Fig. 7A), the curves
ebtained fer the celis expressing the DRIDOpcyte reporter mel
ecuies (Fig. 7B) shewed a distinct pattern; the signal fer the
surface ameunt ef ciass II molecuies is much weaker than the
ene fer tetal class II. This result is consistent with an intracel
iuiar accumuiatien ef the reporter melecules and the reie ef the
cytopiasmic tail efDOfl in the serting te the endecytic pathway.
These results have been repreduced censistently using either
unserted and serted populations expressing lew or high leveis
ef reporter molecules, as well as with the mixed
DRaTM+DR15mop pair (data net shown). The data cerrebe
rate the cenfecal micrescepy anaiysis presented above shewing
the existence ef a lysesemal serting signai in reporter mele
cules centaining the DOp cytopiasmic tail. We next determined
the distribution ef class II melecules in cells expressing DE!
DO3cyteY227A. The intracellular and surface staining prefiles
were simiiar te these ef the wild-type DRJDOpcyte chimera

inasmuch as the intracellular and cefl surface curves did net
everlap under these cenditiens (Fig. 7C). The experiment cen
firmed that the Y227A mutatien dees net aiter lysesemal
serting.

Finally, we examined the effect ef the LL — AA mutatiens in
this assay. Fig. 7D shows that the DRJDOpcyteLL242—243AA
melecuies were cleariy redistributed te the ceil surface as the
patterns fer total eersus surface expression are comparable
between cells expressing DRp or DRJDOpcyteLL242—243AA
melecules. This result cenfirmed the critical rele ef the di
leucine motif in serting the reperter melecules te the endecytic
pathway.

A Consensus Tyresine-based Metif Rescued the Lysesernal
Expressien ef the LL AA Reporter Melecule—By having
generated a mutated reperter melecule that is defective in
lysesemal sorting (DE/DOpcyteLL242—243AA), it became fea
sible te characterize further the petential rele ef tyresine 227.
Indeed, the pessibihty remained that eur cellular er experi
mental settings did net allow the efficient recegnitien ef the
GYVRT sequence. Thus, te test if a knewn functienai tyresine
based motif weuid have been recegnized in eur chimeras, we
designed a “gain” experiment by recenstructing a consensus
YXXL signal around the pre-existing Tyr-227 ef the DE’
DOpcyteLL242—243AA melecule. This was perfermed by re
piacing the threenine 230 by the critical hydrephebic ieucine
residue te create the YVRL sequence (DR!DOcyteAA!T230L)
(Fig. lB). The mutated cDNA was transfected in HeLa cells
together with the DRaTM cDNA, and the pattern ef expression
ef this heteredimer ivas verified in the bulk population. Wild
type DR and DR/DOpcyto melecules were detected mestly at
the ceIl surface by fluorescence micrescepy (Fig. 8, A and B).
Hewever, analysis ef the HeLa DR/DOcytoAA!T230L cells
revealed a defined intracellular staining fer the class II mele
cule with the presence ef many enlarged vesicles (Fig. 8C).
Littie if any surface expression was detected en these cells (and
see belew), and this pattern is similar te the ene ebserved fer
the DR/DMcyte melecule (Fig. 8D). These results cenfirmed
the efficient intracellular serting ef melecules centaining a
functienal tyrosine motif. The reduced surface expressien ef
these melecules vas cenfirmed by flow cytemetry using un
serted cells frem a series ef independent transfectiens (Fig. 9).
The weak but detectable surface expressien ef the DE’
DOpcyteAAJT23OL melecules ceuld be due te the lecatien efthe
tyresine with respect te the transmembrane regien. When com
pared with the cyteplasmic tau ef HLA-DM, the tyresine resi
due in DE!DOp is doser te the transmembrane (Fig. lB) preb
ably resulting in iess stringent serting teward lysesemes (61,
65). Taken as a whele, these resuits cenfirm that the tyresine
227 in wild-type DO is net part ef a classicai if any tyresine
based sorting signal.

We then tested the phenetype ef cefls expressing a reporter
class II molecule bearing beth the di-leucine and tyresine mo
tifs. The presence ef twe distinct signais is reminiscent ef the
situation in the DM-DO cemplex that displays twe motifs en
separate cytepiasmic tails. The YXXL motif was intreduced in
the “wild-type” DE’DOf3cyte melecule that centains the original
LL sequence (Fig. LB), and stable transfectants were generated
(DWDOpcyteT23OL). The ciass II staining patterns obtained by
flew cytemetry or fluorescence micrescopy were comparable te
the enes ebserved fer HeLa DE/DM3cyte er DWDOpcyteAA!
T230L (Figs. 8 and 9). Again, the presence ef a tyresine motif
precluded high levels ef surface expressien ef a DR/DOp re
porter molecuie demenstrating that the twe families ef motifs,
LL and YXXL, are net equivalent and suggesting that the
tyresine-based serting signal is deminant ever the di-leucine
motif
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Fie. 4. Ce!! surface expression of the mutated reporter mole-
cules in transfected HeLa ce!!s. HeLa celle were transfected with
DRruTM and the indicated cDNAs. Positive celle were sorted and ana
lyzed by flow cytometry using FJTC-labeled L243 antibody (fihled hue).
Dotted hues represent the centrol fluerescence of celle incubated with a
FITC-conjugated goat anti-meuse serum.
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FIG. 5. The di-leucine motif in D0f3
mediates lysosomat targeting. Per
meabilized relis expressing the DR/
DOf3cytoY227A (A-C), DR1mOpY227A tD
F), DR/DOf3rytoLL242—243AA (G-f), and
DR15m0pLL242—243AA (J—L) moierules
paired with the trunrated-DRa chain
(DRaTM) were stained to analyze the infra
cellular locahzation. A, D, G, and J show
staining using the L243 antibody (,3) B, E,
H, and K represent the lysosomal staining
obtained using H4A3 (green), and C, F, I,
and L ifiustrate the ro-localization of the two
proteins (yeÏloiv). Fluorescence was moni
tored by confocai mirroscopy.

DR/DM[icyto DR)DM)icytoY23OA

0 10’ 102 10 0 10’ 102 10

Fluorescence

FIG. 6. Redistribution of the DRIDMI3Cyt0Y23OA molecule to
the cell surface. Flow rytometry analysis using the L243 illustrates
the surface (empty region) and total expression )fihted region) of the
DR!DMryto moiecule anti mutant DRIDivIf3cytoY23OA in unsorted
HeLa-transferted relis. Cells were rerovered using trypsin, split. anti
stained separately either at the celi surface or fixed, permeabilized, and
stained with the FITC-ronjugated L243. Marker indirates the boundary
between negative or positive relis for surface expression ofthe chimeric
tnolerules.

Tise Di-leuciite Motif ofHLA-D0f3 Is Not Absoiittety Required

for Lysosomal Sorting of tise DO-DM Comptex—A previous

study showed that HLA-DO must first associate with HLA-DM
to egress the ER and gain access to the lysosomal compart
ments (39). Since both DO anti DM contain a sorting motif
susceptible to target the complex to the lysosomes, we sought to
determine if the di-leucine motif of HLA-DO vas necessary in
this process. We reasoned that surface expression of the

DM-DO complex and loss of intracellular vesicies wouid result

from mutation ofthe DOf3LL sequence if this motif was indeed
critical foi’ the sorting. To this end, we compared in HeLa colis
the intracellular iocalization ofthe HLA-DO-DM complex with
that obtained for the saine complex but formed with an
HLA-DO mutated at its di-leucine motif. We transfected wild
type HLA-DO or HLA-DOAA into HeLa DM* cells and per

forrned co-immunoprecipitations to confirm by Western blot
ting the presence of associated DOn anti -fi chains in these colis

(Fig. 1OA). We then analyzed the localization of the DO-DM
complexes by fluorescence microscopy using antibodies specific
for D0f3 or DMp. Immunostaining revealed well defined vesi
des for both the DIVI-DO and DM-DOAA complexes (Fig. 1OA).

These patterns were similar to the one described previously in

HeLa colis for the wild-type DM-DO complex and ciearly dif
ferent from the ER staining obtained for HeLa colis expressing
DO alone (Fig. lOB (39)). Contrary to the drastic effect of the
di-leucine mutation introduced in reporter molecules, this
amino acid change titi not affect the vesicular accumulation of

DO in the presence of HLA-DM. Interestingly, both the HeLa
DM.5 ceils expressing HLA-DO anti HLA-DOAA were negative
when assayed by flow cytometry for the class II surface expres
sion using the poiycionai mouse serum against DOp (data not
shown). Together, these resuits agree with the observation
described above that the tyrosine motif seerns to dorninate over
the LL signal anti suggest that the di-leucine is not critical for
the lysosomal delivery of the DO-DM complex.
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DRjI DR/DO3cyto
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0 101 102 1O

Fluorescence

Fie. 7. Celi surface redistribution of the DRIiJO3cytoLL242—
243Aj\.. Surface (bolet liee) and total (dm4 regioe) class II expression
was monitured in stably transfected ceils using FITC-conjugated L243:
DRp (A), DRJDOp cyto (B), DWDOp cytoY227A (C), and DRJ
DOcytoLL242—243AA (D) transfectants. Cells were treated as in Fig.
6. AIl these cells were transfected with DReTM. Data acquisition ivas
performed under the same settings for ail comparable samples after
matching the surface and total profiles obtained for the DRp cells.

DISCUSSION

The first indication that DO contains targeting information
came from experirnents on the expression of a rnixed isotypic
pair between DRa and DR55/DOp (44). Immunofluocescence
microscopy revealed that this heterodimer vas localized in
Lampe vesicular structures. However, we were concerned that
these moiecuies might accumuiate in intraceliular compart
ments nonspecificaHy as a resuit of increased stability con
ferred by the lumenai portion of DO. Indeed, HLA-DO normaHy
resides in the lysosomal compartments and must therefore be
highly stable in this harsh environment (39). Tu circumvent
this problem and as a first step toward the disciusure of poten
tiai DOp-encuded surting signais, we addressed the importance
of the cytopiasmic dumain by cunstructing a chimeric DR1
moiecule where the cytuplasmic tau ofthe p chain was replaced
by the une of HLA-DOp (Fig. 1). Our resuits cleariy demun
strate that this portion of DO is sufficient tu bring the re
porter mulecule tu Lamp cumpartments (Fig. 3A). Huwever,
we cannut rule out that asninu acids motifs in DOn and DO
chains might couperate tu increase sorting efficiency uf the
native HLA-DO mulecule.

The twu must commun endusumai surting signais are tyru
sine- or ieucine-based sequences (18). The former is found in
the cytuplasmic tail ofsuch prutein as HLA-DM and are usuaHy
respunsible for specific, rapid internalization from the celi sur
face. The di-leucine mutif is thuught tu direct pruteins tu the
endusomaifiysusurnal cumpartments principally frum the trans
Gulgi network )reviewed in Ref. 66). Interestingiy, the cytuplas
mic tau uf the HLA-DO cuntains twu such sequences, une
imperfect tyrusine motif centered around position 227 and une
di-leucine motif at position 242—243 (Fig. 1). Our site-directed
mutagenesis analysis revealed that the di-ieucine motif is re
spunsibie fur the iucahzatiun uf reporter moiecules in lysusomai
compartments. Furthermure, our resuits demunstrate that the
putative tyrusine signal is nut recugnized as such by the ceflu
lar machinery. Since functiunal tyrusine motifs impede plasma
membrane accumulatiun, the conclusion that the tyrusine 227
uf DO plays no rule in surting probably holds true fur B lym
phocytes as well. Indeed, expression uf a mixed DRu+DO
heterudimer in a class II negative mutant B cell une also
resulted in significant surface expression (not shown).

L_

_

Fie. S. Characterization of the putative tyrosine motif in IRA
flOp. Total class II expression n’as analyzed simultaneuusly un perme
abilized cells by fluorescence micruscupy using biutinyiated-L243 fol
luwed by Texas Red-cuupled streptavidin: DR iA), DWDO cytu (B),
DWDOp cytuAAJT23OL 1C, DWDlVlcytu(D), and DRJDOp cytuT23OL
(E). These /3 chains were transfected tugether with DRnTM.

100
DR)3 DRIDO,cyto T230L

DRIOOcyto AAIT23OL

lb31 O loi iOz 101

Fluorescence

Fie. 9. Reduced surface expression of reporter molecules con
taining a consensus tyrosine motif. Surface (bolet une) and total
(dm4 regiun class II expression n’as munitured in independent. stably
transfected. unsurted celI populations using FTTC-cunjugated L243. Ml
tbese celis were transfected with DRoTM. Cells lucated lefi uf tbe
marker in the DR/3 panel are negative fur class II expressiun aad served
as internai cuntrols tu adjust acquisition settings.

The exact route taken by muiecules uf the antigen presenta
tiun machinery is stili a matter ofdebate (reviewed in Ref. 66).
Early experiments in HeLa celis shuwed that the APi adaptur
was respunsible fur the transport of the Ii-class II cumplex tu
the enducytic cumpartrnent suggesting that this prucess is
clathrin-dependent (67). AP-1 wuuld mediate surting at the
trans-Guigi network, and it wuuld be recruited by the leucine
based motifs in Ii. It remains tu be determined if uur reporter
mulecules are alsu surted by AP-i adaptur pruteins.

Althuugh the bulk uf the Ii-class II complexes reaches the
enducytic pathway directly from the trans-Gulgi, a significant
proportion uf the pruteins wuuld first access the ceil surface
(68—70). Then, AP-2 is prubably recruited at the plasma mem
brane fur integratiun ufli-class II complexes in ciathrin-cuated
vesicles that mediate transport tu the enducytic pathway (66).
Plasmun resunance experiments cunfirmed the interactions be
tween Ii and buth APi and AP2 chains uf the clathrin-cuated
vesicles (71). We cannut rule out that reporter mulecules con
taining flOp reach the lysusomes unly after transiting at the
cefl surface. Huwever, these mulecules are internalized and
recycle back tu the ce11 surface in HeLa ceils with similar
kinetics as DR1 which dues nut accumulate in intracellular
compartments (44) (data nut shuwn). This suggests that sort
ing, at least in HeLa ceNs, dues nut uperate frum the surface but
rather directly at the trans-Gulgi. Alsu, ut is nut clear if plasma
membrane expression cunferred by the cytuplasmic tail ufHLA
flOp is the result uftrafficldng thruugh the default pathway or

u,
C
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o
u

ç
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Fia. 10. Mutation of the LL motif in flOp does not prevent
lysosomai accumulation of the DO-UM compiex. A, immunofluo
rescence microscopy showing the pattern of expression of DO md DM.
Permeabilized HeLa DM.5 relis expressing either the fuli-iength DOn
+ 110/3 or the fuii-length DOn + DOpAA molecules were stained intra
relluiariy to analyze iocalization. Colis were stained with the 11M-
specific antibody (giron) and with the mouse serum specific for HLA
110(3 (iod). The presence ofboth the DOn and DO(3 chains in transfected
DM.5 HeLa colis xvas confirmed by Western blot analysis of sampies
imrnunoprecipitated with the mouse DO(3-specific serum and revealed
with a DOn-specific rabbit serum. B, intraceilular staining of control
HeLa colis expressing HLA-DO moiecuies aione reveaied a weak local
ized ER pattern but no scattered ondosomai vesicies. Western biot
analysis as above revoaiod tho presence of both the DOn and 110/3
chains in transfected HeLa DO coUs.

exocytosis from lysosomes (72). Whatever the mechanism, coU
surface expression of our reporter molecule or of Ii in B lym
phocytes suggests that surting directed by the di-ieucine motif
is not very stringent. It is unlikeiy that the surface accumula
tion of our chimeric molocules results from the overexpression
of the transfectod proteins. Indeed, saturation of the sorting
machinery in cells expressing the DBfDMpcyto would have
resulted in the surface expression ofmoiecules such as Lamp-1
which also contain a tyrosine-based motif (73, 74). No such
expression could ho detected by flow cytometry (data not
shown).

It is intriguing that mouse and rabbit Op chains do not
inciude an LL motif (75, 76). This suggests a more specialized
function for this molocule in humans. However, it might ex
plain why some H-20 was detected at the surface ofsplenocytes
by radioiodination studies (77). Upon dissociation frum DM,

few H-20 molecules might escape endosomal retention (see
beiow) and end up at the cou surface.

Although HLA-D0 contains a functional sorting signal, as
sociation with HLA-DM is an obligatory stop in its maturation.

Karlsson and co-workers (39) showed that the DOn and D0J3
chains associate in the ER, but that egress and acquisition of

complex sugars require an interaction with HLA-DM. DM most
probably assists in the folding of DO allowing its release from
ubiquitous ER chaperones. From there, however, the relative
importance of DO- and DM-encoded motifs in directing the
compiox to lysosomes was not known. Our results show that
substitution of the two leucines for alanines in HL&-DOp has
no significant effect on vesicular accumulation and suggest
that the tyrosine-based signal of Dlvi is indeed the functional
motif in this complex. Again, the fact that the DO-DM complex
does nut accurnulate at the plasma membrane of B lymphocytes
or transfected cells (on the contrary to the reporter molecules
relying on the di-leucine motif of DO) suggests that the tyrosine
motif of DM is recognized by tho sorting machinery.

The fact that no DM-free HLA-DO has beon found outside
the ER (39) and that the tyrosine motif of DM is sufficient to
sort the complex to lysosomes suggests that the role of the LL
motif of HLA-DO needs to be reconsidered. Maybe this di
leucine motif has a complementary role by targeting some of
the DO-DM complexes to earlier, less acidic compartments
than MHC class II-rich compartments whero it might also
modulate class II loading. Presentation of antigens that are
independent of Ii expression and are dependent on the capacity
of MHC molecules to recycle could be sensitive tu the expres
sion uf DO (78). This alternate pathway alluws a wider reper
tuire uf peptides tu ho Iuaded un class II mulecules, prubably
favuring presontatiun uf epitupes that require limited pruteul
ysis uf the antigenic protein (79). The passage uf DO through
such early cumpartments would be in agreement with the re
cent suggestion that this mulecuie prevents peptide luading uf
antigens taken up by fluid phase endocytosis but nut uf thuse
internahzed via surface immunoglohuhns and transpurted tu
highly acidic compartments (35). Future experiments shuuld
address the effect uf HLA-DO expression un these differont
antigen luading pathways.

Anuther pussible functiun fur the di-leucine motif uf DO vas
bruught up by studies un Ii which, in HeLa cells, was shown tu
delay the prugressiun uf pruteins frum early endusume tu late
endusumes (80). A second gruup suggested that the Ii chain
might even retain class II mulecules and enducytused antigens
in early enducytic cumpartments prubably tu favur peptide
luading (81). In light uf these reports, we might envisage that
HLA-DO slows down the progression uf HLA-DM thruugh the
early stages ufthe enducytic pathway. This may serve tu edit or
inhibit peptide loading in cumpartments that are otherwise nut
very restrictive fur peptide loading

Mternatively, DO cuuld compensate fur the lack of signa)ing
ufflMs in cefiuiar conditions where the tyrosine motif ufDM is
hidden or fails tu be recognized by the sorting machinery. By
analugy, Ii ivas shuwn tu interact with DM and tu restore the
function of a DM molecule lacking its sorting signal (41). The
interplay between multiple sorting motifs, fur example, in mul
timolecular structures, including HLA-DMIDO and totraspan
proteins such as CD82, will require further investigation (82).
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