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« Non quia difficilia sunt non audemus, sed quia non audemus difficilia sunt. »

Ce n'est point parce qu’il est difficile que nous n’osons pas ; c'est parce que nous n’osons pas,

qu’tl est difficile.

Séneque le Jeune, Lettres a Lucilius, XVII, 104, 26 (traduction de Joseph Baillard)
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RESUME

Les Cellules Dendritiques conventionnelles (cDC) constituent une population de cellules présentatrices
d’antigene professionnelles capables d’activer les Lymphocytes T (LT) et ainsi, d’initier une réponse
immunitaire adaptative. En plus de leur capacité a présenter des antigenes exogenes et endogenes (du soi
ou viraux) respectivement vz les Complexes Majeurs d’Histocompatibilité de classe 11 (CMH-II) et de
classe I, elles peuvent également capturer, appréter et présenter des antigénes extracellulaires par le
CMH-I. Ce processus, appelé présentation croisée (« cross-presentation »), revet une importance particulicre
dans le cadre de I'initiation de réponses anti-tumorales.

La présentation croisée d’antigénes extracellulaires par les cDCs (et spécifiquement par la sous-
population de cDC CD8+ aussi appelée cDC1) peut étre réalisée grace a deux voies, la voie vacuolaire et
la voie cytosolique, majoritaire. Dans cette derniere, les antigénes sont phagocytés/endocytés avant d’étre
exportés depuis les phagosomes/endosomes vers le cytosol ou ils sont dégradés par le protéasome. Les
peptides ainsi générés sont ensuite transférés par les transporteurs TAP dans le réticulum endoplasmique
ou dans des compartiments intracellulaires, lieux de leur association aux molécules de CMH-I. Si les
contributions du protéasome et des transporteurs TAP a ce processus sont aujourd’hui bien décrites et
établies, les mécanismes par lesquels les antigénes sont transférés depuis les endosomes/phagosomes
vers le cytosol demeurent mal caractérisés. Deux hypothéses sont proposées pour tenter d’expliquer le
déroulement de cette étape clé, et probablement limitante, de la présentation croisée. La premiere
suppose I'implication d’un transporteur tandis que la seconde avance que export des antigénes vers le
cytosol résulterait d’une perturbation temporaire de la membrane endo/phagosomale. Longtemps rejeté,
le mode¢le de la « rupture membranaire » nécessiterait la mise en ceuvre de mécanismes de réparation
compensatoires pour contenir les dommages endomembranaires et ainsi préserver la viabilité cellulaire.

Les travaux réalisés au cours de ma thése ont porté sur I’étude de 'implication du complexe ESCRT-III
(Endosomal Sorting Complex Required for Transport), responsable de la réparation des membranes
biologiques, dans I'export cytosolique des antigénes et la présentation croisée. Nous avons montré que
les cDC CD8+, sous-population la plus efficace en termes d’export et de présentation croisée, présentent
un plus grand nombre de dommages intracellulaires que leurs homologues CD11b+ (cDC2), suite a un
traitement par une drogue lysosomotropique. Cette susceptibilité accrue quant a la survenue de
dommages endomembranaires dans les cDC1 correle avec le recrutement de différents composants du
complexe ESCRT-III spécifiquement dans les compartiments intracellulaires de cette sous-population
de cDC. Par ailleurs, dans une lignée de cDC1, P'extinction de 'expression de Chmp4b ou de Chmp2a,
deux sous-unités effectrices du complexe, conduit a une augmentation drastique de 'export cytosolique
d’un antigéne modéle ainsi qu’a une amélioration spécifique de lefficacité de la présentation croisée, i
vitro et in vivo. Enfin, au regard de Iimplication d’ESCRT-III dans la réparation de dommages
membranaires causés par la formation de canaux d’oligomeres de la protéine phospho-MLKL au cours
de I'induction de la nécroptose, nous avons étudié les interactions entre cette voie de mort cellulaire et
Pexport cytosolique des antigeénes en supposant qu’en 'absence ’ESCRT-I11, ces canaux persistent a la
membrane (plasmique ou endosomale) et sont a Porigine d’une perméabilité accrue, pouvant expliquer
le phénotype d’export cytosolique. A la suite de I'inhibition pharmacologique de RIPK3, la kinase
phosphorylant MLKIL, nous observons une forte diminution de 'export cytosolique dans les cDC
déficientes pour ESCRT-III.

Nos résultats démontrent un role majeur de la fonction réparatrice ’ESCRT-III dans la régulation de
Pexport cytosolique des antigénes et de la présentation croisée. lls renforcent 'idée selon laquelle les
antigeénes sont exportés dans le cytosol des cDC 2 la suite de perturbations membranaires, plutdt que par
I'intermédiaire de transporteurs ou de translocons. La découverte de l'importance fonctionnelle
d’ESCRT-III dans une voie immunologique illustre la cooptation de mécanismes eukaryotes ancestraux
dans des fonctions propres aux vertebrés supérieurs, telles que la mise en place de réponses immunitaires
adaptatives.

Mots clés : Cellules Dendritiques, ESCRT, Présentation Croisée, Export Cytosolique, Nécroptose
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ABSTRACT

Conventional Dendritic Cells (cDC) play a central role in immune homeostasis by linking innate signals
to adaptive responses. In addition to their capacity to expose exogenous antigens on Major
Histocompatibility Complex (MHC) class II molecules or endogenous antigens (derived from self or
viral proteins) on MHC class I, they also show a remarkable ability to take-up, process and present
extracellular antigens on MHC class I molecules. This process, termed cross-presentation plays a critical
role in eliciting Cytotoxic T Cell (CTL) responses (7. e cross-priming) to tumors and pathogens that do
not readily infect cDC.

So far, two main intracellular pathways have been described for cross-presentation, namely the vacuolar
and the cytosolic pathways, the latter being predominant in CD8+ c¢DC (also named cDC1) at
homeostasis. The first step of the cytosolic (or classical) pathway resides in the phagocytosis of
exogenous antigens that are subsequently exported into the cytosol, where they are processed by the
proteasome. The resulting processed antigens can then be channeled through the TAP transporters into
the endoplasmic reticulum or into intracellular compartments where they are loaded on MHC class 1
molecules. While the contributions of the proteasome and TAP transporters to this process are now well
established, the way endocytosed antigens gain access to the cytosol remains unclear and is a long-
standing matter of controversy, that confronts two main models: transfer through specific transporters
or rupture of endocytic membranes and leakage of luminal content. Although the latter hypothesis has
been repeatedly dismissed owing to its presumable lack of control, we reasoned that it could only be
operational if membrane damages were contained by effective repair, to preserve cell survival.

My PhD work thereby focused on the possible implication of the ESCRT-III (Endosomal Sorting
Complex Required for Transport) complex, the main repair system for biological membranes, in antigen
export to the cytosol during antigen cross-presentation by cDCs. We showed that cDC1, corresponding
to the most efficient exporting and cross-presenting cDC subset, display higher amounts of intracellular
damages triggered by a lysosomotropic drug, compared to their CD11b+ (also named cDC2)
counterparts. This increased susceptibility to intracellular damages in cDC1 correlates with the observed
enriched recruitment of ESCRT-III subunits in this cDC subset’s endocytic compartments, relatively to
cDC2. Additionally, in a ¢<DC1 cell line, silencing of Chmp2a or Chmp4b, two effector subunits of
ESCRT-I11, enhances cytosolic antigen export, as well as iz vitro and 7n vivo cross-presentation, without
affecting MHC-II presentation. Finally, in the light of recent studies demonstrating that ESCRT-III is
repairing steady-state necroptotic damages formed by channels of phospho-MLKI. oligomers, we
studied interactions between the induction of necroptosis and export to the cytosol in ESCRT-III-
silenced cells. We supposed that, in absence of a functional repair system, MLKL channels could persist
at biological membranes (plasma or endocytic) and result in increased membrane permeability, possibly
explaining the increased antigen export phenotype displayed by ESCRT-III silenced cells. Indeed,
following pharmacological inhibition of RIPK3, the kinase phosphorylating MLKL, we observed a
strong reduction of antigen export to the cytosol in ESCRT-I1I-deficient cDCs.

Altogether, these results show a critical role for membrane repair in containing cytosolic antigen export
and cross-presentation in cDC. They identify a new fundamental cellular mechanism involved in antigen
cross-presentation and strengthen the idea that antigens are exiting intracellular compartments following
membrane disruption, rather than through translocons or transporters. The discovery of the functional
relevance of ESCRT-III in a key immunological pathway illustrates the fascinating co-option of ancestral
cellular mechanisms present in early eukaryotes in new crucial functions specifically carried by higher
vertebrates, such as the induction of adaptive immune responses.

Keywords: Dendritic cells, ESCRT, Cross-presentation, Cytosolic Export, Necroptosis
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AVANT-PROPOS

Le systeme immunitaire des mammiferes est composé de multiples types cellulaires qui
ceuvrent de facon coordonnée dans le temps et dans I'espace, afin de produire une réponse
immune efficace et adaptée au type de menace rencontré. Au sein de ce systeme complexe, les
cellules dendritiques jouent un réle majeur. Présentes dans tous les tissus de 'organisme, elles
constituent non seulement le premier relais de 'information immunologique mais conditionnent
¢galement le type de réponse mis en ceuvre. Ces fonctions sont initiées par la reconnaissance et
la capture d’antigenes en vue de leur présentation aux cellules effectrices de 'immunité, les
lymphocytes T. La compréhension fondamentale des mécanismes a l'origine de 'apprétement
des antigeénes par les cellules dendritiques constitue donc un aspect central de 'immunologie.
Mon travail de thése a porté sur I'un de ces mécanismes, appelé présentation croisée. Ce
processus, finement régulé, est crucial dans I'induction de réponses immunes cytotoxiques
protectrices dans des contextes aussi bien infecticux que tumoraux. Cependant, son
déroulement intracellulaire, complexe, demeure en grande partie méconnu ou sujet a
controverse. Ces incertitudes concernent notamment une étape limitante de la présentation
croisée au cours de laquelle les antigenes, piégés dans les compartiments endocytiques,

rejoignent le cytosol pour y étre dégradés.

Les questionnements soulevés par lexistence de cette «zone d’ombre» de la
présentation croisée m’ont conduite a reconsidérer une hypothése ancienne qui propose que
I'export des antigenes est médié, non pas par un transporteur, comme actuellement admis, mais
par une rupture temporaire de la membrane limitante du compartiment endocytique.
Longtemps rejetée et discréditée en raison d’un manque supposé de controle, cette hypothése
requiert un examen nouveau a la lumiere de la découverte récente de mécanismes de maintien
de l'intégrité membranaire. Ces résultats impliquent une machinerie multimoléculaire originale,
appelée ESCRT-III (Endosomal Sorting Complex Required for Transport), et connue de longue

date pour sa fonction de régulation du trafic intracellulaire.



AVANT-PROPOS

Au cours de ma thése, j’ai donc étudié la possible contribution de cette machinerie a
Pexport cytosolique des antigénes et la présentation croisée par les cellules dendritiques. Je
commencerai cette introduction en rappelant brievement les fonctions des cellules dendritiques
dans I'initiation des réponses immunitaires (Partie 1). Je réaliserai ensuite un état des lieux des
connaissances et incertitudes au sujet des mécanismes intracellulaires de la présentation croisée
dans les cellules dendritiques (Partie 2). L’efficacité de ce processus est régulée non seulement
au sein des cellules dendritiques, mais également en amont, dans les cellules donneuses
d’antigénes, grace aux voies de mort cellulaire. Je m’attacherai donc, dans une Partie 3, a
I'examen des modalités de controle de la présentation croisée par les grandes voies de mort
cellulaire. Nous verrons enfin que l'exécution de ces derniéres est influencée par l'action
d’ESCRT-III, ce qui me permettra d’explorer plus en détail la structure et le fonctionnement de
cette machinerie unique de déformation et de réparation membranaire (Partie 4) dont I'analyse

de I'implication dans la présentation croisée a représenté I'essentiel de mon travail de thése.

L’investigation du role d’ESCRT-III dans la régulation de I'export cytosolique des
antigenes et de la présentation croisée a été conduite majoritairement 7z vitro, dans une lignée de

cellules dendritiques murines et sera présentée dans la section Résultats de cette these.

Enfin, les modeles d’étude et méthodologies utilisés seront discutés dans la partie finale,
qui sera également 'occasion de recontextualiser les résultats obtenus a la lumiére de la littérature

et des découvertes actuelles.
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Figure I.1.1. : Diversité des localisations subcellulaires des différents PRRs.

Les PRRs se répartissent en 4 classes de récepteurs (TLRs, RLRs, NLRs et détecteurs cytosoliques de ’ADN) dont
les membres les mieux caractérisés sont représentés ici. Si les TLRs sont membranaires et se répartissent entre les
membranes plasmique et endosomale, les NLRs, RLRs et senseurs de PADN sont localisés dans le cytosol depuis
lequel ils induisent, par I'intermédiaire d’adaptateurs (en jaune), différentes voies de signalisation. Schéma adapté et
simplifié depuis Cao (2016).
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1. DE LA RECONNAISSANCE ANTIGENIQUE A L’INITIATION
DES REPONSES IMMUNITAIRES ADAPTATIVES

L’identification morphologique et fonctionnelle des cellules dendritiques a débuté avec
les travaux fondateurs de Ralph Steinman, Prix Nobel de Médecine et de Physiologie 2011
(Steinman and Cohn, 1973; Steinman and Witmer, 1978). Ces cellules présentatrices d’antigenes
(CPA) professionnelles, caractérisées par I’émission de longs prolongements membranaires
mobiles, jouent un réle de sentinelle au sein des tissus périphériques ou elles sont capables de
détecter des menaces, puis d’y répondre en initiant une réponse immunitaire adaptative dans les

organes lymphoides secondaires.

1.1. Reconnaissance et capture de ’antigéne

1.1.1. Discrimination antigénique initiale et signalisation : réle des
PRRs

Grace a un arsenal extrémement large de récepteurs, les cellules dendritiques ont non
seulement la faculté de différencier le « soi» du « non-soi », c’est-a-dire des pathogenes, mais
¢galement de détecter des perturbations de ’homéostasie, a 'origine de ’émission de molécules
de danger appelées DAMPs (Danger-Associated Molecular Patterns). Ces deux types de sighaux
sont reconnus par des récepteurs, les PRR (Pattern Recognition Receptors) et conduisent a
I'activation des cellules dendritiques. Je reviendrai plus longuement sur la nature de certains
récepteurs particuliers liant les DAMPs dans la partie 3.2.1.2., consacrée aux signaux émis par
les cellules mourantes, et choisis ici de me concentrer sur les PRR liant les PAMPs (Pathogen-

Associated Molecular Pattern), des motifs de reconnaissance associés aux pathogenes.

Au cours de I'évolution, les PRRs ont connu une large diversification, tant au niveau de
la nature des PAMPs reconnus (Tableau 1.1.1.), qu’au niveau de leur distribution subcellulaire

(Figure 1.1.1.). On distingue quatre grandes classes de PRRs :

- les TLRs (Toll-like Receptors), récepteurs transmembranaires dont certains

reconnaissent également des DAMPs,



Récepteur Ligand Organisme détecté | Agoniste synthétique

TLRs

RLRs

NLRs

Détecteurs cytotoliques
de I'ADN

Tableau I.1.1. : Diversité des ligands PAMPs reconnus par les PRRs

Ce tableau représente les principaux ligands (majoritairement de natute microbienne méme si certains peuvent aussi
étre émis par des cellules du soi en situation de danger — on les qualifie alors de DAMPs) reconnus par les différentes
classes de PRRs. Le code couleur est identique a celui de la Figure 1.1.1.
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- les NLRs (NOD-like Receptors) récepteurs cytosoliques responsables de I'activation
de l'inflammasome,
- les RLRs (RIG-like receptors), une seconde catégorie de PRRs cytosoliques

- les senseurs cytosoliques de TADN.

Dans cette partie, en raison de 'exploitation des TLRs dans ma démarche expérimentale et de
I'implication des voies activées en aval de ces récepteurs dans d’autres processus biologiques
d’intérét, comme les voies de mort cellulaire (décrites en partie 3.1.2.3.), je choisis ici de décrire

plus particulicrement le fonctionnement de cette classe de PRRs, avec 'exemple type du TLR4.

Le TLR4, liant le lipopolysaccharide (LPS) bactérien ainsi que certains DAMPs, présente
de nombreuses particularités. Situé au niveau de la membrane plasmique, ce récepteur, lorsqu’il
lie son ligand, migre vers la membrane endosomale et signale, sous forme dimérique, par
I'intermédiaire de deux adaptateurs moléculaires, MyD88 et TRIF, quand les autres TLRs
engagent exclusivement 'une ou I'autre de ces protéines (Figure I.1.2.). I’association initiale de
TLR4 avec MyD88 ou TRIF conditionne la nature de la réponse inflammatoire induite. Ainsi,
I'engagement de MyD88 conduit au recrutement et a 'activation des kinases IRAK 1, 2 et 4,
elles-mémes support de I'activation de 'ubiquitine ligase TRAF6. I’association de TRAF6 avec
le complexe formé de TAKI1, TAB1, TAB2 et TAB3, médiée par la poly-ubiquitination de
TRAFG, culmine en l'activation de la kinase TAK1. TAK1 phosphoryle ensuite IKKg, la sous-
unité du complexe IKK (qui comprend également IKKa et IKKy aussi appelé NEMO)
responsable de I'ajout d’un groupement phosphate sur I'inhibiteur cytoplasmique IxB. Cet
évenement déclenche l'ubiquitination d’IxB et sa dégradation, synonymes d’une levée de
I'inhibition sur la voie NF-»B, a I'origine de la transcription de nombreux genes impliqués dans
la réponse inflammatoire. NF-xB peut également étre activée par I'intermédiaire de TRIF : dans
ce cas, l'activation du complexe TAK1 repose sur la kinase RIPK1 (Figure 1.1.2.), directement
recrutée par TRIF (a noter que nous reparlerons du réle charnicre de cette kinase dans
I'articulation de la balance entre signaux de survie associés a NF-»B et signaux de mort dans la

partie 3.1.2.1.)

En aval de TLR4, l'adaptateur TRIF participe également a une voie de signalisation
parallele qui met en jeu Pactivation du complexe TBK1/IKKe par TRAF3 (Figure 1.1.2.). En

conséquence, le complexe TBK1/IKKe phosphoryle le facteur de transcription IRF3, ce qui
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Figure I.1.2. : Voies de signalisation induites en aval des TLRs

La liaison de leurs ligands respectifs par les TLRs provoque le recrutement, depuis la membrane plasmique ou
endosomale, de différents complexes dont I'activation successive conduit a Iinduction de grandes voies de
signalisation. Ces dernieres culminent en la translocation nucléaire de différents facteurs de transcription (comme
NF-«B ou IRF3 et 7), responsables de lactivation de genes cibles codant entre autres pour des cytokines pro-
inflammatoires ou pour les interférons de type I (O’Neill ¢z /., 2013).
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déclenche la relocalisation nucléaire de ce dernier et 'induction de Pexpression des genes codant

pour linterféron (IFN) de type I, crucial dans les réponses antivirales.

Si les PRRs permettent aux cellules dendritiques de discriminer les organismes sources
d’antigenes, qu’il s’agisse de pathogenes (dans le cas de la reconnaissance de PAMPs) ou de
cellules du soi en condition de stress (dans un contexte de liaison aux DAMPs), leur capacité
d’internalisation des antigeénes, une fois reconnus, est médiée, en partie, par une autre classe de

récepteurs.

1.1.2. Capture de ’antigéne

La capture des antigenes se déroule selon trois grandes modalités, la macropinocytose,
I’endocytose et la phagocytose, influencées notamment par la taille et la nature des particules
ingérées. A linstar des macrophages, les cellules dendritiques immatures réalisent de facon
constitutive la macropinocytose, c’est-a-dire 'internalisation non-spécifique de larges quantités
de fluides extra-cellulaires et des antigenes solubles qu’ils contiennent (Norbury ez al, 1997).
I’endocytose, comme la macropinocytose, permet la capture d’antigénes solubles, mais cette
derniere s’opere de fagon spécifique, par lintermédiaire de la liaison d’antigénes a certains
récepteurs. De facon similaire, la phagocytose est également facilitée par 'expression de ces
récepteurs, mais permet linternalisation d’antigenes particulaires de taille plus importante,
souvent insolubles. Certains de ces récepteurs d’endocytose sont particulierement intéressants,
dans le sens ou ils assurent le couplage de la reconnaissance de antigene et son internalisation.
C’est notamment le cas de DEC-205, qui reconnait les cellules mourantes (Shrimpton ez al.,
2009), ou encore des récepteurs au fragment Fc, capables de lier les pathogenes opsonisés, c’est-

a-dire recouverts d’anticorps.

L’expression simultanée par les cellules dendritiques de récepteurs d’endocytose mais
également de divers PRRs associe la reconnaissance des antigenes et leur capture a 'induction
de voies de signalisation, comme NF-xB. L’activation de ces voies transforme en profondeur la
physiologie des cellules dendritiques en vue de potentialiser leur capacité de présentation des
peptides antigéniques sur les molécules du Complexe Majeur d’Histocomptabilité de classe I

(CMH-I) et de classe 1T (CMH-II).
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1.2. Conséquences de I’engagement des récepteurs de
Pimmunité innée par les cellules dendritiques

L’engagement par les cellules dendritiques des récepteurs de 'immunité innée concourt

a un processus global de maturation qui affecte différents aspects de leur biologie.

La signalisation TLR contribue tout d’abord a I'induction de 'expression du récepteur CCR7.
En liant les chimiokines CCL19 et CCL21 produites par le tissu lymphoide, CCR7 favorise la
migration des cellules dendritiques vers les ganglions lymphatiques, lieux d’activation des
lymphocytes T. La maturation des cellules dendritiques s’accompagne également d’une
diminution de leur potentiel endocytique corrélée a une augmentation de leur capacité de
présentation antigénique. Cette dernicre se traduit notamment par 'élévation de 'expression des
molécules du CMH de classe I et II, et des molécules de costimulation CD80 et CD86 (a noter
que cette proprié¢té d’induction de la costimulation par les ligands TLRs sera exploitée
expérimentalement dans les tests de présentation antigénique). Enfin, I'induction des voies de
signalisation en aval des TLLRs conduit a la sécrétion d’un certain nombre de cytokines pro-
inflammatoires, comme le TNF-a, linterleukine (IL)-12 ou linterleukine-6, nécessaires a la
polarisation des lymphocytes T CD4+ en différentes sous-populations fonctionnelles (voir 1. 3.
2). Ainsi, a leur entrée dans les organes lymphoides secondaires par les vaisseaux lymphatiques
afférents, les cellules dendritiques sont pleinement compétentes pour lactivation des

lymphocytes T naifs.



Signal 1:
reconnaissance
CMH-peptide

Lymphocyte T CD4" naif

Cellule dendritique
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Facteur de transcription associé
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Figure 1.1.3. : Théorie des trois signaux et polarisation des lymphocytes CD4+

La partie supéricure de la figure illustre les deux ou trois signaux a Porigine de I'activation des lymphocytes T CD8+
(dans ce cas le signal 1 cotrespond a lengagement du complexe CMH-I/peptide par le TCR) et CD4-,
respectivement. Les quatre principaux sous-types de lymphocytes T CD4+ auxiliaires, ainsi que les cytokines
nécessaires a 'acquisition de leur phénotype effecteur, sont représentés dans la moitié basse de cette figure.
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1.3. Activation des lymphocytes T naifs par les cellules
dendritiques — théorie des 3 signhaux

1.3.1. Initiation de la réponse T — signaux communs a P’activation
des lymphocytes T CD4+ et CD8+

Au cours de leur migration a travers la région paracorticale du ganglion lymphatique, les
lymphocytes T naifs rencontrent une multitude de cellules dendritiques avec lesquelles ils
interagissent transitoirement, par l'intermédiaire des molécules d’adhésion LFA-1 et CD2 qui
engagent respectivement ICAM1/2 et CD58 sur les CPA. Cette liaison temporaire permet aux
lymphocytes T de cribler un grand nombre de complexes CMH-peptides (pCMH), a la
recherche de celui reconnu spécifiquement par leur Récepteur T a I'antigene (TCR). Alors que
la reconnaissance de peptides par le TCR des lymphocytes T CD4+ est restreinte au CMH-II,
les lymphocytes T CD8+ lient les peptides antigéniques dans un contexte CMH-I. Cette
caractéristique de la reconnaissance pCMH-TCR a servi de support théorique au développement
de clones T de spécificité peptidique connue. Nos expériences de présentation antigénique (voir
partie Résultats) se basent notamment sur l'utilisation de lymphocytes T CD4+ OT-II et T
CD8+ OT-I (ou alternativement, sur utilisation de I’hybridome CD8+ B3Z) dont les TCR
reconnaissent spécifiquement et respectivement des peptides dérivés de 'antigéne modele

ovalbumine (OVAs23.33 ou OV A2s7.264) dans un contexte CMH-I11 ou CMH-1.

L’interaction spécifique pPCMH-TCR, qui constitue le premier signal d’activation que la
CPA fournit au lymphocyte T, est néanmoins insuffisante pour assurer la différentiation en
cellules T effectrices. L’expansion clonale requiert en effet un second signal fourni
principalement par la liaison de CD28 aux molécules de costimulation CD80/CD86 présentes
a la surface des cellules dendritiques. Chez les lymphocytes T CD4-+, ce second signal conduit
non seulement a expression du ligand de CD40 (CD40L), mais aussi a celle du récepteur de
forte affinité de 'IL.-2 et a la sécrétion de cette cytokine. La fixation de I'Il.-2 a son récepteur,
de facon autocrine ou paracrine, assure précocement la survie et la prolifération des lymphocytes

T.

Par la suite, les signaux 1 et 2 sont d’une part, complétés par un signal cytokinique

(signal 3), nécessaire a la différenciation fonctionnelle des lymphocytes T CD4+ (Figure 1.1.3.,
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panel du haut), et d’autre part, renforcés par I'action des lymphocytes T CD4+ requise, en regle

générale, pour 'induction de la capacité cytotoxique des lymphocytes T CD8+.

1.3.2. Différenciation des lymphocytes T CD4+ - signal 3

Au cours de leur maturation, les cellules dendritiques sécretent une grande diversité de
cytokines, a 'origine de la spécialisation fonctionnelle des lymphocytes T CD4+ selon 4 sous-
types principaux : les lymphocytes Thi, Thz, Thi7 et T (Figure 1.1.3., panel du bas). Brievement,
sous leffet de 'ILL12 et de 'IFN-y, les lymphocytes T CD4+ acquicrent un phénotype dit « Thi »
caractérisé par Pexpression du facteur de transcription Thet et la sécrétion massive d’'IFN-y, et
donc spécialisé dans la lutte contre les pathogenes intracellulaires (bactéries, virus, parasites). La
sous-population Thz est quant a elle impliquée dans les réponses antiparasitaires (parasites
extracellulaires de type helminthes) par I'intermédiaire de la libération d’IL-4, d’IL-5 et I’IL.-13
sous le controle du facteur de transcription Gata3. Enfin, la réponse pro-inflammatoire Thi7
repose sur 'expression du facteur de transcription RORyT, responsable de la libération d’IL-17
et I1L-22. Ces molécules agissent notamment sur les cellules épithéliales pour induire la
production de cytokines (GM-CSF), de chimiokines (CXCL1, CXCL2, CXCL5, CXCLS8) et de
mucines, et participent ainsi a la défense contre les bactéries extracellulaires. Contrairement aux
sous-populations effectrices sus-décrites, les Tieg, identifiés grace au facteur de transcription
FoxP3, exercent une fonction anti-inflammatoire en supprimant les réponses effectrices des

lymphocytes T par des mécanismes complexes et encore incompletement élucidés.

Si les lymphocytes T CD4+ contribuent largement a Porchestration et a la modulation
des réponses immunes en périphérie, ils constituent aussi le support de lactivation des

lymphocytes T CD8+ dans les organes lymphoides secondaires.
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Cellule dendritique

CD80/86
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Figure I.1.4. : Activation des lymphocytes T CD8+

L’engagement des molécules de costimulation par les lymphocytes T CD4+ induit I'expression de CD40L a la
surface de ces mémes lymphocytes. Linteraction CD40/CD40L conduit ensuite 2 une élévation des niveaux de
costimulation a la surface des cellules dendritiques, un prérequis nécessaire a I’activation des lymphocytes T CD8-.
En paralléle, la liaison de I'[IL-2 par son récepteur, exprimé a la surface des lymphocytes T CD4+ et CD8+, fournit
un signal primaire de survie et de prolifération aux lymphocytes activés.
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1.3.3. Induction des réponses cytotoxiques CDS8+— roéle des
lymphocytes T CD4+

La différenciation des lymphocytes T CD8+ en cellules cytotoxiques est soumise a des
conditions d’activation plus strictes que celle de leurs homologues CD4+, probablement afin de
controler rigoureusement ’émergence de ces cellules au potentiel destructeur. Elle nécessite en
effet un niveau de molécules de costimulation plus élevé sur les cellules dendritiques, atteint
lorsque les lymphocytes T CD4+ activés engagent CD40, via CD40L (Figure 1.1.4.). La
signalisation médiée par CD40 ceuvre de fagon synergique avec la libération d’IL.-2 par les T
CD4+ préalablement activés afin d’assurer la différentiation et la survie des cellules T CD8+

cytotoxiques.

Longtemps, on a considéré que I'induction des réponses CD8+ cytotoxiques résultait de
la présentation de peptides dérivés de protéines intracellulaires, tandis que Iactivation des
réponses CD4+ découlait de ’endocytose et de la dégradation d’antigenes extracellulaires. Ce
modele simpliste échouait cependant a expliquer la capacité des cellules dendritiques a initier
des réponses cytotoxiques dirigées contre des cellules tumorales ou contre des pathogenes
présentant un tropisme faible pour ces CPA. Cet apparent paradoxe fut résolu avec la
découverte de la présentation croisée (« cross-presentation »), voie intracellulaire permettant la
présentation d’antigenes exogenes via le CMH-I et I'initiation de réponses cytotoxiques dirigées
contre les cellules infectées par des parasites, des virus ou contre les cellules tumorales (Theisen

et al., 2018).
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Figure 1.2.1. : Principe des travaux fondateurs de Michael Bevan a I’origine de la découverte de

la présentation croisée

Représentation schématique des expériences conduites par Michael Bevan en 1976. Cette figure représente les
évenements sous-jacents aux résultats obtenus par Bevan, tels quon les interprete aujourd’hui, a I'aune des

connaissances actuelles.
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2. LA PRESENTATION CROISEE

2.1. Une découverte révolutionnaire

En 1976, 'immunologie en est encore a ses balbutiements : Rolf Zinkernagel et Peter
Dobherty (Prix Nobel de Médecine et de Physiologie 1996) viennent a peine de démontrer que
les lymphocytes T reconnaissent non seulement un composant viral (« non-soi») mais
également le CMH des cellules stimulantes et des cellules cibles («soi») sous forme d’un
complexe hypothétique (Zinkernagel and Doherty, 1974a). Ils proposent alors la théorie du « soi
modifié » (Zinkernagel and Doherty, 1974b) selon laquelle ces mémes lymphocytes T, viz un
récepteur, lient le CMH « modifié » par un composant viral. Cette découverte cruciale fonde le
principe de la restriction au CMH, qui sous-tend une grande partie du développement de

I'immunologie moderne.

C’est dans ce contexte que Michael Bevan formule, sur la base d’une intuition formidable
et des connaissances lacunaires de ’époque, lexistence de ce qui sera plus tard appelé
« présentation croisée ». Ses travaux se basent sur [lutilisation d’antigénes mineurs
d’histocompatibilité, c’est-a-dire des fragments peptidiques issus de protéines intracellulaires
polymorphiques, mais n’appartenant pas au CMH. Ses expérimentations initiales
redémontrerent que 'immunisation de souris d’haplotype mixte H-2bx a avec des cellules B10
H-2b, porteuses d’antigenes mineurs, conduit a l'induction d’une réponse cytotoxique a
Pencontre des cellules cibles B10 (Figure 1.2.1.). Cette observation, conforme a la théorie du
«soi altéré », suggérait a nouveau la reconnaissance, par les lymphocytes T, d’'un complexe
constitué de H-2» et des antigenes mineurs, exprimé par les cellules B10. Or, l'immunisation par
ces mémes cellules B10 génere également une réponse cytotoxique a I'encontre de cellules
B10.D2 exprimant les mémes antigénes mineurs mais d’haplotype discordant H-24 (Bevan,
1976a) (Figure 1.2.1.). A ’époque, Michael Bevan qualifia cette apparente exception 2 la régle de
restriction au CMH de « cross-priming ». Apres exclusion de diverses hypotheses, il en vint a
supposer que le « cross-priming » ne pouvait résulter que de linternalisation des antigenes
mineurs associés aux cellules B10 par les CPA H-24+ H-2b+ de ’h6te (Bevan, 1976b). La
présentation de ces antigenes par les CPA, dans un contexte H-24, permettait ainsi I'induction

d’une réponse cytotoxique restreinte a H-24, dirigée contre les cibles B10.D2 (H-2a+). Si
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Figure 1.2.2. : Voie vacuolaire de la présentation croisée

Alternativement, les antigénes extracellulaires endocytés peuvent étre dégradés directement dans les compartiments
endocytiques, notamment grace a ’action de la cathepsine S. Ils sont ensuite chargés sur les molécules de CMH-I
disponibles dans ces compartiments. En rouge figurent les inhibiteurs utilisés dans les études a lorigine de
Pidentification de cette voie. Adapté et enrichi depuis Joffre ez af, (2012).
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aujourd’hui cette conclusion semble évidente, elle constitua a I’époque un changement de
paradigme majeur qui préfigurait déja, sur la base unique d’intuitions, un grand nombre de
découvertes a venir. Alors que I'importance des cellules dendritiques dans le processus révélé
par les expériences de Michael Bevan a été confirmée de fagon univoque les années suivantes,
il est curieux et fascinant de constater que les mécanismes intracellulaires sous-jacents a la

présentation croisée sont encore aujourd’hui 'objet d’incertitudes et de controverses.

2.2. Voies cytosolique et vacuolaire de la présentation croisée

Malgré une identification précoce du processus et de ses conséquences, il faudra attendre
le début des années 1990 pour que soient caractérisées, au niveau moléculaire, les deux grandes
voles intracellulaires de la présentation croisée, décrites ci-apres. Dans cette partie, je me
limiterai a 'analyse des voies identifiées chez la souris et préciserai, le cas échant, lorsqu’il s’agit

de données obtenues chez ’homme.
2.2.1. Identification historique

L’identification des voies intracellulaires de la présentation croisée débute dans les
années 1990, notamment grace a l'utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques. A cette époque,
les groupes de Clifford Harding et Rui Song démontrent que la présentation croisée d’antigenes
bactériens ou non-bactériens (. e billes de latex recouvertes d’ovalbumine) se déroule en
présence d’inhibiteurs du protéasome (Song and Harding, 1996), utilise possiblement des
molécules de CMH-I recyclées depuis des compartiments post-golgiens (Harding and Song,
1994; Pfeifer et al., 1993; Song and Harding, 1996) et présente, le plus souvent, une indépendance
vis-a-vis du transporteur TAP, responsable de I'import des peptides dans différents
compartiments (Bertholet e /., 2006; Song and Harding, 1996). Ces observations conduisent
collectivement a la caractérisation de la voie dite «vacuolaire» (Figure 1.2.2.): apres
internalisation, les antigénes capturés demeurent confinés dans des compartiments endocytiques
ou ils sont dégradés, principalement par la cathepsine S (Shen ez a/., 2004), puis apprétés sur des

molécules de CMH-I.
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Figure 1.2.3. : Voie cytosolique de la présentation croisée

Apres internalisation, les antigénes extracellulaires sont exportés depuis les compartiments endocytiques jusque
dans le cytosol ou ils sont dégradés par le protéasome. Les peptides générés au cours de cette étape sont ensuite
transportés par TAP dans le réticulum endoplasmique ou dans les endo/phagosomes ou ils sont chargés sur les
molécules de CMH-1. Les complexes CMH-I/peptides sont finalement exportés a la surface cellulaire pout y
interagir avec le TCR des lymphocytes T CD8+. En rouge figurent les inhibiteurs ou modeles utilisés dans les études
a l'origine de I'identification de cette voie. Adapté et enrichi depuis Joffre ez al., (2012).
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En parallele, d’autres équipes, parmi lesquelles celles de Kenneth Rock, Ronald Germain
et Colin Watts, décrivent une voie dépendante de la dégradation par le protéasome, affectée par
I'absence du transporteur TAP et sensible a la Brefeldine A, une drogue bloquant le transport
entre réticulum endoplasmique et appareil de Golgi (Kovacsovics-Bankowski and Rock, 1995;
Norbury et al., 1997; Oh et al., 1997; Reis e Sousa and Germain, 1995). Ils suggerent alors que la
présentation croisée d’antigénes particulaires, non-bactériens, implique une étape critique
d’export depuis les compartiments endocytiques vers le cytosol, lieu de leur dégradation par le
protéasome (Figure 1.2.3.). Les peptides ainsi générés sont ensuite transloqués dans différents
compartiments par le transporteur TAP, en vue de leur association aux molécules de CMH-L.
La preuve de P'existence de cette voie qualifiée de « cytosolique » est définitivement apportée
avec la réalisation d’expériences utilisant la gélonine, une toxine incapable de traverser les
membranes de fagon passive, mais exercant un effet inhibiteur sur l'activité du ribosome une
fois dans le cytosol. La réduction de la synthese protéique, observée a la suite de I'internalisation
de billes recouvertes de gélonine, assoit formellement la pertinence biologique de cette étape
d’export au cours de la présentation croisée (Kovacsovics-Bankowski and Rock, 1995; Reis e

Sousa and Germain, 1995).

Plus de quarante ans apres leur description initiale, le déroulement des voies cytosolique
et vacuolaire de la présentation croisée présente encore de nombreuses zones d’'ombre. En
particulier, les déterminants de ’engagement des antigenes dans 'une ou l'autre de ces voies
sont largement méconnus. 1l est probable que la nature de 'antigéne elle-méme (Belizaire and
Unanue, 2009), mais également la forme sous laquelle il est rencontré (Shen ez al, 2014a)
conditionnent son devenir intracellulaire. L’importance relative des voies cytosolique et
vacuolaire 7z vivo est aussi incertaine. Pour tenter de répondre a cette question, de nombreuses
¢tudes ont par le passé utilisé les souris déficientes pour TAP (Huang ez al., 1996). Ces résultats
sont cependant loin d’étre totalement conclusifs au regard de I'implication du transporteur dans
les deux voies sus-citées (Chefalo ez al., 2003), et de la diminution de I'expression de CMH-I a
la surface de toutes les cellules nucléées observée dans ce modele (Day e7 al., 1995; Van Kaer ez
al., 1992). Si les résultats générés a l'aide des souris TAP-- ne s’averent pas pleinement

satisfaisants, les données obtenues chez les souris déficientes pour LMP7, une sous-unité
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constitutive de 'immunoprotéasome, éclairent substantiellement la question de la contribution
de la voie cytosolique 7 vivo. Chez ces soutis, I'induction d’une réponse cytotoxique dirigée
contre I'épitope H-Y, généré par 'immunoprotéasome, est abrogée (Palmowski ez a/, 2006). 11
semble donc qu’iz wive, la voie cytosolique soit prédominante. Cette conclusion revét un
caractere préliminaire dans Iattente de sa confirmation par des études réalisées dans d’autres
mode¢les, mais elle souligne 'importance de la compréhension des mécanismes intracellulaires a
I'origine de cette voie de présentation croisée. Dans la suite de cette partie 2., je m’attacherai

donc uniquement a la caractérisation de la voie cytosolique.

2.2.2. Déroulement intracellulaire de la voie cytosolique

La voie cytosolique est définie par I'existence de ’étape d’export des antigenes. C’est

donc sur la description et la caractérisation de ce processus que s’ouvre cette partie.
2.2.2.1. Export cytosolique des antigenes

L’export cytosolique des antigenes est influencé par un grand nombre de parameétres
biologiques. La nature des cellules concernées par cette étape, ainsi que sa régulation par des
facteurs extrinséques seront abordées respectivement dans les parties 2.3 et 2.5. Je me
contenterai ici de caractériser les antigénes engagés dans cette voie avant d’expliciter les

mécanismes moléculaires proposés pour en expliquer le déroulement.

Nature des antigénes exportés

Sur la base d’observations microscopiques, il a été démontré que des antigénes solubles
de nature protéique (comme la peroxydase du raifort, HRP) (Norbury e a/, 1997) ou non-
protéiques (comme les dextrans) (Rodriguez ez al., 1999) pouvaient étre exportés dans le cytosol.
Lefficacité de cette translocation est cependant restreinte par la taille des antigénes
transportés (Mant et al., 2012; Rodriguez ez al., 1999). Ainsi, les dextrans de taille importante (500
a 2000 kDa), contrairement aux dextrans de 5 et 40 kDa, restent confinés a I'intérieur des
compartiments endocytiques (Rodriguez ez al., 1999). Cette propriété dicte également le devenir

des antigenes particulaires, et notamment des complexes immuns antigéne/anticorps, qui bien
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que cross-présentés plus efficacement que les antigenes solubles (Reis e Sousa and Germain,
1995), forment souvent de gros agrégats. Leur export cytosolique et leur présentation ultérieure
nécessitent donc une étape préliminaire de dissociation des complexes, sous controle de
Pactivité protéolytique, et donc du pH légerement acide, des endolysosomes (Rodriguez ef al.,

1999).

Cinétigue de ['export

La détection cytosolique précoce de la HRP, quinze minutes seulement apres
internalisation de 'enzyme (Notbury ez al., 1997), a trés tot suggéré que Pexport des antigenes
s’opérait depuis les compartiments endocytiques précoces (Burgdorf ez al, 2008). Cette
supposition, ultérieurement confirmée par microscopie (Hotta ez al., 2006), trouve un éclairage
fonctionnel intéressant grace a la modélisation mathématique (Howland and Wittrup, 2008) :
cette dernicre prédit qu’au-dela de vingt minutes post-internalisation, la fraction des antigénes
disponible pour export diminue, en raison de leur engagement dans des voies de dégradation
associées a la maturation du compartiment endocytique. De ce fait, passé ce seuil temporel, seule

une part minime des antigenes contribue a 'export et a la présentation croisée.

Les antigeénes particulaires, tels que les complexes immuns (Rodriguez ez al, 1999) et les billes
recouvertes d’antigenes (Guermonprez ef al., 2003; Houde ef al., 2003), sont exportés selon une
cinétique plus lente, probablement liée a la nécessité de dissociation préalable de ce type
d’antigenes. Par ailleurs, 'une de ces études a également proposé, pour la premicre fois, qu'un

transporteur, Sec61, puisse médier la translocation cytosolique des antigenes (Houde ez a/, 2003).

Meécanismes moléculaires a l'origine de lexport cytosoligne des antigénes

Deux grandes hypotheses sont actuellement proposées pour expliquer le déroulement
de I’étape d’export cytosolique des antigenes : tandis que I'une inclut un transporteur, autre
propose la fuite pure et simple des antigénes, consécutive a une rupture transitoire de la
membrane endo/phagosomale. A P'heure actuelle, ’hypothése du transporteur est dominante,

mais plusieurs éléments récents questionnent sa validité.
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Figure 1.2.4. : Hypothéses pour le déroulement de Pexport cytosolique des antigénes

L’hypothese dite du transporteur est dépeinte sur la partie gauche du schéma et celle de la rupture du compartiment
sur la partie droite. Sur la pattie droite, la rupture membranaire liée a la peroxydation des lipides a été démontrée
expérimentalement, tandis que le r6le des sphingolipides, supposé par des études biophysiques, manque encore de
relevance biologique dans les cellules dendritiques. Tiré de Gros and Amigorena (2019).
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Iimplication d’un transporteur comme moyen d’acces au cytosol impose naturellement
une contrainte conformationnelle a 'antigéne transporté : en effet, le diametre fixe et étroit du
canal central du transporteur représente un obstacle physique a la translocation d’antigenes sous
forme native. Il est donc hautement probable qu’une étape de dépliement/dénaturation
protéique partielle précede le transfert cytosolique des antigenes, comme semble le suggérer la
relative inefficacité avec laquelle les antigenes fixés, structurellement inflexibles, sont transportés
(Kato ef al, 2012). Les catalyseurs protéiques du dépliement sont encore majoritairement
inconnus a Pexception de la thiol-réductase GILT, présente dans les phagolysosomes et
constitutivement exprimée par les CPA, qui réduit les ponts disulfures et participe a 'export
cytosolique et a la présentation croisée d’antigenes viraux (Singh and Cresswell, 2010) (Figure

1.2.4).

Si Iidentification du réle de GILT semble accréditer hypothése du transporteur, la
nature de ce dernier reste I'objet de controverses vives. La découverte initiale d’interactions
entre antigenes dépliés et composants de la machinerie ERAD (ER-Associated Degradation) au
niveau de compartiments associés au réticulum endoplasmique a rapidement orienté les
recherches (Imai e al, 2005). Elle a notamment fait naitre I'idée que le canal trimérique Sec61
(afy), supposé responsable de la retro-translocation des protéines mal repliées du réticulum
endoplasmique vers le cytosol, pourrait également exercer cette fonction depuis les
compartiments intracellulaires pendant la présentation croisée (Guermonprez et al, 2003;
Houde ez al., 2003). Cette hypothése a ensuite connu une série de vérifications expérimentales,
commencée avec les travaux de Peter Cresswell, basés sur ’emploi de 'exotoxine A (ExoA),
une toxine bactérienne capable de se lier a I'extrémité N-terminale cytosolique de Sec61a et de
provoquer la fermeture du canal (Koopmann e a/, 2000; Schauble ef al, 2014). Afin de rendre
compte de efficacité de export cytosolique, les auteurs ont utilisé le peptide viral ICP47 dont
la capacité a inhiber le transporteur TAP dépend de sa translocation dans le cytosol. Or, le
traitement d’une lignée de cellules dendritiques par ExoA restaure la fonctionnalité de TAP en
présence du peptide ICP47, ce qui suggere qu’ExoA empéche 'acces I’ICP47 au cytosol, par
I'intermédiaire de son action sur Sec61 (Ackerman e al., 20006). Cette observation, couplée a
I'inefficacité de la présentation croisée en présence d’ExoA (Ackerman ez a/., 2006; Goldszmid

et al., 2009) ou dans des cellules dendritiques déficientes pour Sec61 (Imai e al., 2005; Zehner et
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al., 2015), a largement contribué a la désignation de Sec61 comme canal principal

d’acheminement des antigenes dans le cytosol (Figure 1.2.4.).

11 reste néanmoins difficile de conclure définitivement quant a la contribution précise et
spécifique de Sec61 a la retro-translocation des antigenes depuis les compartiments
endocytiques. En effet, Sec61 est également responsable de I'import co-traductionnel de
molécules, dont le CMH-I, dans le réticulum endoplasmique et la perturbation de cette fonction
pourrait expliquer la diminution de la présentation croisée observée, indépendamment d’un effet
sur 'export cytosolique. Pour tenter d’exclure cette possibilité, une étude a substitué la perte
d’expression de Sec61 par sa rétention, grace a un « intracorps » (« intrabody »), dans le réticulum
endoplasmique afin d’empécher son recrutement au niveau des compartiments intracellulaires.
La rétention de Sec61 dans le réticulum endoplasmique se traduit, comme sa perte d’expression,
par une baisse de 'export cytosolique des antigenes et de la présentation croisée (Zehner et al,
2015). Cette approche, certes moins dommageable pour la cellule, n’est probablement pas
exempte de conséquences sur le fonctionnement du réticulum endoplasmique. Or, cette facette
du modele employé n’est pas explorée dans I'étude sus-citée. Enfin, notre équipe, en association
avec celle de Caroline Demangel a I'Institut Pasteur, a récemment démontré que I'inhibition
spécifique de Sec61, grice a une autre toxine, la mycolactone, n’influencait aucunement
Pefficacité de 'export cytosolique des antigenes. L’inhibition observée de la présentation croisée
est quant a elle indirecte et associée a une perturbation secondaire de nombreux médiateurs de
ce processus, dont CMH-I (Grotzke ¢z al., 2017). Si 'implication du translocon Sec61 appelle
une clarification absolument nécessaire, d’autres composants de la machinerie ERAD, comme

Derline-1 (Derl) ou Hrd1, pourraient constituer des transporteurs putatifs.

Hrd-1 est une ubiquitine ligase résidente du réticulum endoplasmique. Elle présente 6
domaines transmembranaires, c’est-a-dire un nombre suffisant pour former un canal (Schoebel
et al., 2017; Stein et al, 2014). La déplétion de Hrdl entraine une diminution de Pexport
cytosolique des antigenes et de la présentation croisée, mais affecte également la présentation
via le CMH-II (Zehner ez al., 2015). Des lors, il est possible que 'absence de Hrd1 génére une
situation globale de stress du réticulum endoplasmique, a origine d’altérations générales des
voles de présentation antigénique. Quant a la protéase Derl, elle comporte 4 domaines

transmembranaires et ne peut donc pas constituer un translocon. Un potentiel role de Derl en
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tant que protéine accessoire dans la retro-translocation (suggéré dans le réticulum
endoplasmique par Kadowaki e a/, (2018); Mehnert ef al., (2014)) a aussi été exclu : en effet, la
perte d’expression de Derl est sans conséquence sur 'export cytosolique des antigénes et la
présentation croisée dans des cellules dendritiques murines (Zehner ez al., 2015) et humaines

(Ménager et al., 2014).

A cejour, et en I'absence de données supplémentaires sur le role de Sec61, I'implication
de la machinerie ERAD dans la régulation du transport cytosolique des antigénes depuis les
endo/phagosomes apparait limitée a 'action de 'ATPase p97 (Figure 1.2.4.). Sous sa forme
active, et comme de nombreuses autres ATPases, p97 forme un anneau hexamerique, capable
d’hydrolyser TATP et donc de fournir ’énergie nécessaire a la translocation des antigénes dans
le cytosol (Ye et al., 2003). En accord avec ce role proposé, 'ajout de la protéine p97 purifiée
suffit a induire la libération de la luciférase contenue dans des phagosomes isolés (Ackerman ez
al., 2000). De plus, les cellules dendritiques déficientes pour p97 (Imai ez al., 2005; Ménager ez
al., 2014), ou exprimant la version dominant négative de la protéine (Ackerman ez al, 2000),
montrent une capacité réduite de présentation croisée. Inversement, la surexpression de p97
augmente l'efficacité de ce mécanisme (Zehner ef al, 2011). p97 est recrutée au niveau des
compartiments endo/phagosomaux a la suite de la polyubiquitination du récepteur au mannose.
Cette modification post-traductionnelle, semble indispensable au déroulement de la voie
cytosolique, puisque 'expression d’une version monoubiquitinée du récepteur suffit a inhiber la
translocation et la présentation croisée d’antigénes (Zehner e al, 2011). A ce stade, il est
intéressant de noter que la polyubiquitination du récepteur au mannose, provoquée par la liaison
de Povalbumine, est négativement régulée par le complexe ESCRT-I (et notamment par la sous-

unité TSG101), dont je reparlerai en partie 4.

La mise en évidence du role de p97 dans la libération d’antigénes endo/phagosomaux a
principalement reposé sur I'emploi de la luciférase, une enzyme capable de catalyser des
réactions de bioluminescence. Or, pour cela, la luciférase doit ré-adopter une conformation
native apres son émergence du transporteur sous forme dépliée. La coordination de cette étape
de repliement fait intervenir Hsp90, une protéine chaperonne cytosolique (Giodini and
Cresswell, 2008), dont I'activité conditionne en partie I'efficacité de I'export cytosolique et de la

présentation croisée (Imai ef al., 2011; Kato ez al., 2012) (Figure 1.2.4.).
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L’hypothese du transporteur a concentré I'essentiel de 'effort de recherche ces vingt
derniéres années et est donc la plus soutenue expérimentalement parlant. Néanmoins, il apparait
difficilement envisageable qu’un transporteur unique, et a fortiors Sec61 qui présente une
sélectivité élevée vis-a-vis des substrats transportés (Romisch, 2017), médie I'export de
I'immense variété des antigenes cellulaires. En outre, cette hypothese ne suffit pas a expliquer la
facon dont de larges antigénes non protéiques, comme les dextrans, accédent au cytosol en
I'absence d’ubiquitination, un prérequis pourtant nécessaire a la prise en charge de cargos par
ERAD. Dans l’ensemble, ces interrogations ne discréditent pas entierement 'implication
d’ERAD dans Pexport cytosolique des antigenes, mais suggerent fortement la contribution

d’autres mécanismes dans 'accomplissement de ce processus.

Les premicres descriptions de la voie cytosolique ont tres tot mentionné la possibilité
d’une fuite cytosolique des antigenes, consécutive a la rupture transitoire de la membrane des
compartiments endocytiques. Ce postulat fut proposé, a ’époque, sous le terme de « modele de
I'indigestion ». Selon cette hypothese, 'accumulation d’antigénes particulaires de grande taille
conduirait a une surcharge phagosomale a l'origine de la rupture de la membrane du
compartiment (Reis e Sousa and Germain, 1995). Cette conception originellement
«accidentelle » de ’évenement de rupture a été remise en question par une étude récente qui
correle linduction de la peroxydation des lipides, sous 'effet du LPS, a une perturbation de
I'intégrité de la membrane endosomale (Dingjan ez a/., 2016) (Figure 1.2.4.). Ainsi, la chute de
P'occurrence des évenements de rupture en présence d’agents anti-oxydants s’accompagne d’une
diminution de lefficacité de export antigénique et de la présentation croisée (Dingjan e al.,
2016). Pour la premiere fois, ces résultats démontrent non seulement que la rupture
membranaire est un phénomene inductible, mais ils inscrivent aussi la relevance biologique,
jusque-la hypothétique, de cet évenement transitoire dans le cadre de la présentation croisée.
L’identification ultérieure des caractéristiques physiques des membranes enrichies en lipides
peroxydés accrédite encore davantage 'importance de cette voie dans 'export cytosolique des
antigénes. En effet, ces membranes, recréées artificiellement, présentent une perméabilité
aqueuse accrue (Wong-Ekkabut ez a/, 2007), et une tendance a la courbure favorisant leur

fragilisation et 7z fine leur rupture (Agmon et al., 2018).
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En parallele de la peroxydation, d’autres altérations de la composition lipidique des
membranes affectent leurs propriétés physiques. En particulier, D'enrichissement des
membranes en céramide, et a fortiori en sphingosine, augmente leur perméabilité aux solutés
(Figure 1.2.4.). Deux modalités d’action sont évoquées : les sphingolipides pourraient soit
former de larges canaux, a lorigine d’une déstabilisation membranaire globale (Siskind ef a,
2002), soit conduire a cette déstabilisation de fagon graduelle en rigidifiant et en perturbant
localement des domaines restreints (Contreras ef al, 2006; Jiménez-Rojo et al, 2014). Si
I'implication des sphingolipides dans I'export cytosolique des antigenes est pour linstant
purement spéculative, elle rejoindrait pourtant un faisceau d’indications expérimentales
associant le métabolisme lipidique et la présentation croisée. A cet égard, l'intuition initiale
d’Hidde Ploegh (Ploegh, 2007) selon laquelle les corps lipidiques pourraient déstabiliser des
microdomaines membranaires au moment de leur formation, trouve une illustration possible
dans les travaux de notre équipe : par des mécanismes encore inconnus, la biogénése des corps
lipidiques entrecroise les voies de présentation croisée et semble les réguler. En effet, la GTPase
Igtp controle non seulement Paccumulation des corps lipidiques dans les cellules dendritiques,
mais aussi la capacité de ces dernieres a cross-présenter efficacement les antigénes (Bougnéres
et al., 2009). L’influence exacte des corps lipidiques sur la présentation croisée, et le niveau auquel
s’opere leur action, restent cependant a définir. Bien qu’initialement supposés perturber la
stabilité des membranes et en favoriser la rupture (Ploegh, 2007), les corps lipidiques ne
semblent pas interférer avec la translocation cytosolique des antigenes, du moins, lorsque celle-

ci est induite par des adjuvants a base de saponine (den Brok e al., 2010).

Si aujourd’hui les preuves en faveur de I'importance de la rupture transitoire des
endomembranes dans la translocation cytosolique des antigénes s’accumulent, cette hypothese
a par le passé été régulierement rejetée (Rodriguez ef al., 1999). L’absence de mécanismes connus
de régulation de I'intégrité des endomembranes laissait, en effet, présager des conséquences
cellulaires désastreuses en cas de cassure non controlée (Boya ez al., 2003; Hornung ez al., 2008).
Je reviendrai sur la validité de cette affirmation lors de la définition des objectifs de ce travail de

doctorat dans la partie 5.
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2.2.2.2.  Importt et « élagage » des peptides dans les compartiments compétents
pour la présentation croisée

A la suite de leur relocalisation cytosolique, les antigénes sont dégradés par le
protéasome en peptides de taille variable (de 3 a 22 acides aminés) (Kisselev ez a/., 1999) mais
largement compatibles avec les restrictions relativement faibles de TAP vis-a-vis de la longueur
des oligomeres transportés (entre 8 et 16 acides aminés) (Momburg ef al., 1994). La sensibilité
de la voie cytosolique au traitement par la BFA a soutenu pendant pres de dix ans I'idée que
I'import des peptides par TAP et leur chargement sur les molécules de CMH-I s’opérait
principalement dans le réticulum endoplasmique (Kovacsovics-Bankowski and Rock, 1995). En
réalité, TAP est également exprimé dans les compattiments endo/phagosomaux, qui
contiennent de surcroit une machinerie de chargement peptidique fonctionnelle et constituent
donc des compartiments compétents pour la présentation croisée (Ackerman et al, 2003;

Guermonprez ¢f al., 2003; Houde et al., 2003).

En revanche, les peptides importés par TAP dans le réticulum endoplasmique ou les
endo/phagosomes satisfont mal les contraintes de longueur (8 a 11 acides aminés) imposées par
la structure du sillon du CMH-I et nécessitent donc une étape supplémentaire d’« élagage »
(« trimming ») par deux aminopeptidases distinctes avant leur chargement. La nature de
I’'aminopeptidase chargée de raboter les acides aminés N-terminaux dépend du lieu d’association
des peptides au CMH-1. Dans le réticulum endoplasmique, 'aminopeptidase résidente ERAP
(Endoplasmic Reticulum-associated AminoPeptidase) assure le raccourcissement des peptides
jusqu’a une longueur minimale de 8 acides aminés (Yan ez a/, 20006). Cette fonction d’ERAP
apparait nécessaire a la présentation croisée des complexes immuns et des antigenes cellulaires
par les cellules dendritiques 7z vitro et in vivo (Firat et al, 2007; Yan et al., 2006). Dans les
compartiments intracellulaires, et particulierement dans les endo/phagosomes précoces, c’est
une autre protéine IRAP (Insulin-Regulated AminoPeptidase) qui remplit cette fonction et
garantit la présentation croisée d’antigenes particulaires et cellulaires zz vivo et in vitro (Saveanu e

al., 2009).
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2.223.  Chargement des peptides dans le réticulum endoplasmique et les
endo/phagosomes — question de I'origine du CMH-I

Le fonctionnement parallele ’ERAP et IRAP dans la voie cytosolique (Saveanu ef al,
2009) suggere lutilisation effective du réticulum endoplasmique et des compartiments
intracellulaires comme lieux d’association des peptides au CMH-I. Si le réticulum
endoplasmique comprend déja les molécules de CMH-I associées au complexe de chargement
peptidique, constitué¢ de P'oxydoréductase Erp57 et des chaperones calreticuline et tapasine, ce

n’est pas le cas des compartiments endo/phagocytiques.

Afin de rendre ces derniers compétents pour la présentation croisée, I'import parallele
des molécules de CMH-I et des composants du complexe de chargement peptidique est requis.
Sila détection de tapasine, calretculine et Erp57 a formellement démontré que le complexe de
chargement peptidique était présent dans ces compartiments (Guermonprez ef al., 2003; Houde
et al., 2003), le mécanisme de recrutement du complexe est, quant a lui, controversé. Grace a
son interaction avec syntaxine-4 a la surface des phagosomes, Sec22b, localisé au niveau de
I'ERGIC (ER-Golgi-Intermediate Compartment), a d’abord été considéré comme un régulateur
clé de la fusion entre ces deux compartiments (Cebrian e a/., 2011). En controlant 'acquisition
de cargos en provenance du réticulum endoplasmique (dont le complexe de chargement
peptidique) par les phagosomes des cellules dendritiques, Sec22b se révele crucial pour la
présentation croisée d’antigenes solubles, particulaires et parasitaires (Cebrian e al, 2011).
Cependant ces résultats, obtenus grace a une stratégie de déplétion par shARN, ont été
récemment attribués a un effet « hors-cible » des shARN utilisés (Wu e a/, 2017) et le role de

Sec22b reste donc a clarifier.

Les premieres indications relatives a 'origine des molécules de CMH-I présentes dans
les endo/phagosomes remontent a la découverte d’une tyrosine conservée dans le domaine
cytoplasmique de CMH-I, nécessaire a son ciblage dans les endo/phagosomes depuis la
membrane plasmique (Basha ez al., 2008; Lizée et al., 2003) et critique pour la présentation
croisée. La mise en évidence de cette tyrosine a d’abord suggéré que le recyclage de molécules
situées sur la membrane plasmique constituait la route principale d’acquisition du CMH-I par
les compartiments intracellulaires pour la présentation croisée par voies vacuolaire (Pfeifer e al.,

1993) et cytosolique (Burgdorf ez al, 2008). Cette hypotheése a ensuite été étayée par
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Iidentification des fonctions de Rab22a (Cebrian ¢# al., 2016) et de Rab3b/c (Zou ¢t al., 2009)
dans le recrutement endo/phagosomal du CMH-I depuis la membrane plasmique et de leur
importance dans la présentation croisée. En dépit du role accessoire attribué par ces
observations aux molécules du CMH-I issues du réticulum endoplasmique, ces dernicres
pourraient pourtant constituer une source majeure de CMH-I pour la présentation croisée. En
effet, 'association de CD74 au CMH-I dans le réticulum endoplasmique entraine I’adressage
des molécules de CMH-I vers le compartiment endolysosomal ou elles s’associent aux peptides.
En conséquence, la déplétion de CD74 dans les cellules dendritiques compromet séverement la

présentation croisée d’antigenes solubles et cellulaires 7 vitro et in vivo (Basha ez al., 2012).

§’il parait désormais clair que les molécules de CMH-I originaires de la membrane
plasmique et du réticulum endoplasmique participent toutes deux a la présentation croisée, leurs

contributions respectives aux voies vacuolaire et cytosolique sont encore largement méconnues.

Par ailleurs, la frontiére entre composantes vacuolaire et cytosolique de la présentation croisée
semble poreuse, puisqu’une voie supplémentaire dépendante du protéasome mais indépendante
de TAP a été décrite (Merzougui e7 al., 2011). L’existence de cette voie pourrait s’expliquer soit
par implication d’un transporteur encore inconnu, comme suggéré par Lawand ez al, (2016),
ou bien par la présence de protéasomes au sein méme des compartiments intracellulaires
(Sengupta ef al., 2019). Néanmoins, en I'absence d’identification du transporteur inconnu d’une
part, et d’autre part dans l'attente de la confirmation de la seconde étude, j’ai choisi de maintenir
la définition de la voie cytosolique comme celle nécessitant une étape d’export des antigenes
depuis les compartiments endocytiques, afin de poser le cadre conceptuel de cette introduction.
Ce choix est également motivé par la spécialisation avérée de certaines sous-populations de
cellules dendritiques dans la réalisation de I'export cytosolique des antigénes, comme expliqué

dans les parties suivantes.

2.3. Cellules compétentes pour la présentation croisée
Les expériences fondatrices présentées dans les parties précédentes utilisaient les

macrophages comme modeles cellulaires dans ’étude de la présentation croisée (Harding and

Song, 1994; Kovacsovics-Bankowski and Rock, 1995; Norbury ef al, 1995; Pteifer ef al., 1993;
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Figure 1.2.5. : Ontogénie des cellules phagocytaires mononuclées chez la souris

Les cellules dendritiques conventionnelles (cDCs) et plasmacytoides (pDCs) dérivent d’un progéniteur commun,
le CDP (Common Dendritic cell Precursor) et requicrent FLT3L pour leur développement. Les ¢DCs se
subdivisent ensuite en deux lignages, les cDC1 et cDC2, sous I'action de différents facteurs de transcription dont
les principaux ont été mentionnés ici. Ces deux lignages, porteurs de fonctions spécifiques, sont définis par
Pexpression de marqueurs de surface caractéristiques, indiqués sur ce schéma. Entre parenthéses figurent les
marqueurs plus vatiables ou spécifiques de cellules résidentes (CD8aa pour les cDC1) et migratoires (CD103 pour
les cDC1). Au cours de ce manuscrit, nous allons principalement nous intéresser aux ¢cDC1 et ¢cDC2. J’ai donc
choisi de faire figurer les autres types cellulaires en grisé. Adapté de Eisenbarth (2019).
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Reis e Sousa and Germain, 1995). 1l est par la suite devenu évident que les cellules dendritiques
constituaient des cellules présentatrices d’antigenes immensément plus efficaces pour accomplir
cette fonction 7 vitro (Notbury ef al., 1997; Rodriguez ez al., 1999) et in vivo (Jung et al., 2002;

Kurts et al., 2001).

2.3.1. Rappels sur les sous-populations de cellules dendritiques
chez la souris

Les cellules dendritiques se divisent en deux grandes catégories : les cellules dendritiques
dites « conventionnelles » (cDC) et les cellules dendritiques plasmacytoides (pDC), dont la
fonction principale réside dans la production massive d’interféron de type I au cours des
réponses anti-virales. J’ai choisi dans cette partie 2.3 d’aborder uniquement le role des cellules
dendritiques conventionnelles : en effet, plusieurs études ont démontré le role accessoire, voire
absent, des pDC dans la présentation croisée et I'activation résultante (appelée activation croisée
ou « cross-priming ») des lymphocytes T' CD8+ (GeurtsvanKessel e a/., 2008; Sapoznikov et al.,
2007).

Chez la soutis, les cellules dendritiques conventionnelles s’organisent en deux lignages
distincts et désignés par les termes cDC1 et cDC2, selon la nomenclature en vigueur basée sur
lontogénie (Guilliams ez al., 2014). L’engagement dans 'un ou l'autre de ces lighages est controlé
par plusieurs ensembles de facteurs de transcription distincts et mutuellement exclusifs (Figure
1.2.5). Ainsi, la différenciation de la sous-population cDC1 repose principalement sur
I'expression des facteurs de transcription IRF8 (Schiavoni ef a/., 2002) et Batf3 (Hildner ez a/,
2008), tandis que le développement de leurs homologues ¢cDC2 dépend notamment de
Iexpression d’IRF4 (Schlitzer e al, 2013; Suzuki ef al., 2004) et de RelB (Wu ez al,, 1998). En
plus de leur origine ontogénique distincte, différents marqueurs de surface contribuent
également a la caractérisation de ces deux sous-populations : les marqueurs XCR1 (Crozat et al.,
2010, 2011), et Clec9a (Caminschi ez /., 2008; Sancho et al., 2008) identifient de fagon univoque
les cDC1, alors que les cDC2 expriment spécifiquement SIRPa (CD162a) et CD11b (Guilliams
¢t al., 2016; Gurka ez al., 2015) (Figure 1.2.5.). Les lignages cDC1 et cDC2 comportent chacun
une composante résidente CD1lcsi CMH-Ilia, localisée dans les organes lymphoides

secondaires, et une composante migratoire CD11cine CMH-IIni, retrouvée dans les tissus
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périphériques et capable de gagner les ganglions drainants sous I'influence de sighaux activateurs
(décrits en partie 1). Les cDC1 et cDC2 résidentes sont ainsi respectivement caractérisées par
les profils d’expression CD8w+, CD11b-, XCR1+, Clec9a+ DEC-205+, DCIR2., SIRPa- et CD8a-
, CD11b+, XCR1,, Clec9a., DEC-205., DCIR2+, SIRPa+, miroirs 'un de l'autre (Dudziak ez a/,
2007). Les cDC1 migratoires arborent non seulement les marqueurs classiques XCR1 et Clec9a,
mais peuvent aussi étre différenciées des cDC1 résidentes grace a I'expression de I'intégrine
CD103. I’équivalent d’un tel marqueur n’est, a ce jour, pas identifié pour les cDC2 migratoires
(Figure 1.2.5.). Par ailleurs, il est a noter que les marqueurs DEC-205 et DCIR2 ségregent moins
clairement cDC1 et cDC2 migratoires que leurs homologues résidentes (Edelson e a/., 2010;

Semmrich ez al., 2012).

Les muqueuses présentent de surcroit certaines sous populations spécifiques, comme
les cellules de Langerhans dans la peau, ou les cellules dendritiques CD11b+ CD103+ double
positives dans la /amina propria intestinale (Persson ez al., 2013). J’ai choisi ici de les mentionner
sans m’y attarder en raison de leur incapacité a réaliser la présentation croisée (Allan e al., 2003;

Cerovic ¢f al., 2013; Igyart6 et al., 2011), contrairement aux sous-populations décrites ci-apres.

2.3.2. Spécialisation fonctionnelle des cDC1 pour la présentation
croisée

Les différences ontogéniques et phénotypiques a 'origine de la distinction entre cDC1
et cDC2 s’accompagnent d’une spécialisation fonctionnelle marquée, d’abord mise en évidence
chez les cellules dendritiques résidentes. En effet, apres injection d’ovalbumine soluble par voie
intraveineuse, et alors méme qu’elles internalisent de fagon équivalente cet antigene, les cDC1
et cDC2 spléniques résidentes dévoilent un profil de présentation antigénique opposé : tandis
que les premicres sont seules capables de cross-présenter 'ovalbumine et d’activer les
lymphocytes T CD8+ spécifiques de cet antigene, les secondes montrent quant a elles une
efficacité supérieure en termes de présentation via CMH-II et de prolifération des lymphocytes
T CD4+ (Pooley et al., 2001). Les bases de la dichotomie fonctionnelle entre cDC1 et cDC2 sont
désormais posées et seront confirmées pour d’autres formes du méme antigéne (7. e. ovalbumine
chargée par choc osmotique dans des splénocytes déficients pour la chaine 32m constitutive de

CMH-I, puis irradiés) (den Haan ez 4/, 2000) ainsi que pour d’autres antigenes, viraux, exprimés
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de fagon endogene sous controle d’'un promoteur pancréatique (Belz ez al, 2002). La supériorité
des cellules dendritiques CD8+ résidentes pour la présentation croisée s’exprime dans une
grande variété de contextes, qu’il s’agisse d’induction de réponses cytotoxiques dirigées contre
des virus (Allan ez al., 2003, 2006; Belz ¢z al., 2004, 2005; Busche 7 al., 2013; GeurtsvanKessel ez
al., 2008; Whitney ez al., 2018) ou contre des tumeurs (McDonnell ez al., 2010). Cette observation,
tout d’abord basée sur la coculture de clones T spécifiques et de cellules dendritiques purifiées
a partir de souris infectées ou porteuses de tumeurs, fut confirmée grace a I'ablation génétique
de Batf3. Les souris déficientes pour Batf3 présentent une anomalie hématopoiétique
intrinséque, notamment caractérisée par I'absence de cellules dendritiques CD8+ résidentes.
Leur perte est associée a un effondrement de la réponse T CD8+ dirigée contre le virus du Nil
occidental, ainsi qu’a une incapacité a rejeter des tumeurs normalement efficacement controlées
par un systeme immunitaire compétent (Hildner ez a/, 2008). Ce modele historique présente
cependant un défaut majeur qui réside dans I’élimination d’un lignage complet plutot que de la
fonction qu’il porte (Theisen ef al, 2019). 1l a donc été récemment supplanté par les souris
déficientes pour Wdfy4, dans lesquelles les cDC1 sont présentes mais incapables de réaliser la
présentation croisée. L’utilisation de cette lignée murine confirme largement les conclusions
obtenues dans les souris Batf3.-: en effet, la présentation croisée par les cDC1 s’avere
indispensable au controle de la croissance tumorale et a I'induction de réponses CD8+

spécifiquement dirigées contre le virus de la vaccine (Theisen ez 4/, 2018).

En dépit de cette faiblesse, le modele Batf3 a toutefois permis de déterminer que les
cDC1 migratoires CD103+ sont apparentées aux cDC1 résidentes (Edelson ez a/, 2010) et
remplissent des fonctions proches, probablement acquises, du moins partiellement, au cours de
leur développement (Sathe ef a4/, 2011). Résistantes a I'infection par influenza, ces cellules
CD103+ transportent les antigénes viraux des poumons jusque dans les ganglions médiastinaux
ou elles initient elles-mémes, par l'intermédiaire de la présentation croisée, I'induction des
réponses CD8+ antivirales (Helft ¢7 4/, 2012). C’est également le cas dans les tumeurs (Broz e
al., 2014) ou dans la peau, ou cette fonction est assurée par les cellules dermales CD103+ CD207+
(Bedoui ez al., 2009; Henti ez al., 2010). Enfin, il a aussi été proposé que ces cellules migratoires
jouent le role de vecteur d’antigenes pour les cellules résidentes CD8+ (Allan e a/., 2003, 20006;

Belz et al., 2004; Desch e al., 2011; Whitney ez al., 2018). Cette propriété pourrait s’avérer
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essentielle dans certains contextes, notamment en 'absence d’antigenes circulant dans la lymphe

et normalement accessibles aux cDC1 résidentes.

La propension supérieure des cDC1 a réaliser la présentation croisée a initialement été
attribuée a leur capacité unique d’acquisition d’antigénes dérivés de cellules mortes (Iyoda ez al,
2002; Kerksiek e# al., 2005; Schulz and Reis e Sousa, 2002). Néanmoins, comme nous l'avons
vu, les cellules dendritiques utilisent une gamme bien plus étendue d’antigénes comme substrats
pour la présentation croisée. Ainsi, 'ovalbumine soluble, adsorbée sur billes ou associée a des
splénocytes irradiés est internalisée de facon équivalente par les cDC1 et les cDC2, mais cross-
présentée uniquement par les cDC1 (Schnorrer e al., 20006). Ces résultats suggerent fortement
I'existence d’une machinerie intracellulaire dédiée a la présentation croisée, a l'origine de la

spécialisation fonctionnelle des cDCI.

2.4. Bases moléculaires de la spécialisation fonctionnelle des
cDC1 pour la présentation croisée

A Phoméostasie, la présentation croisée d’antigénes solubles ou cellulaires par les cDC1
spléniques se déroule normalement dans des cellules déficientes pour IRAP (Segura e al., 2009).
Cette observation, qui suggere 'emploi unique de la voie cytosolique par les cDC1 en conditions
homéostatiques, implique également une dépendance absolue de la présentation croisée vis-a-
vis de l'export des antigenes dans le cytosol. Dans cette partie, jaborderai donc les bases

moléculaires de la spécialisation fonctionnelle des cDC1 dans la réalisation de ce processus.
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2.4.1. Capacité exclusive d’export des antigénes dans le cytosol

L’¢lucidation des bases moléculaires de la spécialisation des cDC1 pour I'exécution de
la présentation croisée est étroitement liée au développement de techniques permettant de
rendre compte et de mesurer, de facon quantitative, I'efficacité du transport cytosolique des
antigenes. Afin d’¢tudier la capacité relative des ¢cDC1 et des cDC2 a accomplir cette étape,
I’équipe de Jose Villadangos a mis au point un test basé sur les propriétés pro-apoptotiques du
cytochrome c. Apres endocytose et en cas d’export efficace, le cytochrome c¢ s’associe dans le
cytosol a l'adaptateur APAF1 et a la pro-caspase 9 afin de constituer 'apoptosome, une
plateforme de recrutement et d’activation des caspases 3 et 6 effectrices de 'apoptose (Lin ez al,
2008). Ainsi, iz vivo, a la suite de I'injection du cytochrome c, la quantification des cellules
dendritiques spléniques révele une déplétion partielle (a hauteur de 50 %), mais hautement
sélective de la sous-population CD8-. Les cellules dendritiques CD8. résistent, elles, a 'induction
de I'apoptose provoquée par I'injection du cytochrome ¢ (Imai ¢f @/, 2011; Lin e al.,, 2008). Ces
résultats fondamentaux démontrent non seulement que la capacité d’export cytosolique du
cytochrome c est restreinte aux cDC1, mais aussi que cette faculté n’est pas répartie de facon
équivalente entre toutes les cellules de cette sous-population. En effet, la fraction des cellules
CD8- insensible a apoptose et donc incapable d’exporter efficacement le cytochrome ¢ dans
le cytosol, partage des caractéristiques fonctionnelles avec les cellules CDS8-: incapable de
réaliser la présentation croisée, cette cohorte de cellules CD8+ présente pourtant une faculté
remarquable de présentation des antigenes via le CMH-II. En accord avec les résultats évoqués
par Segura ez al. (2009), cette observation cruciale suggere que la capacité d’une partie des cDC1
a exporter les antigenes dans le cytosol fonde leur supériorité en termes de présentation croisée.
A cet égard, il est intéressant de mentionner ici que Pexpression transcriptomique de Sec61
(Dudziak ez al, 2007) et d’Asahl et 2, deux céramidases responsables de la synthese de
sphingosine (immgen.org), est supérieure dans les cDC1, conformément, respectivement, a
I'implication d’un transporteur ou d’un événement de rupture membranaire dans I'export
cytosolique des antigenes (voir partie 2.2.2.1). Le déroulement de cette étape est également
profondément influencé, voire conditionné, par le potentiel dégradatif des compartiments

endocytiques contenant l'antigene. Les cellules dendritiques, et @ fortiori les cDC1, ont donc
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développé a cet effet des mécanismes de régulation complexes de I'expression et de I'activité

des protéases lysosomales.

2.4.2. Limitation du potentiel dégradatif des compartiments
intracellulaires

I’idée qu’une dégradation ménagée des antigenes puisse favoriser la présentation croisée
émergea assez tot, grace a une série d’observations comparant deux populations de cellules
phagocytaires : les macrophages, peu efficaces en termes de présentation antigénique et les
cellules dendritiques, spécialisées pour cette fonction. La richesse des macrophages en diverses
protéases lysosomales confere a ces cellules une capacité dégradative forte, essentielle a la
destruction des pathogenes phagocytés, mais probablement néfaste a la préservation des
épitopes antigéniques. A Iinverse, la protéolyse modérée observée chez les cellules dendritiques
facilite la rétention intracellulaire d’antigénes et leur présentation ultérieure (Delamarre ef al.,
2005; Lennon-Duménil e# a/., 2002). L’abondance des enzymes protéolytiques differe également
entre cDC1 et cDC2 et correle avec le type de présentation réalisé par chacun de ces sous-types
de cellules dendritiques : en ce sens, les cDC1 spécialisées pour la présentation croisée expriment
plus faiblement les genes associés aux cathepsines que leurs homologues cDC2, biaisées pour la
présentation CMH-II, au cours de laquelle les antigénes sont clivés dans les lysosomes (Dudziak

et al., 2007).

Le lien, jusque-la purement corrélatif, entre efficacité de la présentation croisée et
intensité de la protéolyse dans les compartiments intracellulaires fut directement démontré par
des expériences de ciblage antigénique. De fait, adressage d’un antigéne modele a des
compartiments tardifs facilite la présentation via CMH-II, alors que son ciblage vers des
compartiments précoces, faiblement dégradatifs, favorise la présentation croisée (Belizaire and
Unanue, 2009). Ainsi, parce qu’il conditionne le devenir des antigénes internalisés, le potentiel
dégradatif des compartiments endocytiques constitue un point de controle majeur des voies de
présentation dans les cellules dendritiques. Afin de favoriser 'engagement des antigenes dans la
présentation croisée, les cDC1 disposent donc d’un arsenal moléculaire chargé non seulement

de limiter Pexpression des hydrolases lysosomales, mais aussi de réduire leur activité.
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Figure I1.2.6. : Régulation du pH et du potentiel dégradatif des compartiments intracellulaires
dans les cDC1 et cDC2

Dans les ¢<DCl, les niveaux cellulaires élevés de Rac2 dirigent les sous-unités cytosoliques de NOX2 (gp40phox,
gp47phox et gp67phox) a la membrane des compartiments endocytiques. En parallele, la fusion des compartiments
« associés aux lysosomes » (« lysosome-related ») marqués par Rab27a avec les compartiments endocytiques finalise
I'assemblage de NOX2, par lintermédiaire de I'apport des sous-unités membranaires (gp22phox et gp91phox) de
Penzyme. Ainsi constituée, NOX2 génere des espéces réactives de Poxygéne dans la lumiéte de 'endo/phagosome
et y maintient un pH alcalin, grice a la neutralisation des protons importés par la V-ATPase. A I'inverse, dans les
DC2, NOX2 est principalement assemblée a la membrane plasmique (non représenté ici) en raison de I'expression
de faibles niveaux de Rac2. Par ailleurs, le fonctionnement des quelques molécules NOX2 associées aux
endomembranes estinhibé par I’action de la phosphatase SHP-1, recrutée par Siglec-G. Cette cascade d’évenements
conduit a 'obtention d’un pH acide dans les compartiments des DC2, responsable du potentiel protéolytique élevé
de ces structures.
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Le contréle de I'abondance des enzymes protéolytiques s’opére avant tout au niveau
transcriptionnel, par Pintermédiaire du facteur de transcription TFEB, un régulateur central de
la biogénese des lysosomes. Dans les cDC1, le faible niveau d’expression de TFEB restreint la
synthese des protéases et la dégradation antigénique associée, ce qui promeut la présentation
croisée (Samie and Cresswell, 2015). Par ailleurs, la traduction des transcrits codant pour les
enzymes lysosomales est aussi modulée par la présence et la reconnaissance d’'une adénosine
méthylée (msA). Ainsi, la liaison par YTHDF1 de la modification meA portée par les transcrits
sus-cités provoque leur traduction (Han ez a/, 2019). Si cette étude démontre clairement, grace
aux souris Ythdfl./, que I'abrogation génétique de cette voie de syntheése des hydrolases
améliore I'efficacité de la présentation croisée et des réponses antitumorales, I’existence d’une
régulation différentielle des machineries de dépot et de reconnaissance de la marque meA entre

cDC1 et cDC2 reste désormais a prouver.

Parallelement, Tactivité protéolytique des hydrolases lysosomales présentes est
conditionnée en grande partie par la valeur du pH des compartiments intracellulaires : un pH
acide favorise leur action, tandis qu’un pH alcalin I'inhibe, au moins partiellement. Dans les
macrophages, la pompe V-ATPase génere un flux de protons H+, responsable de I'acidification
rapide (pH < 5,5) de la lumiére du phagosome (Lukacs e# /., 1990). A Pinverse, dans les cellules
dendritiques, I'assemblage incomplet des sous-unités Vo et Vi de la V-ATPase limite I'influx
protonique, la chute du pH et l'activité des hydrolases acides (Trombetta ef /., 2003). En plus
de cet élément de controle commun a toutes les sous-populations de cellules dendritiques, les
cDCl1 disposent d’un second mécanisme d’alcalinisation active du pH endo/phagosomal médié
par la NADPH oxydase NOX2. Cette derniere est constituée de trois sous-unités cytosoliques
P4 7phox, p40phox, p67phox et d’un hétérodimere membranaire composé des sous-unités p22phox et
gp91phox. Le recrutement et 'assemblage de ces sous-unités a la membrane du compartiment
contenant 'antigene sont I'objet d’une régulation complexe. Ainsi, dans un premier temps,
I'engagement par VAMPS, située a la membrane des organelles Rab27a+ contenant p22phox et
gp91lphos, de ses partenaires syntaxine-7 et SNAP23, localisées a la membrane de
I'endo/phagosome contenant I'antigéne, orchestre la fusion de ces deux compartiments, et
dong, le recrutement des sous-unités membranaires de NOX2 (Dingjan ez al., 2017; Jancic ez al.,
2007; Matheoud ef al., 2013) (Figure 1.2.6.). Dans les cDC1, 'assemblage de NOX2 est finalisé

grace au recrutement des sous-unités cytosoliques p47phox, p40phos, p67phox par la petite GTPase
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Rac2, sélectivement exprimée dans cette population de cellules dendritiques (Savina ez a/., 2009)
(Figure 1.2.6.). L’association de I'ensemble des sous-unités de NOX2 conduit a I’activation de
I'enzyme, désormais capable de catalyser la réaction d’oxydation du NADPH par 'oxygene et la
libération d’ions superoxydes O2.. I.a formation de ces especes réactives de 'oxygene est
absolument déterminante dans la spécialisation fonctionnelle des ¢cDC1 pour la présentation
croisée. Premi¢rement, ces ions consomment les protons générés par la v-ATPase lors de leur
conversion en peroxyde d’oxygene (H202) et contribuent donc au maintien d’un pH alcalin
(autour de 7 — 7,5) dans les ¢cDC1 (Savina ez al., 2006, 2009) (Figure 1.2.6.). De ce fait, par
I'intermédiaire de la neutralisation des propriétés acidifiantes de la pompe a protons, NOX2
limite I"activité des protéases endo/phagolysosomales et participe a la préservation des épitopes
antigéniques, favorisant ainsi leur engagement dans la présentation croisée (Graham ez al., 2007,
Savina e al., 2006). D’autre part, il est intéressant de constater qu’en vertu de la présence
membranaire de la forme active de NOX2, les ¢cDC1 produisent des quantités plus élevées
d’especes réactives de Toxygene que les cDC2, incapables de recruter les sous-unités
cytosoliques de 'enzyme (Savina ez al., 2009). Au regard de 'implication nouvelle des radicaux
oxygénés générés par NOX2 dans la peroxydation des lipides et I'induction de la rupture du
compartiment endo/phagosomal (Dingjan e al, 2016), ces ions revétent désormais une
importance considérable, autrefois largement sous-estimée, dans la spécialisation des cDCl1

pour Pexport cytosolique des antigenes et la présentation croisée.

Alors que les cDC1 régulent finement I'assemblage endo/phagosomal de NOX2, pierre
angulaire de leur spécialisation fonctionnelle pour la présentation croisée, les cDC2 tendent au
contraire a inhiber activement ce processus. En effet, dans les cDC2, 'expression sélective de
la lectine Siglec-G a la membrane endo/phagosomale entraine le recrutement de la phosphatase
SHP-1, responsable de la déphosphorylation de gp97pmox et de I'inactivation de NOX2 (Figure
1.2.6.). L’acidification luminale qui en découle provoque l'activation des hydrolases acides, la
dégradation des antigenes extracellulaires et leur présentation via CMH-II, plutot que via CMH-

I (Ding ¢t al., 2016).

Enfin, il est également a noter que les radicaux oxygénés produits par NOX2 sont
également requis pour le recrutement des complexes de conjugaison ATG7 et ATGI12-

ATG5/ATG16 associés, entre autres, a la machinerie autophagique (Martinez ez al., 2015).
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Cependant, la relevance de I'autophagie et des voies associées dans la présentation croisée est
encore a ce jour discutée et apparait dans certains cas totalement superflue (Lee ¢z 4/, 2010) ou,

au mieux, restreinte a la présentation croisée d’antieénes solubles (Mintern ef a/., 2015).
) g 5

2.4.3. Ciblage des antigeénes vers des compartiments favorables a la
réalisation de la présentation croisée

Grace a un pH alcalin et une faible capacité dégradative, les compartiments endocytiques
précoces, caractérisés par 'expression du marqueur EEAT, sont les lieux privilégiés de 'export
des antigenes et de la formation des complexes CMH-1/peptide lors de la présentation croisée
(Ackerman ef al., 2003; Burgdorf ez al, 2007, 2008; Helft ef al., 2012; Kretzer et al., 20106). A cet
égard, les cDC1 sont naturellement équipées d’un ensemble de récepteurs membranaires qui
adressent les antigenes exogenes en direction de ces compartiments et favorisent de ce fait la
présentation croisée. Le récepteur DNGR-1/Clec9a, sélectivement exprimé a la surface des
cDC1 (comme mentionné en partie 2.3.1.), appartient a cette catégorie et constitue un exemple
particulicrement parlant. Clec9a lie spécifiquement des complexes formés de filaments d’actine,
regroupés en « paquets » par la myosine II (Ahrens e a/, 2012; Han¢ ef al., 2015; Schulz ef al.,
2018), et exposés par les cellules nécrotiques ou nécroptotiques (Sancho ez a/., 2009). Si Clec9a
n’est pas responsable per se de la liaison de l'antigene, il permet la reconnaissance de matériel
nécrotique et dirige les cargos antigéniques associés vers des endosomes de recyclage distincts
des lysosomes (Iborra ez al., 2012; Sancho ez al., 2009; Zelenay et al., 2012). De cette facon, dans
les cDC1, Clec9a induit 7z vitro et in vivo la présentation croisée d’antigénes viraux dérivés de
cellules mourantes et joue un role clé dans 'induction des réponses antivirales et la résolution
des infections (Iborra ef al., 2012; Zelenay et al., 2012). Le récepteur au mannose, initialement
supposé lier 'ovalbumine et la cibler vers les compartiments précoces (Burgdorf e al., 20006,
2007), présente un role plus ambigu et sa relevance physiologique est discutée. En effet, en
conditions homéostatiques, les cDC1 ne l'expriment pas et son absence dans les cellules
dendritiques est donc sans conséquence sur la présentation croisée de cet antigene (Segura ez al.,

2009).
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Sil'importance réelle du récepteur au mannose reste a clarifier, le ciblage d’antigenes sur
certains récepteurs spécifiques n’en demeure pas moins une stratégie efficace d’induction de la
présentation croisée, non seulement par les cDC1, mais aussi par les cDC2. Ainsi, 'ovalbumine
injectée sous forme de complexes immuns est présentée efficacement par les cDC1 et les cDC2,
mais selon des modalités différentes. Dans les cDC2, la liaison des complexes immuns par les
récepteurs Fcy (FcyR) et Pactivation qui s’ensuit conditionne entiérement la capacité de ces
cellules a réaliser la présentation croisée. A linverse, dans les cDC1, cette compétence ne dépend
aucunement de la présence a la surface cellulaire des récepteurs activateurs FcyRI et FcyRIII
(den Haan and Bevan, 2002). Ces résultats fondateurs suggerent que les cDC1 présentent une
propension constitutive pour la présentation croisée, uniquement inductible dans les cDC2 par
I'engagement de signaux d’activation. Dans cet ordre d’idées, l'instauration d’un contexte de
stimulation (xCD40 et polyl :C) rend possible I’établissement de réponses antitumorales
protectrices par les cDC2, a la suite du ciblage d’antigenes tumoraux vers le récepteur DCIR2
(voir partie 2.3.1.) (Neubert ¢ al., 2014). De méme, 'induction de réponses cytotoxiques dans
des souris déficientes pour Batf3 repose sur l'activation des ¢cDC2 par un ligand de TLR7,

exprimé spécifiquement sur ces cellules (Desch ez a/, 2014).

Ces observations intrigantes laissent envisager que la signalisation en aval des récepteurs
TLR module P'activation de la machinerie spécialisée décrite en partie 2.4., notamment dans les

cDC2. Cette idée sera donc développée dans la partie suivante.

2.5. Régulation de la présentation croisée par les récepteurs
de Pimmunité innée

Si Pactivation des cellules dendritiques par les ligands des TLR se traduit par une
augmentation progressive de 'expression des molécules de costimulation (Gil-Torregrosa ef al.,
2004; Granucci ez al, 1999), I'évolution de Iefficacité de la présentation croisée ne suit pas la
méme linéarité (Gil-Torregrosa e al., 2004). J’ai donc choisi dans la suite de cette partie de
séparer la période post-stimulation en trois phases (précoce, intermédiaire et tardive) comme
définies par Alloatti ez al., (2016a), et de caractériser les événements intracellulaires associés a

chacun de ces intervalles temporels. Dans 'immense majorité des processus décrits ci-apres, le
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LPS est employé comme ligand type. Dans le cas contraire, la nature du ligand TLR utilisé sera

précisée.

2.5.1. Phase précoce

Les limites temporelles de la phase précoce, telles que définies par Alloatti ez al., (2016a)
s’étendent de zéro a six heures post-stimulation. Cette phase est notamment caractérisée par
une élévation progressive de l'expression de CD86 et CD40 (Gil-Torregrosa ef al, 2004;
Granucci ¢z al., 1999) a la surface des cellules dendritiques ainsi que par une capacité endocytique
accrue (Gil-Torregrosa et al., 2004; West ez al., 2004). S’il est possible que cette derniere participe
a 'augmentation observée de la présentation croisée des complexes immuns (Gil-Torregrosa ez
al., 2004; West ez al., 2004) et des antigenes solubles (Burgdorf ez a/., 2008), la présence de ligands
des TLR affecte bien d’autres aspects de la physiologie des cellules dendritiques. Ainsi, une
courte stimulation par le LPS conduit a une hausse de 'export cytosolique de la HRP par les
cellules dendritiques dérivées de moelle osseuse (BMDCs). Cet évenement transitoire résulte,
au moins en partie, de la préservation des antigenes liée au ralentissement de la maturation
endo/phagosomale sous l'effet du LPS (Lennon-Duménil ez a/., 2002; Weimershaus 7 al., 2018).
De plus, I'induction de la signalisation dépendante de TRIF en aval de TLR4, requise pour le
transport des antigenes depuis les compartiments intracellulaires (Zehner ez al., 2015), contribue
aussi vraisemblablement au phénotype observé. Je profite ici de I’énonciation de ces
caractéristiques pour souligner que la plupart des tests expérimentaux employés pour mesurer
quantitativement I'export cytosolique des antigenes (y compris le test 3-lactamase sur lequel se
basent nos résultats) s’appuient sur l'utilisation de réactifs contaminés par des endotoxines
bactériennes. Compte tenu du role de ces substances dans divers aspects de la biologie du
compartiment endocytique et de 'export des antigenes qu’il contient, il est important de garder
ce parametre a Pesprit. Le développement récent d’un nouveau test d’export, basé sur I'usage
d’un variant de la luciférase dont lactivité est détectable uniquement a la suite de la
déglycosylation cytosolique de I'enzyme, devrait permettre de s’affranchir des biais liés a la

présence d’endotoxines (Lu ez al., 2018).
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L’activation des voies en aval des récepteurs TLRs stimule non seulement I'export
cytosolique des antigénes, et donc par extension leur dégradation protéasomique, mais favorise
aussi I'import endo/phagosomal et le chargement des peptides produits. Ainsi, la présence
d’endotoxines provoque le recrutement de TAP a la membrane des endosomes précoces
(Burgdorf e al., 2008). Par ailleurs, la liaison de TLR4 entraine P'activation de la kinase IKK2,
responsable de la phosphorylation de SNAP23. Phospho-SNAP23 stabilise ensuite I'arrimage
des endosomes de stockage de CMH-I, marqués par Rab11a, au phagosome. La fusion de ces
deux compartiments conduit 7z fine a Papport massif de molécules de CMH-I au niveau du
phagosome, le rendant de ce fait compétent pour la présentation croisée des antigenes

bactériens, particulaires ou cellulaires contenus dans la lumicre (Nair-Gupta ez 4/, 2014).

2.5.2. Phase intermédiaire

Dans les six a dix-huit heures suivant 'engagement des récepteurs TLRs, 'expression
des molécules de costimulation atteint son niveau maximal tandis que la capacité endocytique
des cellules dendritiques poursuit sa décroissance (Gil-Torregrosa ef al., 2004). Ce facteur ne
semble pourtant pas limiter de fagon notable la compétence des cellules dendritiques pour la
présentation croisée d’antigenes solubles et particulaires, puisque Iefficacité de cette derniere
augmente drastiquement 7z vitro et in vivo durant cette période (Alloatti ef a/., 2015; Drutman and
Trombetta, 2010). Par des mécanismes encore méconnus, lactivation des TLR4, 7, 8 et 9 aboutit
a la séquestration, dépendante de Rab34, des lysosomes dans la région périnucléaire des cellules
dendritiques (Alloatti e a/., 2015). Ainsi regroupés, les lysosomes se trouvent dans 'impossibilité
partielle de fusionner avec les phagosomes, ce qui se traduit par un retard de maturation de ce
compartiment et une dégradation ménagée des antigenes luminaux. Cette phase intermédiaire,
favorable au déroulement de la présentation croisée, n’est cependant que transitoire, puisque lui
succede une phase dite tardive au cours de laquelle I'induction de ce processus est presque

totalement inhibée.
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2.5.3. Phase tardive

La phase tardive débute autour de vingt heures post-stimulation. Durant cette période,
les formes non spécifiques d’internalisation des antigénes, comme la macropinocytose, sont
quasiment abrogées tandis que ’endocytose médiée par des récepteurs (via DEC-205 ou FcyR)
et la phagocytose demeurent actives (Platt ez o/, 2010). Si les études ne s’accordent pas toutes
sur Pefficacité de la présentation croisée des complexes immuns, liés par FcyR dans les BMDCs,
aprés vingt a quarante heures de traitement par le LPS (Gil-Torregrosa ef al., 2004; Platt ez al.,
2010), il semble clair que cette durée de stimulation conduit, de fagon générale, a une diminution
de la présentation des antigenes solubles et particulaires vza CMH-I (Alloatti e al., 2015; Samie
and Cresswell, 2015; Wagner ez a/, 2013). Comme précédemment, 'ampleur des mécanismes
d’internalisation ne semble pas constituer le déterminant principal de cette détérioration (Datta
et al., 2003; Wagner ef al., 2013). En effet, durant la phase tardive d’activation, I'inhibition de la
présentation croisée découle probablement, du moins partiellement, de la faible translocation
des antigénes dans le cytosol observée dans ces conditions (Gil-Torregrosa ef al., 2004). 1l est
possible que I'acidification importante du compartiment endocytique, produite par 'assemblage
des sous-unités Vo et Vi de la V-ATPase, soit responsable de cette baisse de 'export cytosolique
(Trombetta ez al., 2003). En parallele, I'induction, sous I'effet du LPS, du facteur de transcription
TFEB contribue massivement a la réduction de lefficacité de la présentation croisée par

I'intermédiaire, 1a aussi, d’'une acidification rapide du pH luminal (Samie and Cresswell, 2015).

Enfin, il est a noter que les résultats présentés dans cette section ont été tous obtenus
dans des cellules dendritiques dérivées de moelle osseuse et leur relevance dans les cDC1 et les

cDC2, aux spécificités fonctionnelles marquées, reste encore a démontrer.

Cette partie a montré la régulation extrémement fine auquel est soumis le déroulement
de la présentation croisée dans les cellules dendritiques. 1l ne s’agit cependant que d’un niveau
de controle opéré dans les cellules présentatrices d’antigenes. En effet, un degré supplémentaire
de complexité est atteint avec la participation des cellules donneuses d’antigenes a la régulation

de Iefficacité de la présentation croisée. Cet aspect sera développé dans la partie suivante.
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3. REGULATION DE LA PRESENTATION ET DE
L’ACTIVATION CROISEE GRACE A L’ INDUCTION DES
VOIES DE MORT CELLULAIRE DANS LES CELLULES
DONNEUSES D’ ANTIGENES

Si, comme présenté dans la partie précédente, la présentation croisée est controlée
extrémement finement dans les cellules présentatrices d’antigenes, un niveau supplémentaire de
régulation s’opere dans les cellules donneuses d’antigenes, par 'intermédiaire de I'induction de

certaines voies de mort cellulaire.

Dans cette section, seront décrites trois modalités de mort cellulaire impliquées dans Iactivation
croisée (« cross-priming »), parmi lesquelles la nécrose, mort cellulaire accidentelle et par
définition non-contrdlée, et deux voies de mort dites « régulées » (Galluzzi ef al, 2018):
I'apoptose et la nécroptose. J’insisterai particulicrement sur la caractérisation de la nécroptose,
dont le réle dans lefficacité de I'activation croisée se dessine désormais nettement, comme

discuté en fin de partie.

3.1. Voies de mort cellulaire régulatrices de P’activation
croisée

I’étude des mécanismes responsables de la mort des cellules a historiquement tout
d’abord opposé l'apoptose, considérée comme « physiologique » et controlée grace a une
cascade d’activation séquentielle des caspases, a la nécrose définie comme une « explosion »
cellulaire accidentelle. Je passerai brievement sur la caractérisation de la nécrose, qui bien que
nécessaire pour comprendre ses implications dans I'activation croisée, n’est 'objet d’aucune

régulation moléculaire, en raison de sa nature méme.
3.1.1. La nécrose accidentelle

Induit expérimentalement par des cycles de congélation et décongélation des cellules, ce
type de mort cellulaire est caractérisé par un gonflement des organelles et une rupture de la

membrane plasmique, responsable de la libération du contenu intracellulaire. D’origine
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Figure I.3.1. : Complexes de mort cellulaire activés en aval de TNFR1

A la suite de 'engagement de TNFR1 et de sa trimérisation (1), la formation du complexe I, fortement poly-
ubiquitinylé, conduit a I'activation de la voie NF-»B (2), indépendamment de Pactivité kinase de RIPK1 (inhibée
ici par une série de phosphorylations). Alternativement, I’activation de RIPK1 (réalisée notamment au travers de
I'inhibition de TAK1 ou IKK) conduit a la formation d’un intermédiaire poly-ubiquitinylé (iuRIPK1), support de
la formation du complexe 11b, responsable de I'apoptose dépendante de RIPK1 (5). En cas d’inhibition de caspase-
8, ce complexe évolue (?) vers la formation du nécrosome, une plateforme d’activation de RIPK3 et de sa cible,
Peffecteur terminal de la nécroptose MLKL. Figure également sur ce schéma le complexe Ila, un complexe pro-
apoptotique indépendant de la fonction kinase de RIPK1, formé a la suite de traitements inhibiteurs de la synthese
protéique (3). Le nécrosome peut également étre formé a partir de cette structure. Néanmoins en raison du caractére
probablement largement artificiel de ce complexe, jai choisi de I'effacer de la représentation initiale. Adapté de
Yuan ez al., (2019).
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accidentelle et initiée par des stress de nature physique, chimique ou mécanique, elle n’est

controlée par aucune voie de signalisation moléculaire (Galluzzi ez /., 2018).
3.1.2. Les voies de mort cellulaire régulées

J’ai choisi d’aborder I'induction des voies de mort cellulaire régulées a travers exemple
de 'engagement du récepteur au TNF de type 1 (TNFR1) car il s’agit de la situation la mieux
définie d’un point de vue expérimental. A travers cet exemple, les acteurs clés de ces voies, ainsi

que leurs modalités d’interaction seront exposés.
3.1.2.1. Le complexe I, un complexe de survie cellulaire

Les fonctions portées par le TNFa sont généralement associées a 'induction de sighaux
de survie cellulaire, par I'intermédiaire de la formation du complexe I. Celle-ci débute par la
liaison du TNFa a TNFR1, au niveau de la membrane plasmique, ce qui entraine la trimérisation
du récepteur et le recrutement de 'adaptateur TRADD et de la kinase RIPK1 (déja évoquée en
partie 1.1.1.) (Figure 1.3.1.). Cette protéine possede un statut particulier puisqu’en fonction du
complexe auquel elle est associée, elle peut favoriser la survie ou la mort cellulaire, vzz différents

mécanismes abordés dans cette partie et dans celles qui suivent.

Au sein du complexe I, RIPK1 subit une série de modifications post-traductionnelles qui
inhibent son activité kinase mais garantissent le maintien de son role structurant, essentiel a la
fonction pro-survie du complexe (Lee ef al, 2004). Les fondations de cet échafaudage
moléculaire reposent sur la poly-ubiquitination, en différentes positions, de RIPK1 par les E3
ubiquitine ligases cIAP1 et cIAP2 et par le complexe LUBAC (Bertrand ez /., 2008; Gerlach e
al., 2011; Haas ez al., 2009) (Figure 1.3.1.). En permettant le recrutement des hétérotrimeres
TAB2/TAB3/TAK1 et IKKa/IKKB/NEMO, I'ajout de ces chaines d’ubiquitine sur RIPK1
remodele en profondeur le complexe I et conduit a deux événements majeurs. D’une part,
comme explicité en partie 1.1.1., la phosphorylation du complexe IKK par TAKI1 entraine
l'activation de la voie NF-»B, responsable de I'expression du facteur anti-apoptotique cFLIPL
(Micheau ez al., 2001). D’autre part, les kinases activées TAK1, IKKa/B et TBK1 (également

recrutée grace aux chaines d’ubiquitine déposées par LUBAC) catalysent I'ajout de groupements
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Figure 1.3.2. : Carte des modifications post-traductionnelles, activatrices et inhibitrices de
RIPK1 chez ’homme et la souris

Représentation schématique des protéines RIPK1 murine (panel du haut) et humaine (panel du bas) de RIPK1. Y
figurent les sites de phosphorylations inhibitrices (par IKK, MK2 et TAK1) ou activatrices (souvent
autophosphotylations, notamment en S14/S15 et S166). Les chaines de polyubiquitine, nécessaites au recrutement
de IKK/NEMO ou TAK1/TAB2/TAB3 et a linhibition de RIPK1 au sein du complexe I, sont également
représentées. Enfin, le site de clivage par caspase-8, ainsi que les différents domaines constitutifs de la protéine et
leurs roles sont mentionnés. Adapté et enrichi de Yuan ez 4/, (2019).
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phosphates en diverses positions de RIPK1 (Dondelinger e7 al., 2019; Geng et al., 2017; Xu et
al., 2018) (Figure 1.3.2.). Toutes ces phosphorylations inhibent l'activité kinase de RIPKI,
nécessaire a 'exécution des voies apoptotique et nécroptotique (Figure 1.3.2.). Si cette série de
phosphorylations inhibitrices, cruciales pour le maintien de la fonction pro-survie du complexe
I, prend place a la membrane plasmique, il est également a noter qu’un second garde-fou de
I'activation de RIPK1, sous contréle de la kinase MK2, existe dans le cytoplasme (Dondelinger

et al., 2017, Menon et al., 2017).

Ainsi, la formation du complexe I promeut la survie cellulaire directement, grace a
I'induction de NF-»B, et indirectement, par I'intermédiaire de I'inhibition des fonctions pro-
apoptotiques et pro-nécroptotiques de RIPK1. A linverse, la déstabilisation du complexe I initie
le déclenchement de différentes voies de mort cellulaire et illustre la versatilité des activités de

RIPK1, comme explicité dans la partie suivante.
3.1.2.2. Iapoptose

Premiere modalité de mort cellulaire caractérisée au niveau moléculaire, apoptose est
définie par P'activation des caspases effectrices 3, 6 et 7 vers laquelle convergent les composantes
intrinséque et extrinseque de cette voie. Je commencerai par décrire les acteurs principaux de la
vole extrinseque, en m’appuyant toujours sur le modéle de linduction par TNFR1 et la
déstructuration du complexe I, avant d’aborder la voie intrinseque, dont certains aspects me
semblent pertinents du fait de leur contribution a 'immunoggénicité de I'apoptose (évoquée en

partie 3.2.2.2.).

Voie exctrinseque — apoptose dépendante de RIPKT

Lorsqu’elle est initiée en aval de TNFRI, la voie extrinséque repose sur la formation
d’un complexe cytosolique, appelé complexe IIb, dont la résultante en termes de mort cellulaire
est dictée en premier lieu par le degré d’ubiquitination de RIPK1, qui conditionne le recrutement
des kinases inhibitrices, et en second lieu par la disponibilité cellulaire des isoformes de cFLIP.
Ainsi, la perturbation de 'ubiquitination de RIPK1 et de ses conséquences, induite notamment

grace a l'utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques de cIAP1/2 et de TAK1, provoque la levée
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de la répression exercée par les kinases TAK1 et IKK (Dondelinger e al., 2019) et 'accumulation
de RIPK1 autophosphorylée au sein du complexe I (Amin ez 4/, 2018). Ainsi activée, RIPK1 se
dissocie du complexe I pour rejoindre le cytosol sous forme d’un intermédiaire hautement
insoluble (Figure 1.3.1.). Il est possible que 'adoption de cette forme facilite la dimérisation de
RIPK1 (Meng ez al., 2018) et son association, au sein du complexe IIb, avec I'adaptateur FADD,
la caspase-8 et possiblement la kinase RIPK3, dont nous développerons la fonction

nécroptotique ultérieurement (Figure 1.3.1.).

En dépit de la présence de RIPK3 dans le complexe cytosolique IIb, ce dernier ne
conduit pas systématiquement a l'initiation de la nécroptose. L’issue de la formation de ce
complexe dépend en effet de la disponibilité cellulaire des isoformes de cFLIP, cFLIPL et
cFLIPs, tous deux régulateurs de P'activité de la caspase-8. En effet, cFLIP1, par intermédiaire
de son association avec cette caspase, stimule partiellement son activité protéolytique (Oberst ez
al., 2011) tandis que cFLIPslinhibe totalement (Feoktistova ez 4/, 2011). Ainsi, en favorisant ou
au contraire en bloquant la dégradation de RIPK1 et RIPK3 par caspase-8, 'abondance relative
des isoformes cFLIPL et cFLIPs dicte la sensibilité des cellules vis-a-vis de la nécroptose. Si les
déterminants de 'engagement de caspase-8 avec elle-méme ou avec les isoformes de cFLIP sont
encore méconnus, il est cependant clair que seule ’homodimérisation de cette caspase initiatrice

conduit a I'activation des caspases effectrices 3, 6 et 7 et a exécution de 'apoptose extrinseque.

Par ailleurs, il est a noter qu’il existe également une voie extrinseque d’induction de
I'apoptose, indépendante de I'activité kinase de RIPK1. Cette voie est déclenchée par I'inhibition
tardive de NF-»B et entralne la formation du complexe Ila constitué de TRADD, FADD et
caspase-8 (Figure 1.3.1.). La relevance physiologique de cette voie, probablement largement

artificielle, reste cependant a démontrer (Amin e# al., 2018; Micheau ez al, 2001).

Enfin, 'apoptose extrinséque peut aussi étre initiée en aval d’autres récepteurs de mort,
comme Fas (CD95). Dans ce cas, elle implique I'association d’'un complexe appelé DISC,

composé uniquement de FADD et caspase-8, a I'origine de l'activation de cette derniere.

Si apoptose peut étre déclenchée par des sighaux externes, comme TNFu ou le ligand
de Fas, elle est également provoquée par certains stress intracellulaires et implique dés lors

d’autres voies, distinctes mais connectées a la voie extrinseéque.
b
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Figure 1.3.3. : Caractéristiques morphologiques de I’apoptose

(a) Manifestations cellulaires de 'apoptose. Il manque sur ce schéma I’émission terminale de corps apoptotiques a
pattir des bourgeons membranaires. Adapté de Hotchkiss e¢f @/, (2009). (b) Obsetrvation de cellules RAW264.7
(macrophages) apoptotiques (induction par TNF et mimétiques de Smac) au microscope électronique a balayage.
Les bourgeons membranaires sont particuliérement visibles. Tiré de Zhang ¢t al., (2018).
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Vode intrinseque — apoptose déipendante du relargage du cytochrome ¢

Sous linfluence de divers sighaux, comme la présence de dommages a TADN ou le
traitement par certains agents chimiothérapeutiques, le facteur Bak est relocalisé a la membrane
mitochondriale externe ou il s’associe avec la protéine cytosolique Bax. La perturbation de
Iintégrité membranaire provoquée par I'oligomérisation de Bak et Bax entraine la libération
dans le cytoplasme du cytochrome ¢, normalement séquestré dans la mitochondrie. Comme
décrit en partie 2.4.1., le relargage cytosolique du cytochrome ¢ conditionne la formation de
I'apoptosome, une plateforme d’activation de la pro-caspase 9 initiatrice. Cette derniere clive

ensuite les caspases effectrices 3, 6 et 7, nécessaires a 'exécution de 'apoptose.

I est par ailleurs intéressant d’observer que des connexions existent entre les voies extrinséque
et intrinseque : ainsi, ’association entre Bak et Bak est facilitée par la protéine tBid, activée par
clivage grace a la caspase-8. Nous verrons par la suite que cette fonction de la caspase-8 revet

une importance particuliere dans 'induction des formes immunogenes de 'apoptose.

Les voies intrinseque et extrinséque convergent toutes deux vers lactivation des
caspases effectrices 3, 6 et 7, dont 'activité protéolytique dicte la morphologie typique adoptée

par les cellules apoptotiques.

Caractéristiques morphologiques de I'apoptose

L’activation des caspases effectrices aboutit au clivage de milliers de substrats protéiques
porteurs de fonctions cruciales pour le maintien de '’homéostasie cellulaire. En particulier, la
dégradation de nombreuses protéines structurelles modifie en profondeur la morphologie
cellulaire. Ainsi, au niveau macroscopique, les cellules apoptotiques montrent une réduction du
volume cellulaire associée au développement de bourgeons membranaires, libérés sous forme
de corps apoptotiques et marqués par externalisation de la phosphatidylsérine (Figure 1.3.3.).
Si, lors de la phase précoce de I'apoptose, 'intégrité membranaire des cellules mourantes est
maintenue, ce n’est plus le cas au cours de la phase tardive durant laquelle des évenements de
rupture membranaire surviennent. On patle alors de nécrose secondaire. Récemment, une étude

a proposé que gasdermine E, une protéine pourtant caractéristique d’un autre type de mort
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cellulaire (i e. la pyroptose), controle la progression des cellules apoptotiques vers I’état de
nécrose secondaire (Rogers e al., 2017). Ces résultats, qui complexifient encore davantage notre

idée du déroulement de 'apoptose, restent cependant a confirmer.
3.1.2.3. La nécroptose

Egalement initiée, entre autres, en aval de TNFR1, la nécroptose est une forme de mort
cellulaire régulée définie par sa dépendance exclusive vis-a-vis de P'activation séquentielle des
kinases RIPK3 et MLKL. Comme brievement exposé dans la partie précédente, lactivité
protéolytique de la caspase-8 constitue un frein majeur a l'initiation de cette voie. L’induction
de la nécroptose repose donc d’'une part, comme I'apoptose, sur la levée de I'inhibition de
RIPK1, et d’autre part sur I'inactivation de la caspase-8 (provoquée expérimentalement par
'utilisation d’inhibiteurs de caspases a large spectre comme zVAD-FMK) a Tlorigine de la
stabilisation de RIPK1 et RIPK3. Ces deux protéines constituent les éléments de base du
complexe Ilc, aussi appelé nécrosome et responsable de Iinduction nécroptotique (Figure

1.3.1).

Lorigine de ce complexe demeure discutée mais certains résultats récents suggerent qu’il
découlerait d’un complexe IIb, rendu inactif par Iinhibition de caspase-8. En effet, 'E3
ubiquitine ligase Pellino-1 pourrait simultanément bloquer ’activation de la caspase-8 et faciliter
I'association de RIPK1 et RIPK3 au sein du nécrosome, par 'intermédiaire de la conjugaison
d’une nouvelle chaine d’ubiquitine sur RIPK1 (de Almagro ef al., 2017, Wang ez al., 2017a)
(Figure 1.3.1. et Figure 1.3.2.). Si le réle de Pellino-1 dans la formation du nécrosome reste a
confirmer, d’autres aspects de I'assemblage de ce complexe sont définis avec davantage de
certitudes. Ainsi, Iinteraction entre RIPK1 et RIPK3 est principalement médiée par leurs
domaines RHIM respectifs (Cho ez al., 2009; Li ez al., 2012). Bien que nécessaire pour nucléer la
formation du nécrosome, la liaison initiale entre RIPK1 activée et RIPK3 n’est pas suffisante
pour induire la nécroptose (Wu ez al, 2014). L’activation de cette voie requiert en effet le
recrutement additionnel de nouveaux monomeres de RIPK3, qui par lintermédiaire
d’interactions homotypiques, s’associent entre eux pour former des homodimeéres
RIPK3/RIPK3 (Wu ez al., 2014). Cette homodimérisation catalyse 'autophosphotrylation de

RIPK3 au niveau des résidus thréonine2s1 et sérine232 (chez la souris), ce qui conduit a "'adoption
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Figure I.3.4. : Formation du nécrosome et activation de MLKL

(a) L’activation de récepteurs « de mort» comme Fas, TNFR1 ou TRAILR par leurs ligands respectifs peut
entrainer, sous certaines conditions, la formation du nécrosome (aussi appelé complexe 1lc) et constitué des
protéines RIPK1, RIPK3 et MLKL. (b) Par I'intermédiaire de son domaine RHIM, RIPK3 lie RIPK1, ce qui active
une série de transphosphorylations, responsables 7 fine de 'oligomérisation et de I'activation de RIPK3. () Une
fois activée, RIPK3 phosphoryle MLKL au niveau de résidus situés au niveau d’une boucle d’activation. Cette
modification post-traductionnelle provoque un changement conformationnel a 'origine de la libération du domaine
4HB (4 Helix Bundle) N-terminal de MLKL. (d) Par l'intermédiaire du domaine 4HB, MLKL s’insére dans les
membranes biologiques et induit leur rupture. Le mécanisme d’action de MLKL demeure en grande partie obscur,
mais chez la soutis, il semble que I'oligomérisation de la protéine, consécutive a son activation par RIPK3, conduise
a la formation de pores membranaires selon une steechiométrie encore mal définie. Adapté de Yuan ez a/, (2019).
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d’une conformation permissive pour le recrutement et activation de 'effecteur terminal de la

nécroptose : MLKL (McQuade e7 a/., 2013) (Figure 1.3.4.).

Avant d’aborder les modalités de fonctionnement de MLKL, il convient de souligner a ce stade
le caractére nécessaire et suffisant de ’'homodimérisation/oligomérisation de RIPK3 pour le
déclenchement de la nécroptose (Orozco et al., 2014). Cette propriété a en effet été exploitée
par plusieurs groupes afin de développer des outils « purs » d’'induction de la nécroptose. Ces
travaux sont a 'origine de la caractérisation précise du role de cette voie de mort cellulaire dans
la régulation des réponses immunitaires antitumorales, raison pour laquelle ils seront détaillés

de facon approfondie en partie 3.2.2.3.

L’identification chez ’homme (Sun ez al,, 2012), puis chez la souris (Murphy ef al., 2013),
de la pseudokinase MLKL comme cible principale de RIPK3 a permis d’éclairer de fagon
substantielle les événements a I'origine de la mort cellulaire survenant a I'issue de la nécroptose.
J’ai choisi de ne traiter, dans cette partie, que de la forme murine de MLKL, puisque c’est de

cette derniere qu’il s’agira dans la description des résultats obtenus.

MLKL est une pseudokinase constituée de trois domaines agencés de facon bien précise dans
I'espace: a Tétat basal, le domaine N-terminal composé de 4 hélices o est replié, par
I'intermédiaire de la région « brace », sur le domaine pseudokinase C-terminal (Hildebrand e a/,
2014) (Figure 1.3.4.). La conformation monomérique fermée de MLKL définie ci-dessus, bien
qu’inactive, est capable de s’associer avec la forme phosphorylée et active de RIPK3. Cette
interaction transitoire, ainsi que la phosphorylation cruciale du résidu sérinesss qui en résulte,
conduisent au déplacement de la région brace, a la libération du domaine N-terminal et au
passage de MLLKL sous forme active (Hildebrand ez a/, 2014; Murphy e# al., 2013; Rodriguez ez
al., 2016) (Figure 1.3.4.). Chez la souris, ce changement conformationnel, mimé par le mutant
S345D, est nécessaire et suffisant a 'oligomérisation de MLKL et a I'induction de la nécroptose
(Murphy ez al., 2013; Rodriguez et al., 2016; Tanzer ef al., 2015) par 'intermédiaire de I'insertion
des domaines N-ter de MLLKL dans les membranes biologiques, sous forme de triméres
(Hildebrand ez al., 2014), de tétrameres (Chen ef al., 2014) ou d’octameres (Huang ez al., 2017).
Récemment, il a également été proposé que les TAM kinases Tyro3, Axl et Mer catalysent la

phosphorylation du résidu tyrosinesss hautement conservé de MLKIL et participent a son
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oligomérisation (Najafov ez al,, 2019). Selon ce modele, la phosphorylation initiale de MLKL par
RIPK3 autoriserait I'interaction de Tyro3, Axl et Mer avec le domaine pseudokinase de MLKL
et 'ajout ultérieur d’un phosphate sur la tyrosines. 1l est possible que cette phosphorylation,
proche de I'essentiel résidu serinesss, stabilise la conformation active de MLLKL au niveau des

membranes et facilite 'association des domaines N-ter entre eux (Najafov ez a/., 2019).

Silintégration de phospho-MLKL a principalement ét¢ documentée au niveau de la membrane
plasmique, sa liaison a divers phosphoinositides (Dondelinger ez a/, 2014; Tanzer et al., 2016) lui
permet également de s’associer 4 une grande variété d’organelles. A ce jour, phospho-MLKIL. a
en effet été détectée au niveau des endosomes (Yoon ez al., 2017), des lysosomes (Wang e al.,
2014; Yoon et al., 2017), des mitochondries (Wang ez /., 2014; Yang ez al., 2018) et du réticulum

endoplasmique (Wang e al., 2014).

Cette propriété d’oligomérisation et d’insertion de phospho-MLKL dans les membranes
biologiques est nécessaire a sa fonction « pro-mort» et est donc considérée comme une
caractéristique majeure des cellules nécroptotiques. Cependant, la nature du mécanisme médié
par cette protéine et responsable de la rupture membranaire demeure largement inconnu. Chez
la souris, MLLKL forme des pores d’environ 4,5 nanomeétres de diametre (Ros ez a/., 2017). De
facon analogue a la situation décrite chez ’homme (Chen ez al, 2014; Xia ez al., 2016), ces pores
pourraient générer des flux ioniques (Na+, Mgz+, Caz+ ?), a Porigine d’un déséquilibre osmotique

conduisant 7 fine, a la rupture membranaire (Hildebrand ez a/., 2014).

Si MLKL catalyse 'exécution de la nécroptose a la membrane plasmique, elle remplit
¢galement d’autres fonctions lorsqu’elle est recrutée a la surface des compartiments
intracellulaires. Ainsi, les pores formés par MLLKL dans la membrane mitochondriale externe
permettent la translocation de RIPK3 dans I'espace intermembranaire, la phosphorylation du
complexe pyruvate déshydrogénase et la production d’especes réactives de Poxygene (Yang ef
al., 2018). La participation de ces dérivés oxygénés a la nécroptose (Zhang et al., 2017), bien
quavérée dans certains types cellulaires, n’est cependant pas enticrement généralisable. Par
ailleurs, lorsqu’elle est assemblée a la membrane des endolysosomes, MLKL perturbe le flux

autophagique (Frank ez 4/, 2019).
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Figure 1.3.5. : Caractéristiques morphologiques de la nécroptose

(a) Manifestations cellulaires de la nécroptose. Adapté de Fink and Cookson, (2005). (b) Obsetrvation de cellules
RAW264.7 (macrophages) nécroptotiques (induction par TNF, mimétiques de Smac et Z-VAD) au microscope
électronique a balayage. Le gonflement cellulaire est frappant. Tiré de Zhang ez al., (2018).
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11 est également a noter que MLKL peut étre activée a la suite de la stimulation d’autres
récepteurs, comme les TLRs 3 et 4, dont la signalisation dépend de 'adaptateur TRIF. Dans ce
cas, Iinteraction homotypique entre le domaine RHIM de TRIF et celui de RIPK3 permet

d’outrepasser le recrutement de RIPK1 pour la formation du nécrosome (He ez al., 2011).

Quelle que soit la voie employée, les manifestations morphologiques de la nécroptose sont
similaires. Comme les cellules nécrotiques, les cellules nécroptotiques présentent un gonflement
du cytoplasme et des organelles, suivi par la rupture de la membrane plasmique et la fuite du
contenu intracellulaire (Figure 1.3.5.). De facon intéressante, au cours de la nécroptose, la
perméabilisation des organelles, et notamment du lysosome, précéde la perte d’intégrité de la
membrane plasmique (Vanden Berghe ez 4/, 2010), ce qui pourrait suggérer un ciblage précoce
des compartiments intracellulaires par MLKL. Enfin, peu de temps avant la rupture de la
membrane plasmique, les cellules nécroptotiques externalisent la phosphatidylsérine au cours
d’un processus dépendant de la phosphorylation de MLLKL (Gong 7 al., 2017a; Zargarian et al.,
2017). Durant cette période, la libération de petites vésicules marquées pour la
phosphatidylsérine est également observée (Zargarian ef al, 2017). Nous reviendrons sur la

nature de ces vésicules et leur relevance biologique en Partie 3.2.2.3.

3.1.2.4. Interconnexions entre voies apoptotique et nécroptotique

L’¢élucidation des voies moléculaires sous-jacentes au déroulement de la nécroptose a été
ponctuée, et méme souvent déclenchée, par la découverte d’inhibiteurs pharmacologiques
spécifiques des acteurs de cette voie. Ainsi, I'identification de nécrostatine-1, et de son dérivé
stable nécrostatine-1s, a permis de mettre en évidence le réle clé de la fonction kinase de RIPK1
dans 'apoptose et la nécroptose (Degterev e al., 2008). Le développement ultérieur d’inhibiteurs
de lactivité kinase de RIPK3, comme les drogues GSK’ 843 et GSK’ 872, a de son coté révélé
la présence d’interconnexions entre les voies nécroptotique et apoptotique. En effet, I'utilisation
de ces inhibiteurs peut provoquer l'activation des caspases, caractéristique de l'induction
apoptotique (Mandal e7 a/., 2014). Dans ce contexte, la stabilisation de RIPK3 par GSK’ 843 et
GSK’ 872 lui confere un role de protéine d’échafaudage au cours de la formation d’un complexe
similaire au complexe IIb, constitué de FADD, RIPK1, caspase-8 et cFLIPL. Ces résultats

concordent parfaitement avec des observations réalisées dans un modele murin porteur d’une
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version catalytiquement inactive de RIPK3 : ces souris présentent une mortalité embryonnaire,
autour du jour 11,5, causée par une apoptose massive, dépendante de RIPK1 (Newton ez al,

2014).

La compréhension du déroulement de ces voies de mort cellulaire permet d’élucider
avec précision leur contribution a de nombreuses fonctions physiologiques. Comme je
I’'aborderai dans la partie suivante, ces voies contribuent largement a la régulation des réponses

immunitaires, notamment en réponse a des traitements chimiothérapeutiques.
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3.2. Influence des voies de mort cellulaire sur Pefficacité de
P’activation croisée

Les cellules mortes ou mourantes renferment une quantité d’informations considérable,
capables de renseigner le systéme immunitaire sur la cause physiologique ou pathologique de la
mort, et donc sur la nécessité ou non d’induire une réponse. Dans cette partie, nous verrons
comment, en engageant 'une ou I'autre des voies sus-décrites, les cellules donneuses d’antigenes
peuvent influencer (et de quelle facon) différentes étapes de la présentation croisée. Nous
essalerons ensuite de rendre compte de la complexité de l'intégration de ces signaux a I’échelle
de la mise en place d’une réponse immunitaire cytotoxique, en montrant que I'efficacité de cette
derniére tient non seulement a la nature de la voie de mort cellulaire engagée, mais également

au contexte biologique dans lequel elle s’opére.

3.2.1. Les cellules mourantes, sources d’information pour les
cellules dendritiques

In vivo, Pactivation croisée des lymphocytes T CD8+ naifs requiert la libération de grandes
quantités d’antigénes, de I'ordre de la dizaine de microgrammes, par les tissus périphériques
(Kurts ezal., 1998). A Pinverse, lorsque les antigénes sont dérivés de cellules mourantes, quelques
nanogrammes suffisent a induire une prolifération maximale des lymphocytes T CD8+ naifs (Li
et al., 2001). Ces observations précoces ont fait émerger I'idée selon laquelle les antigenes
associés aux cellules mourantes constituaient la source principale de matériel utilisée au cours

de la présentation croisée.
3.2.1.1. Une source d’antigénes pour la présentation croisée

S’il existe un consensus sur le fait que les cellules mourantes constituent une source
d’antigénes primordiale pour I'induction d’une réponse immune T CD8+, qu’elle soit tolérogene
ou cytotoxique, la nature des antigenes transmis aux cellules dendritiques est quant a elle 'objet
de divergences entre les différents groupes. Cette partie a donc pour objectif d’expliciter les
bases théoriques et expérimentales des trois grandes hypotheses relatives a la nature de ces

antigenes.
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Afin de déterminer quel type d’antigene les cellules mourantes transferent aux cellules
dendritiques en vue de la présentation croisée, 'équipe de Jonathan Yewdell s’est appuyée sur
un systeme d’infection virale et d’irradiation de cellules donneuses d’antigenes. Toute I’élégance
de ce systeme réside dans I'ingéniosité des constructions exprimées par le virus : si les deux
constructions portent bel et bien I'antigene d’intérét, 'une des versions de antigene est marquée
par P'ubiquitine et sera donc dégradée rapidement par le protéasome, une fois exprimée dans les
cellules donneuses infectées (Norbury e al, 2004). Ainsi, si les peptides issus de la dégradation
protéasomique constituent un substrat préférentiel pour la présentation croisée par les cellules
dendritiques, les cellules mourantes porteuses de la construction ubiquitinylée devraient générer
une réponse cytotoxique plus robuste que celles exprimant I'antigéne « nu ». I’observation
inverse indiquerait quant a elle que les cellules dendritiques réalisent la présentation croisée
principalement a partir de protéines intactes. Les résultats obtenus supportent la deuxieme
proposition et suggerent donc que les cellules dendritiques engagent préférentiellement les
substrats du protéasome, plutét que ses produits, dans les voies de présentation croisée
(Notbury et al, 2004). Un autre argument en ce sens provient du fait que Pefficacité de la
présentation croisée est absolument conditionnée par la localisation cytosolique, membranaire
ou sécrétée de l'antigene dans les cellules donneuses (Shen and Rock, 2004). Par ailleurs, la
déplétion sélective de 'antigene sous forme intacte dans les cellules donneuses abolit totalement
I'exécution de la présentation croisée par les cellules dendritiques (Shen and Rock, 2004). Ce
faisceau d’indications expérimentales en faveur de I'importance de la transmission d’antigenes
préservés aux cellules dendritiques a trouvé une illustration particuliecrement intéressante dans
le cas d’infection chronique a HIV-1. Ainsi, chez les patients atteints, la fréquence des
lymphocytes T CD8+ auto-réactifs est proportionnelle a 'abondance des lymphocytes T CD4+
rendus apoptotiques a la suite de I'infection par HIV-1. Les auteurs de cette étude ont donc
proposé que dans les lymphocytes T CD4+ apoptotiques, l'activation des caspases génére le
clivage partiel d’antigenes du soi. L’internalisation par les cellules dendritiques de ces antigenes,
en partie préservés, favoriserait leur engagement dans la voie cytosolique et leur présentation

aux lymphocytes T CD8+ auto-réactifs (Rawson ez al., 2007).

Ces résultats séduisants ont cependant été nuancés par I’émergence d’une seconde
hypothése. Dans celle-ci, les antigénes transmis aux cellules dendritiques par les cellules

mourantes ne sont plus des protéines partiellement intactes, mais des peptides. Les travaux de
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Matthew Albert ont en effet révélé que l'injection de cellules apoptotiques infectées par
influenza conduit z wvivo a Tlinduction d’une réponse cytotoxique spécifique, fortement
dépendante de l'activité du protéasome dans les cellules donneuses d’antigenes (Blachere ef a/,
2005). Ces peptides « préts a 'emploi » fournis par les cellules apoptotiques sont néanmoins peu
stables et se trouvent souvent associés a des protéines chaperonnes sous forme de complexes
trés immunogenes (Callahan ez @/, 2008; Suto and Srivastava, 1995). En conséquence, la
déplétion simultanée de ces chaperonnes (gp96, Hsp70, Hsp90 et calréticuline) abolit la capacité

des lysats de cellules nécrotiques a induire une réponse cytotoxique 7 vivo (Binder and Srivastava,

2005).

Enfin, les autophagosomes formés dans les cellules donneuses pourraient également
jouer un role de vecteur d’antigénes pour la présentation croisée par les cellules dendritiques (Li
et al., 2008). Méme s’il ne s’agit pas d’une voie de mort cellulaire a proprement patler,
I'autophagie précede souvent linitiation de lapoptose et son inhibition dans les cellules
donneuses d’antigenes compromet I'induction d’une réponse T CD8+ spécifique (Li ez al., 2008;

Uhl ez al., 2009).

Si, comme nous venons de I'exposer, les cellules mourantes constituent une indiscutable
source d’antigénes variés pour la présentation croisée, il convient de garder a I'esprit que les
cellules vivantes possedent également cette propriété. Les cellules dendritiques sont en effet
capables d’internaliser des antigénes provenant de cellules tumorales vivantes et de les présenter

aux lymphocytes T CD8+ afin d’initier des réponses immunitaires protectrices (Matheoud ez a/,

2010, 2011).

L’acquisition par les cellules dendritiques d’antigenes dérivés de cellules mourantes
repose sur I'identification de ces cellules donneuses grace aux signaux qu’elles émettent. En
raison de leur caractérisation extrémement précise, les signaux produits par les cellules

apoptotiques seront principalement abordés ici.

Dans le but de guider la migration des cellules dendritiques, les cellules mourantes
libérent des signaux chimiotactiques appelés signaux « find me » (« trouve-moi »). Ces signaux
comprennent notamment des nucléotides, et particulicrement PATP et 'UTP, délivrés de fagon

controlée par les canaux PANXI dans les cellules apoptotiques ou libérés a la suite de la rupture
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membranaire dans les cellules nécrotiques et nécroptotiques (Chekeni ef a/., 2010). Quel que soit
le mode de délivrance des nucléotides, leur détection par le récepteur P2RY?2, exprimé a la
surface des phagocytes, facilite la clairance des cellules mortes ou mourantes (Elliott ez a/., 2009).
Les molécules «find me» responsables de Ilattraction des cellules phagocytaires sont
nombreuses et le but n’est évidemment pas ici d’en dresser une liste exhaustive. Il semble
cependant intéressant, dans le cadre de cette partie relative a 'influence de la signalisation de
mort sur I'induction des réponses immunes, de mentionner que RIPK1 controle directement la

sécrétion des chimiokines IL-8 et MCP-1 dans les cellules apoptotiques (Cullen ef al., 2013).

Arrivées au lieu du dommage cellulaire, les cellules phagocytaires distinguent ensuite les
cellules vivantes des cellules mourantes par I'intermédiaire de I'exposition de signaux « eat me »
(« mange-moi »), parfaitement décrits chez les cellules apoptotiques. L’induction de apoptose
est en effet caractérisée par 'externalisation précoce de la calréticuline, suivie par celle plus
tardive de la phosphatidylsérine. Ces deux molécules se regroupent au sein de zones
membranaires restreintes et séparées spatialement des zones contenant les signaux « don’t eat
me» («ne me mange pas») comme CD47 reconnu par SIRPa (Gardai e al, 2005). La
séquestration de la calréticuline et de la phosphatidylsérine sous forme de « patches » facilite leur
reconnaissance et leur engagement respectif par les récepteurs LRP-1 (CD91) (Subramanian ez
al., 2014) et Tim-3 (Nakayama ez al., 2009), a la surface des cellules dendritiques. En lien avec les
considérations abordées en partie 2.3.2., il est aussi a noter que la formation de cette « synapse
apoptotique », et 'efférocytose qui en découle, est probablement facilitée dans les cDC1 par
rapport aux cDC2, en raison de leur expression supérieure des récepteurs sus-cités (Nakayama
et al., 2009; Subramanian ez a/., 2014). J’ai mentionné ces deux récepteurs a titre d’exemple en
raison de leur expression différentielle entre cDC1 et cDC2, mais il est important de garder a
Pesprit qu’il en existe une multitude d’autres qui ceuvrent de fagon redondante dans la clairance
des débris apoptotiques et la présentation croisée des antigénes associés (Miyanishi ez a/., 2007,

Murshid ef al., 2010; Schulz ef al., 2002).

En Pabsence d’efférocytose efficace, les cellules apoptotiques entrent en nécrose
secondaire et liberent, a I'instar des cellules nécrotiques, d’autres sighaux « find me », parmi
lesquels SAP130, une protéine associée au spliceosome et liée par le récepteur Mincle sur les

cellules phagocytaires (Yamasaki ez 4/, 2008). Contrairement a I'apoptose précoce, ces deux
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modalités de mort sont caractérisées par la perte d’intégrité de la membrane plasmique et la
formation de la « synapse apoptotique » décrite ci-dessus est donc impossible. L’internalisation
du matériel cellulaire issu des cellules apoptotiques tardives, nécrotiques ou nécroptotiques est
donc médiée par macropinocytose plutot que par 'intermédiaire de récepteurs dédiés (Krysko
et al., 2003, 20006). Si la nature lytique ou non des voies de mort cellulaire semble conditionner
la facon dont les antigénes sont internalisés et présentés par les cellules dendritiques, elle dicte

également la nature des médiateurs inflammatoires libérés.

3.2.1.2. Une source de DAMPs

Comme précédemment démontré, les cellules apoptotiques, nécrotiques et
nécroptotiques constituent toutes trois des sources d’antigénes majeures pour la présentation
croisée. En revanche, leurs caractéristiques intrinseques ne leur conférent pas le méme potentiel
immunogene, en tout cas, tel qu’initialement considéré. Nous reviendrons sur la réalité de cette

supposition dans la partie suivante.

Mort physiologique par excellence, 'apoptose concerne chaque jour des millions de
cellules. Si leur élimination rapide par efférocytose limite entrée en nécrose secondaire et la
libération de médiateurs inflammatoires, les cellules apoptotiques disposent également de
mécanismes actifs de répression des DAMPs. Afin de les illustrer, je prendrai 'exemple de
HMGBI1, un DAMP aux propriétés immunogenes fondamentales, régulé différentiellement
dans les cellules apoptotiques, nécroptotiques et nécrotiques. Dans les cellules apoptotiques,
HMGRB!1 reste majoritairement attachée a la chromatine (Scaffidi ez a/., 2002) et la fraction infime
qui s’en dissocie est neutralisée par les especes réactives de 'oxygene produites sous I'effet des
caspases activées (Kazama ez al., 2008). La libération minime, voire absente, de DAMPs par les
cellules apoptotiques s’accompagne également de la sécrétion dune cytokine anti-
inflammatoire, le TGF-8, a partir de stocks intracellulaires préexistants (Chen ez a/., 2001). Ces
deux phénomenes participent a la création d’un micro-environnement suppresseur a l'origine
de la capacité¢ limitée des cellules dendritiques a induire I'expression des molécules de
costimulation (Basu ez a/, 2000) et a sécréter des molécules pro-inflammatoires (Scaffidi ez al.,

2002).
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Figure I1.3.6. : Types de molécules libérées lors de ’'induction des voies de mort cellulaire

(a) Les cellules mourantes liberent différents types de signaux « trouve-moi » (« find me ») ayant pour but de guider
les cellules immunitaires sur le lieu du dommage cellulaire. II est possible que ces signaux différentiels attirent des
types cellulaires différents, et soient donc a 'origine de I'initiation de réponses adaptées au type de mort cellulaire
rencontré. (b) L’exposition de sighaux « mange-moi» (« eat me ») facilite P'internalisation de matériel dérivé de
cellules mourantes ou mortes. L’évolution du processus de mort conditionne I'apparition séquentielle de ces
signaux : I'externalisation de la calréticuline correspond par exemple a un signal précoce, pro-inflammatoire, tandis
celle de la phosphatidylsérine, plus tardive, présente des propriétés anti-inflammatoires. (c) La nécroptose (et
P'apoptose immunogeéne, abordée par la suite) provoquent la libération de molécules de danger, appelées DAMPs,
et reconnues par une grande variété de récepteurs dédiés. Si la liaison de la plupart de ces molécules conduit a une
réponse pro-inflammatoire, la fixation de ces mémes molécules par d’autres récepteurs génere une réponse
opposée. Tiré de Zitvogel ¢z al., (2010).
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La situation miroir est observée dans les cellules nécrotiques : considérée comme un
signal de danger, la nécrose est responsable de I'émission d’'une multitude de DAMPs (voir
description du role des complexes actine/myosine liés par Clec9a en partie 2.4.3.) dont le but
est d’alerter le systeme immunitaire environnant (Figure 1.3.6.). Ainsi, I'induction nécrotique
conduit a la dissociation de HMGB1 de la chromatine et a sa diffusion passive (Scaffidi e al.,
2002). Possiblement grace a sa liaison a diverses cytokines ou ligands TLRs, HMGB1 stimule la
production de TNFu par les cellules dendritiques (Scaffidi ez 4/, 2002) et joue un role adjuvant
dans I'initiation des réponses immunes z vivo (Rovere-Querini ef al., 2004). De fagon analogue,
toujours en conditions nécrotiques, la libération de la protéine chaperonne Hsp90 (Basu ez a/,
2000; Doody e# al., 2004) ou des cristaux d’acide urique (Shi ez a/., 2003) entraine également la
maturation des cellules dendritiques avoisinantes, la production de cytokines pro-
inflammatoires et facilite en conséquence la présentation croisée et I'induction sélective de

réponses T CD8-+ cytotoxiques.

S’il est aujourd’hui simpliste de penser que la production de DAMPs est forcément
synonyme d’inflammation, les profils différentiels d’émission de ces molécules au cours de
I'apoptose et de la nécrose ont longtemps conditionné la perception respectivement anti- et pro-

inflammatoire de ces deux modalités de mort cellulaire.

3.2.2. Régulation de Pactivation croisée par les voies de mort
cellulaire

3.2.2.1. Une dichotomie initiale apoptose/nécrose

Les antigenes dérivés de cellules apoptotiques, générées notamment par irradiation, sont
efficacement internalisés (Subramanian ef 4/, 2014). Cependant en raison de la nature non-
Iytique et donc « silencieuse » de cette voie de mort et du contexte « priori stérile dans lequel elle
s’opere, il a longtemps été considéré que la présentation de ces antigénes aux lymphocytes T
CD8+ conduisait au développement exclusif de réponses immunitaires tolérogenes. Cette
hypotheése a initialement largement été soutenue par une série d’études réalisées dans un modele
murin d’hypersensibilité de type IV dite « retardée » : deux jours apres 'injection intraveineuse

ou oculaire de splénocytes apoptotiques couplés a un antigene, le TNP, les souris sont

52



En respect du droit d'auteur et de la
propriété intellectuelle, ce contenu a

été retiré de cette version

Figure 1.3.7. : Mécanismes d’induction de la tolérance par les cellules apoptotiques en
conditions « stériles »

En conditions stériles, 'induction apoptotique conduit a la libération de DAMPs, comme HMGB1, mais dont
Pactivité est neutralisée par oxydation. Cet environnement tolérogéne conduit a la différentiation de lymphocytes
T CD4* régulateurs, responsables de I'inhibition des leurs homologues activés. Ainsi, en ’absence de lymphocytes
T CD4* capables de supporter leur activation, les lymphocytes T CD8* acquiérent un phénotype particulier
caractérisé par la production du ligand TRAIL. Ce dernier induit, aprés fixation a son récepteur, I'apoptose des
lymphocytes T CD4* et T CD8". En I'absence de réponses pro-inflammatoires, une réponse tolérogene est donc
observée. Tiré de Green ¢ al., (2009).
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immunisées par voie sous-cutanée avec ce méme antigene. Quatre jours apres immunisation,
I'injection de I'antigene dans un coussinet et d'une solution contréle dans 'autre coussinet
permet la comparaison, apres vingt-quatre heures, du gonflement des pattes, reflet de I'initiation
d’une réponse immunogéne. A Iinverse, absence de gonflement démontre Pinduction d’une
réponse immune tolérogene. Dans ce modeéle, injection de cellules nécrotiques provoque le
gonflement du coussinet, témoin du déclenchement d’une réaction allergique, tandis que
I'injection de cellules apoptotiques abolit toute induction immunogene (Griffith ez al., 1996,
2007). De fagon fascinante, la capacité intrinseque des cellules apoptotiques a générer une
réponse tolérogene repose sur la différenciation de lymphocytes T CD8+ suppresseurs (Figure
1.3.7.). En 'absence d’activation paralléle d'une réponse T CD4+, 1a présentation croisée du TNP
par les cDC1 aux lymphocytes T CD8+ entraine la production par ces derniers du ligand TRAIL
(Ferguson et al., 2002; Griffith ez al, 2007). Ce ligand conduit a la mort par apoptose des
lymphocytes T CD8+ et T CD4+ qui 'engagent, par I'intermédiaire des récepteurs TRAIL-R1 et
TRAIL-R2, et explique i fine le développement de la réponse tolérogene observée (Griffith ez
al., 2007) (Figure 1.3.7.). Si I'injection de cellules apoptotiques supprime le signal de « licence »
CD4+ (Curtsinger et al., 2003 et voir partie 1.3.3.), notamment grace a la création d’un
microenvironnement suppresseur, les cellules nécrotiques autorisent la mise en place de ce
signal, possiblement par 'intermédiaire de la sécrétion de DAMPs (Griftith ez al., 2007; Kazama
et al., 2008). Dans ce contexte inflammatoire, la présentation d’antigenes dérivés de cellules
nécrotiques initie une réponse T CD4+, a 'origine de la différenciation des lymphocytes T CD8+
en cellules effectrices cytotoxiques (Griffith ez al, 2007). A cet égard, il est important de noter
que linjection conjointe de splénocytes apoptotiques et d’un anticorps agoniste de CD40 suffit
a abroger la réponse tolérogene et a reproduire le phénotype observé en présence des cellules
nécrotiques (Ferguson ez al, 2002). Ainsi, il est envisageable qu’un contexte permissif a
I'induction d’une réponse CD4+ confere aux cellules apoptotiques une capacité immunogene.
Nous verrons dans la partie suivante que c’est effectivement ce qui se produit en situation

infectieuse ou tumorale.
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3.2.2.2 Remise en question de la dichotomie apoptose/nécroptose avec la
découverte de 'apoptose immunogene

La mise en évidence de la capacité des cellules apoptotiques a générer une réponse T
CD8+ immunogene a débuté avec les travaux de Matthew Albert basés sur l'utilisation de
monocytes rendus apoptotiques grace a I'infection par influenza (Albert ez a/, 1998). Dans ce
modele, l'internalisation et la présentation, vz le CMH-I, de matériel dérivé des monocytes
apoptotiques par les cellules dendritiques humaines provoquent ’émergence de lymphocytes T
CD8-+ autologues cytotoxiques (Albert ef al., 1998). Ces observations furent ensuite étendues a
un contexte tumoral par le biais d’expériences d’'immunisation : deux semaines apres injection
sous-cutanée de cellules tumorales apoptotiques ou nécrotiques dans un flanc, les souris
recoivent une dose létale des mémes cellules tumorales, cette fois-ci vivantes, dans le flanc
opposé. Contrairement a la situation observée en présence de leurs homologues nécrotiques,
I'immunisation par des cellules apoptotiques induit une réponse T CD8+ cytotoxique forte,
responsable d’une protection totale des souris vis-a-vis du développement de tumeurs (Scheffer
et al., 2003). Par ailleurs, la réponse protectrice T CD8+ initiée a la suite de I'injection de cellules
apoptotiques dépend strictement de I'aide apportée par lymphocytes T CD4+, ce qui souligne a
nouveau I'importance critique de ce signal dans la mise en place d’une réponse immunogene

(Ronchetti ¢z al., 1999).

L’identification précise des caractéristiques de cette apoptose dite « immunogene »
trouve son origine dans les travaux fondateurs de Laurence Zitvogel et Guido Kroemer. Si elle
peut étre induite artificiellement par irradiation y (Scheffer e# a/, 2003) ou UV (Ronchetti e al.,
1999), lapoptose immunogene est également initiée a la suite de certains traitements
chimiothérapeutiques dont la famille des anthracyclines constitue le fer-de-lance. Ainsi,
I'injection de cellules tumorales traitées préalablement avec une anthracycline, la doxorubicine,
confére une protection importante vis-a-vis de linjection simultanée (dispositif
« thérapeutique ») ou ultérieure (dispositif « vaccinal ») de tumeurs dans le flanc opposé (Casares
¢t al., 2005). L’induction de cette mort immunogene, fortement dépendante de l'activation des
caspases, nécessite la contribution de nombreux déterminants moléculaires qui constituent un
« code immunogene » décrypté notamment par les cellules dendritiques (Zitvogel ef al., 2010).

Ce code est principalement dicté par la libération, au cours de la mort immunogénique, de
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Figure I.3.8. : Un code immunogéne a ’origine des propriétés immunostimulatrices de certains
types de mort cellulaire (apoptose, nécroptose)

(a) Les caractéristiques intrinséques des voies de mort induites déterminent la nature des signaux libérés. Ces
signaux, et les effets quils exercent notamment sur les cellules immunitaires environnantes, conditionnent le
caractére immunogene de la réponse mise en place. (b) Le code immunogene proposé par Laurence Zitvogel et
Guido Kroemer est constitué de multiples molécules, agissant chacune sur une étape de la réponse immunitaire.
Ainsi, externalisation précoce de la calréticuline facilite I'internalisation des débris dérivés de cellules mortes ou
mourantes par les cellules dendritiques. Par la suite, la libération de DAMPs, comme HMGB1 li¢ par TLR4, ralentit
la fusion phagosolysosomale et entraine la présentation efficace d’antigenes extracellulaires, issus de cellules
mortes/mourantes, aux lymphocytes T CD8* (présentation croisée). La fuite I’ATP contribue également a la
création d’un microenvironnement pro-inflammatoire en activant 'inflammasome et la sécrétion d’IL-183. Tiré de

Zitvogel et al., (2010).
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DAMPs et notamment de HMGB1 sous forme active (Figure 1.3.8.). Par l'intermédiaire de sa
liaison spécifique 2 TLR4, HMGB1 inhibe la fusion endo/phagolysosomale dans les cellules
dendritiques et favorise de ce fait la présentation croisée d’antigénes dérivés de cellules
apoptotiques. En conséquence, la libération de cette alarmine, déclenchée par les anthracyclines,
conditionne I'immunogénicité de la mort cellulaire et I'initiation résultante d’'une réponse T
CDS8: protectrice (Apetoh ez al, 2007). A cet égard, il est intéressant de noter que dans les
travaux de Scaffidi ez a/., (2002) mentionnés plus tot, le maintien de HMGB1 a la chromatine est
observé apres induction d’une apoptose strictement indépendante de RIPK1 (voir
partie 3.1.2.2.). Ainsi, et méme si cela n’a pas encore été formellement démontré a ce jour, il est
possible que RIPK1 participe a la dissociation chromatinienne et a 'émission de HMGB1 au

cours de 'apoptose immunogene.

Une autre composante du « code » réside dans I'exposition membranaire de la calréticuline
(Figure 1.3.8.). Cette dernicre, dépendante de I'activation de la caspase-8 (Panaretakis ez a/., 2009),
marque spécifiquement les cellules qui succombent a la mort immunogene et permet donc leur
distinction et leur internalisation par les cellules dendritiques (Obeid e# a/, 2007). Par ailleurs,
comme précédemment abordé, lexternalisation de la calréticuline précede celle de la
phosphatidylsérine. Pendant cet intervalle de temps, la seule présence de la calréticuline a la
membrane des cellules apoptotiques pourrait favoriser leur ciblage vers les cellules dendritiques
plutét que vers les macrophages, et ainsi promouvoir la mise en place d’'une réponse

immunogene plutot que tolérogene.

Enfin, 'émission de nucléotides, controlée par les voies autophagiques (Michaud e7 a/., 2011),
compléte le code immunogene (Figure 1.3.8.). En effet, PATP libéré par les cellules tumorales
traitées aux anthracyclines se lie au récepteur P2RY7, présent a la surface des cellules
dendritiques. Cette interaction entraine I'activation de I'inflammasome et la libération d’IL-13,

requise pour l'initiation d’une réponse T CD8+ antitumorale (Ghiringhelli ¢# a/., 2009).

Tous ces déterminants moléculaires contribuent de facon indiscutable a
I'immunogénicité de I'apoptose a la suite d’un traitement chimiothérapeutique. Comment
expliquer alors que la nécrose, également responsable de la sécrétion et de I'externalisation de

ces facteurs, échoue a initier des réponses antitumorales protectrices (Casares et al, 2005;
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Figure 1.3.9. : Constructions utilisées dans I’étude a ’origine de la découverte de la nécroptose
comme mort immunogéne

Les cellules NIH/3T3 sont transduites avec les constructions suivantes afin de provoquet, apres ’ajout d’'un
composé chimique, l'apoptose (dimérisation de la construction AN-Fv-Caspase-8) ou la nécroptose
(oligomérisation des constructions RIPK3-2xFv et RIPK3-AC-2xFv). La construction RIPK3-AC-2xFv permet
d’explorer les conséquences de la nécroptose, exclusivement liées a I'activation de MLKL par RIPK3. Tiré de Yatim
et al., (2015).
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Ronchetti ez al., 1999; Scheffer ez al., 2003) ? Si cette question n’a pas encore trouvé d’explication
définitive, un élément de réponse a peut-étre été apporté par I’étude des protéases exprimées
par les cellules nécrotiques. Ainsi, en dépit de la création d’un microenvironnement pro-
inflammatoire permissif, la capacité des cellules nécrotiques a servir de substrat antigénique aux
cellules dendritiques est limitée par lactivité protéolytique des peptidases TOP-1 et DPP-3
(Gamrekelashvili ez al., 2013). A linverse, linactivation de ces protéines conduit a la préservation
des oligopeptides contenus dans les cellules nécrotiques et restaure le potentiel immunogene de

ces cellules.

La complexité de la régulation de la présentation croisée et des réponses T CD8+ qui en
découlent est non seulement liée a 'infinie richesse du contexte immunologique, mais également
a I'enchevétrement des voies de mort a I'origine de cette régulation. De fait, 'immense majorité
des études présentées ici emploie des drogues chimiothérapeutiques ou utilise I'irradiation pour
provoquer la mort cellulaire immunogene et générer des réponses antitumorales protectrices.
Comment alors déméler clairement les contributions de la nécrose secondaire, ou encore de la
pyroptose (Wang e al, 2017b), dans ce processus ? Un moyen d’y parvenir consiste en la
conception d’outils de mort cellulaire « pure », développés récemment par 'équipe de Matthew

Albert. Les apports de ces systemes seront explicités dans la partie suivante.
3.2.2.3.  Lanécroptose définit un nouveau type de mort cellulaire immunogene

Afin d’¢lucider le réle de la nécroptose dans Pactivation croisée et I'induction des
réponses antitumorales, mais aussi en vue de comparer ce mode de mort cellulaire a 'apoptose,
le groupe de Matthew Albert a mis au point différents outils d’induction de mort cellulaire
« pure » (Yatim et al., 2015). Toute I'ingéniosité de ce systeme réside dans l'insertion de domaines
FKBP en amont ou en aval des séquences codant pour caspase-8 ou RIPK3 (Figure 1.3.9.). Ces
domaines ont pour particularité de provoquer 'oligomérisation des protéines auxquelles ils sont
fusionnés apres 'ajout d’'un composé chimique. Ainsi, dans les cellules exprimant la construction
caspase-8-FKBP, Tl'ajout de I'agent chimique provoque la dimérisation de caspase-8 et
I'induction de I'apoptose. De fagon similaire, 'oligomérisation des protéines chimeres RIPK3,

porteuses de deux domaines FKBP, conduit a linitiation de la nécroptose. Une troisieme
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construction est également générée : treés proche de la construction RIPK3 précédente, elle est
cependant dépourvue de domaines RHIM et ne peut donc pas interagir avec RIPK1. Cette
seconde construction permet donc d’étudier les fonctions de RIPK3 strictement liées a son role
de régulateur de MILKL, tandis que la premicre couvre également les activités dépendantes de
I'association de RIPK3 avec RIPKI. Quelle que soit la construction RIPK3 exprimée,
I'induction de la nécroptose dans les cellules porteuses entraine la libération de DAMPs (ATP,
HMGRBI) et la maturation des cellules dendritiques présentes en co-culture. En revanche, i vivo,
seule I'injection de cellules nécroptotiques porteuses de la construction RIPK3 avec domaines
RHIM intacts supporte le développement d’une réponse T CD8+ spécifique et protectrice dans
un contexte tumoral. Ainsi, la production de DAMPs semble insuffisante pour induire une
activation croisée efficace. Pour ce faire, le recrutement par RIPK3 de RIPK1 et 'activation de
NF-»B qui s’ensuit est indispensable (Yatim ¢#a/, 2015). Ces résultats fondamentaux définissent
la nécroptose comme nouveau type de mort immunogene et assoient définitivement les voies
de mort cellulaires comme régulateurs clés de I'activation croisée et des réponses antitumorales.
Siles études réalisées ultérieurement ne s’accordent pas sur 'importance donnée a NF-»B dans
ce processus (Aaes ¢t al., 2016; Van Hoecke ef al., 2018), toutes convergent vers I'idée que les
cellules nécroptotiques créent un microenvironnement immunogene, favorable au recrutement
des cDC1 et a l'induction des réponses T CD8+ protectrices (Aaes e al., 2016; Snyder ez al., 2019;
Van Hoecke ¢z al., 2018).

Enfin, induction de la nécroptose et de ses conséquences immunologiques se double
d’un niveau terminal de régulation, en aval de la formation du nécrosome et de la translocation
membranaire de MLKL. En effet, la machinerie ESCRT-III excise les portions endommagées
de membrane plasmique sous forme de bourgeons, libérés dans I’espace extracellulaire (Gong
et al., 2017b). Ces nombreuses vésicules constituent autant de sources possibles d’antigénes pour
les cellules dendritiques, et donc, de substrats pour la réalisation de la présentation et de
'activation croisée. Par ailleurs, 'intervalle temporel entre le déclenchement de la nécroptose et
la réparation par ESCRT-III des dommages induits autorise I'émission, par les cellules
nécroptotiques, de DAMPs et de cytokines pro-inflammatoires (TNFo, IL-13, CXCL10, IL-06)
et favorise ainsi Pactivation croisée (Gong e al,, 2017b). A Pinverse, absence d’une machinerie
de réparation fonctionnelle accélére I'exécution de la nécroptose et limite la possibilité de

libération de médiateurs pro-inflaimmatoires et 'efficacité de I'activation croisée (Gong e al.,
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2017b). Cette machinerie, dont I'étude dans les cellules dendritiques a représenté le cceur de ce
travail de thése, montre un fonctionnement tout a fait original, développé dans la section

suivante.
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Figure I.4.1. : Stratégies de réparation des dommages membranaires

La taille des dommages membranaires dicte la nature du mécanisme induit pour y répondre. Ainsi, tandis que les
petites 1ésions sont compensées par I'excision de vésicules dans I'espace extracellulaire ou par leur internalisation
au cours de processus endocytiques, les dommages de taille importante sont réparés par I'intermédiaire de la fusion
de compartiments intracellulaires avec la membrane plasmique. Tiré de Jimenez and Perez, (2015).
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4. ESCRT-III, MACHINERIE DE DEFORMATION ET DE
REPARATION MEMBRANAIRE

La régulation de l'intégrité membranaire participe de fagon absolument critique au
maintien de ’homéostasie, a échelle cellulaire mais également tissulaire. Evolutivement parlant,
il s’agit probablement de I'une des premieres fonctions individualisées par les organismes
eucaryotes, qui, contrairement aux bactéries, ne sont pas protégés par une paroi robuste et
imperméable. Cette vulnérabilité relative des organismes eucaryotes, et le besoin vital et
impérieux de résister aux dommages chimiques et mécaniques auxquelles elle expose, ont
conditionné I’émergence d’une grande diversité de stratégies de réparation membranaire,

hautement conservées.

La nature des mécanismes de réparation engagés est dictée par le type de Iésion induite (Figure
1.4.1)). Ainsi, les dommages de taille importante, supérieure a un micrometre, sont compensés
par I'exocytose de vésicules intracellulaires, notamment lysosomales, qui agissent comme une
rustine membranaire (Jaiswal ez a/, 2002; Reddy ez al, 2001; Terasaki et al, 1997). Le
rapprochement des vésicules de la membrane plasmique est également favorisé par le
remodelage local du cytosquelette d’actine (McNeil and Baker, 2001; Miyake e a/, 2001) (Figure
1.4.1.).

La réparation des petits dommages, de taille inférieure a cent nanometres et provoqués entre
autres par 'insertion de pores formés par des toxines bactériennes, fait intervenir deux types de
mécanismes. Le premier requiert I’endocytose, au niveau de cavéoles, des portions
membranaires endommagées par la présence des pores (Figure 1.4.1.). Les pores ainsi
internalisés sont ensuite dirigés vers les endosomes multivésiculés (EMVSs) ou ils sont dégradés
a la suite de la fusion lysosomale de ces compartiments (Corrotte e/ al., 2012; Idone ez al., 2008).
Si ESCRT-III controle la formation des vésicules intraluminales au sein des EMVs, cette
machinerie est également directement impliquée dans I'exécution de la seconde modalité de
réparation des dommages de petite taille (Figure 1.4.1.). L’originalité 'ESCRT-IIIL, par rapport
aux autres mécanismes de réparation membranaire, tient a deux aspects majeurs. Premi¢rement,
ESCRT-III répare non seulement les lésions de la membrane plasmique mais opere également

au niveau des membranes nucléaire et endosomale, contrairement aux options précédemment
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citées. De plus, ce complexe concrétise sa fonction réparatrice par l'intermédiaire de excision
des portions de membrane endommagées sous forme de vésicules libérées non pas a I'intérieur
du cytoplasme, mais dans la direction opposée (« away from the cytosol»). Cette propriété
unique, qualifiée de « bourgeonnement inversé » (« reverse budding »), est médiée par la
formation de filaments constricteurs, a lorigine de I'intégralité des fonctions biologiques portées

par ESCRT-IIL.

Dans cette partie, je m’attacherai aux caractéristiques de ces filaments, a la régulation de
leur formation, de leur association aux membranes, ainsi qu’aux bases physiques de leur
fonction, avant de montrer comment le « reverse budding » controle une grande variété de
fonctions cellulaires, de la réparation membranaire au controle de la signalisation par certains

récepteurs.

4.1. Recrutement A’ESCRT-III au niveau des membranes
biologiques, lieux de son action

L’identification des sous-unités constitutives de la machinerie ESCRT débute en 1992
avec la caractérisation de mutants « de classe E » chez la levure (Raymond ez a/, 1992). Cette
catégorie de mutants est définie au niveau morphologique par la présence ectopique d’un
compartiment aberrant, dépourvu de vésicules intraluminales et renfermant des protéines
destinées a la dégradation vacuolaire (nofa bene : 1a vacuole est I’équivalent du lysosome chez la
levure) en provenance de I'appareil de Golgi ou de la membrane plasmique. Chez ces mutants,
regroupés sous lappellation de mutants zps (pour « vacuolar protein sorting »), I'absence
d’adressage correct des protéines transmembranaires a la vacuole provoque leur persistance au

niveau de la membrane limitante du compartiment pré-vacuolaire de classe E.

Ce n’est quau début des années 2000 que ’équipe de Scott Emr, a travers quatre publications
fondatrices, répartit ces génes de classe E au sein de quatre complexes appelés ESCRT-0, I, 1T
et 11T (Babst ez a/, 2002a, 2002b; Katzmann e a/l., 2001, 2003) et assemblés séquentiellement sur
la face cytosolique des endomembranes. A ces 4 complexes « cceur » I'ESCRT, s’ajoute un

complexe de dissociation composé d’une ATPase, Vps4, et de protéines accessoires.
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Tableau I.4.1. : Complexes ESCRT et protéines associées chez la levure et les mammiferes

Tiré de Hutley and Hanson, (2010).
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De nombreux travaux conduits a la suite de la découverte des complexes ESCRT ont été réalisés
chez la levure. De ce fait, cette partie comportera aussi des données obtenues dans ce modele,
particulicrement en ce qui concerne les aspects mécanistiques de I'assemblage et de la
dissociation d’ESCRT. Cependant, en raison de I'importante conservation évolutive des sous-
unités d’ESCRT, les propriétés définies chez la levure sont trés souvent étendues aux
mammiferes (Tableau 1.4.1.). Je préciserai néanmoins les points de divergence, lorsqu’ils
existent. Dans un premier temps, et afin de définir les acteurs moléculaires clés de la machinerie
ESCRT et les relations qu’ils entretiennent les uns avec les autres, je m’appuierai sur le modcle
canonique de recrutement et d’assemblage ’ESCRT-III décrit pour la formation des EMVs.
Les nomenclatures des isoformes levure et mammiferes seront indiquées et séparées par une
barre oblique. Lorsque deux membres d’un méme complexe sont associés, jemploierai un tiret,

pour éviter la confusion avec les équivalences levure/homme.

4.1.1. Mode¢le canonique de recrutement d’ESCRT-III : le modele
EMV

4.1.1.1. Structure et fonction ’ESCRT-0 : reconnaissance et recrutement des
cargos ubiquitinés

La formation des EMVs résulte d’une succession d’étapes, réalisées de facon séquentielle
et médiée chacune par un complexe ESCRT spécifique dans ce qui s’apparente a une véritable
division du travail. ESCRT-0 initie ce processus en assurant la reconnaissance des cargos
transmembranaires ubiquitinés, destinés a étre dégradés (Wollert and Hurley, 2010). Chez la
levure et les mammiféres, ce complexe est constitué de deux membres, Vps27/Hrs et
Hse/STAM 1/2, assemblés constitutivement sous forme d’un héterodimere cytosolique
(Katzmann ef al., 2001; Ren et al., 2009). Par l'intermédiaire de différents domaines, Vps27 lie
I'ubiquitine et les phosphatidylinositol -3-phosphates (P1(3)P) enrichis a la membrane des
endosomes précoces EEAT+. Cette capacité d’interaction double avec les cargos ubiquitinés et
les endomembranes confére a ESCRT-0 une propriété intrinseéque de séquestration de ces
protéines dans une zone spatialement restreinte, en vue de leur internalisation dans les vésicules
intraluminales. De plus, lassociation membranaire d’ESCRT-0 entraine un changement

conformationnel, responsable de Pexposition du domaine PSxP de Vps27/Hrs. Ce dernier
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Figure I.4.2. : Structure et assemblage des complexes ESCRT-I et II

(a) Structure schématique des complexes ESCRT-1 (Vps23, Vps37, Vps28 et Mvb12) et ESCRT-II (Vps22, Vps25
et Vps306) au niveau du cou d’une vésicule. Tiré de Hurley and Hanson (2010). (b) Structure cristallographique du
complexe ESCRT-II associé a Vps20/Chmp6 chez ’homme (2 gauche) et chez la levure (2 droite). La structute en
Y caractéristique ’ESCRT-II est particulierement visible chez les deux organismes. Tiré de Im e al. (2009). (c)
Tllustration des propriétés de courbure membranaire portées par le sous-ensemble ESCRT-II-Vps20 (chez
homme). Tiré de Im et al., (2009).
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interagit ensuite avec Vps23/TSG101 (ESCRT-I) et permet le recrutement membranaire

d’ESCRT-I (Katzmann e7 a/,, 2003; Ren and Hutley, 2011).

4.1.1.2. ESCRT-I et ESCRT-II : complexes d’initiation du bourgeonnement

vésiculaire

Chez ’'homme et la levure, le complexe ESCRT-I consiste en un hétérotétramere de
350 kDa, préformé dans le cytosol et constitué de 4 sous-unités : Vps23, Vps28, Vps37 et
Mvb12 (Chu e al., 2006; Katzmann e al., 2001; Kostelansky ez al., 2007; Stuchell ez al, 2004).
Ces entités s’assemblent sous la forme d’une tige, associée aux membranes par I'intermédiaire
de la liaison faible de Vps37 aux PI(3)P, et prolongée par une téte globulaire, au sein de laquelle
la sous-unité Vps28 assure le recrutement du complexe ESCRT-II (Gill ¢z 4/, 2007; Im and
Hurley, 2008; Kostelansky ez /., 2007) (Figure 1.4.2.). Ce dernier, également assemblé dans le
cytoplasme (Babst ¢7 a/, 2002a), adopte quant a lui une conformation caractéristique en Y, aux
implications fonctionnelles majeures (Hierro e al, 2004; Im et al., 2009). Au sein de cette
structure, le bras constitué des sous-unités Vps22/EAP30 et Vps36/EAP45 garantit 'ancrage
membranaire du complexe et I’association aux cargos ubiquitinés (Hirano ez a/, 2006; Im and
Hurley, 2008; Slagsvold ez al., 2005; Teo ef al., 2000), tandis que les deux autres branches du Y,
chacune constituée d’une copie de Vps25/EAP20, supportent 'assemblage I’ESCRT-III (Im ez

al., 2009), comme explicité dans la partie suivante (Figure 1.4.2.).

A la surface des endosomes, ESCRT-I et I forment transitoirement un super-complexe
dont les fonctions sont principalement dictées par les propriétés structurales de I’édifice
moléculaire (Boura e al, 2012). Ainsi, la conformation en croissant du super-complexe lui
confere une capacité intrinseque de courbure membranaire (Boura ez a/, 2012; Im ez al., 2009),
a lorigine de I'initiation et/ou de la stabilisation du bourgeonnement des vésicules (Wollert and
Hutley, 2010). De plus, par I'intermédiaire du double embranchement Vps25/EAP20, ESCRT-
IT catalyse le recrutement simultané de deux copies de Vps20/Chmp6, molécule support de la
polymérisation des sous-unités ’ESCRT-III (Teis e al., 2010; Teo et al., 2004). Enfin, il est a

noter que I'assemblage de ce sous-complexe Vps25-Vps20 impose une courbure membranaire
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Figure 1.4.3. : Voies alternatives de recrutement ’ESCRT-III chez les mammiféres

Selon la fonction réalisée, les protéines responsables du recrutement et de la nucléation d’ESCRT-III varient et
sont représentées ici. La fonction de Chmp7 comme facteur responsable de la nucléation de Chmp4b dans la
reformation de l'enveloppe nucléaire a depuis été confirmée. PM : plasma membrane ; NPC: nuclear pore
complex ; NE : nuclear envelope. Tiré de Campsteijn ez al., (2016).
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négative (Im ez al., 2009), essentielle a la nucléation accélérée des filaments ’ESCRT-III (Lee e7

al., 2015) (Figure 1.4.2.).

4.1.2. Voie alternative de recrutement d’ESCRT-III chez les
mammiféres : role d’Alix

St ESCRT-II s’avere absolument nécessaire a la formation des EMVs dans tous les
organismes eucaryotes, son role accessoire et redondant dans la réalisation de certaines
fonctions spécifiques aux mammiferes, comme le bourgeonnement viral (Langelier e al., 2006;
Martin-Serrano ez al., 2003), la cytokinese (Morita ef al., 2007) ou la réparation membranaire
(Jimenez et al., 2014; Skowyra et al., 2018) suggere I'existence de voies alternatives de recrutement
d’ESCRT-IIL. Dans ce cadre de toutes les fonctions sus-citées, 'adaptateur Alix, notamment
recruté par la protéine virale Gag ou par le régulateur centrosomal Cep55, outrepasse ESCRT-
I et/ou ESCRT-II en liant directement Chmp4, principal constituant des filaments I’ESCRT-
IIT (Katoh e# al., 2003; McCullough e7 al., 2008) (Figure 1.4.3.). De facon intéressante, Alix est
capable de se dimériser par I'intermédiaire de son domaine central et entrainerait donc, a la
maniere ’EAP20 (ESCRT-II), la nucléation parallele de deux filaments simples ’ESCRT-111

(Pires et al., 2009; Zhou ef al., 2009) par des mécanismes encore mal définis.

Quels que soient les processus étudiés et la dépendance relative des différents événements
biologiques vis-a-vis I’ ESCRT-1I, toutes les voies convergent vers le recrutement '’ ESCRT-III,

véritable catalyseur de la déformation membranaire.

4.2. ESCRT-III, catalyseur de la déformation membranaire

Les fonctions biologiques portées par la machinerie ESCRT reposent entierement sur la
capacité de déformation membranaire ’ESCRT-III. Contrairement aux complexes ESCRT-0,
I et II, tous préformés dans le cytoplasme, ESCRT-III représente un édifice multiprotéique
extrémement dynamique, dont I’'assemblage progressif repose sur la polymérisation, directement
au niveau des membranes biologiques, de sous-unités cytosoliques. Dans cette partie, je

m’attacherai a définir les bases moléculaires a lorigine de la capacité de polymérisation
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Figure I.4.4. : Structure des sous-unités ’ESCRT-III

Structure primaire des sous-unités constitutives du complexe ESCRT-III chez ’'homme. Au sein de ces structures,
I’hélice o5 joue le role d’hélice auto-inhibitrice (voir Figure 1.4.5.), et I'hélice 6 comprend souvent les domaines
MIM1, responsables des interactions avec des protéines porteuses d’un domaine MIT comme Vps4 ou la spastine
(bien que les domaines MIM2 puissent aussi lier les domaines MIT, avec une affinité moindre cependant). Tiré de
Schéneberg ez al., (2017).
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dI’ESCRT-III avant de me concentrer sur les modalités de déformation membranaire induites

par cette polymérisation.

4.2.1. Structure des sous-unités >’ ESCRT-III

En dépit de leur faible homologie de séquence, les sous-unités d’ESCRT-III (8 chez la
levure, 12 chez 'homme — voir Tableau I. 4. 1.) présentent une grande conservation de leurs
propriétés biochimiques et structurales. Longues d’environ 200 acides aminés, ces protéines
sont toutes constituées de six hélices « et montrent, a I'exception de Chmp7 (Horii ez /., 20006),
une ségrégation acido-basique des résidus qui les composent (Figure 1.4.4.). Ainsi, les hélices a1
et a2 situées a Pextrémité N-terminale sont enrichies en acides aminés basiques chargés
positivement, tandis que les résidus acides prédominent dans les hélices a3 a a6 (Babst ez a/,
2002b; Nickerson ez al., 2006; Shim ez al., 2007; Yorikawa ez al., 2005). La région C-terminale,
chargée négativement, comporte également certains domaines remarquables, appelés domaines
« MIM » (MIM1 et/ou MIM2 selon les sous-unités considérées), et nécessaires a l'interaction
des sous unités ’ESCRT-III avec certains partenaires moléculaires cruciaux porteurs d’un
domaine MIT, comme Vps4, sur laquelle je reviendrai par la suite (Kieffer e a/, 2008) (Figure
1.4.4.). Ces caractéristiques biochimiques notables, partagées par tous les membres ’ESCRT-
III, dictent ’'adoption par ces protéines d’une structure tridimensionnelle commune, élucidée
grace aux données cristallographiques d’abord obtenues chez ’homme. Ainsi, au sein de la
structure initialement décrite pour Chmp3 et ensuite généralisée aux autres composants
d’ESCRT-I1I, les hélices a1 et a2 forment une longue épingle a cheveux a laquelle viennent
s’associer les hélices a3 et a4, plus courtes (Muziol ez al., 2006; Shim ez al., 2007). Cette structure
« cceur » est complétée par le repliement perpendiculaire de I’hélice a5 sur a2, facilité par des
interactions de type électrostatiques établies entre résidus acides et basiques (Bajorek ez a/., 2009)

(Figure 1.4.5,, structure du haut).

Cette conformation métastable particuliere, dite « fermée» et par ailleurs inactive, est
caractéristique des monomeéres d’ESCRT-IIL Si la plupart de ces monoméres présentent une
localisation cytosolique exclusive, Chmp4 et Chmp6 montrent respectivement une association
partielle aux membranes endosomale et plasmique (Shim ez a/., 2007), favorisée dans le cas de

Chmp6 par le groupement myristoyl situé a Pextrémité N-terminale (Yorikawa ez a/., 2005). Le
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Figure 1.4.5. : Structure « fermée » (auto-inhibée) et « ouverte » (active) de Chmp4b

Représentation schématique des formes ouvertes et fermées de Chmp4b qui illustre les tres larges réarrangements
opérés au sein de la structure de la protéine. L’adoption d’une conformation ouverte permet non seulement
I’association aux membranes biologiques mais également I'oligomérisation de la protéine. Tiré de Christ ef al,

(2017).
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passage sous conformation ouverte, initié par le repositionnement de I’hélice o5, révele des

implications fonctionnelles majeures, développées ci-apres.

4.2.2. Le principe d’auto-inhibition

LLa mise en évidence d’interactions intramoléculaires au sein de la conformation fermée
des monomeres d’ESCRT-III s’est accompagnée de la découverte de leur réle auto-inhibiteur.
Ainsi, Pélimination des hélices a5 et a6 de Chmp4 (Lin ez al, 2005; Shim ez al., 2007), Chmp3
(Shim et al., 2007; Zambotlini et al, 2006) et Chmp2a (Shim ez al., 2007) génére des mutants
constitutivement actifs, capables de s’associer spontanément aux membranes plasmique et/ou
endosomale et d’y polymériser par I'intermédiaire de leur extrémité basique N-terminale. Les
bases structurales de ce phénomene ont également été identifiées grace aux structures
cristallographiques de Chmp3 et semblent impliquer o2 et a5 (Bajorek ez a/., 2009; Muziol ¢t al.,
2000). En effet, I'introduction de mutations dans 'une ou l'autre de ces hélices suffit a perturber
leur interaction et a stimuler I'association de Chmp3 avec Chmp2a au sein de polymeres
caractéristiques que je détaillerai en section 4.2.4 (Bajorek e al, 2009). Ces observations
structurales et fonctionnelles ont conduit a DIémergence dun modéle commun de
fonctionnement des sous-unités d’ESCRT-III : dans le cytoplasme, ces protéines adoptent une
conformation « fermée » en raison du repliement des hélices a5 et a6 sur la structure « cceur »,
composée des hélices a1 a 4. En masquant des sites cruciaux pour ’association des sous-unités
entre elles et avec les membranes, cette interaction intramoléculaire maintient les sous-unités
Chmp d’ESCRT-III sous forme monomérique et soluble. Le passage en conformation ouverte,
provoqué par le déplacement de 'hélice o5, libére Pextrémité N-terminale chargée positivement
et facilite donc l'association des différentes sous-unités aux membranes biologiques, riches en
phosphoinositol -3-phosphates (Figure 1.4.5.). Par ailleurs, cette levée de 'auto-inhibition portée
par lextrémité C-terminale implique souvent de larges réarrangements structuraux qui
conditionnent en partie ’homo- ou I’hétérodimérisation des sous-unités d’ESCRT-III et la

capacité de déformation membranaire qui en découle (Saksena ez 4/, 2009; Tang ez al., 2015).

Ce modecle, désormais largement validé expérimentalement, requiert cependant des
précisions supplémentaires en ce qui concerne la nature des signaux responsables du

changement conformationnel opéré par les membres d’ESCRT-IIL. L’hypothese la plus
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répandue propose I'établissement d’interactions intermoléculaires (lipides, protéines) de forte
affinité, a Porigine de la déstabilisation de I'interaction électrostatique faible entre a2 et 5 (Xiao

et al., 2009).

4.2.3. Assemblage I’ ESCRT-III au niveau des membranes

I’assemblage membranaire des sous unités ’ESCRT-III se déroule selon une séquence
d’évenements extrémement ordonnée dans le temps et dans I'espace et principalement définie
dans le modele levure. Dans ce modele, les sous-unités Vps20, Snf7, Vps24 et Vps2 I’ESCRT-
IIT sont recrutées de facon séquentielle, dans cet ordre et selon une steechiométrie définie
(1:10:5:3), et forment deux sous-complexes distincts : Vps20-Snf7 (Chmp6-Chmp4b) et
Vps24-Vps2 (Chmp3-Chmp?2) (Saksena ez /., 2009; Teis ez al., 2008).

Comme précédemment décrit, I'assemblage ’ESCRT-III débute par la double interaction entre
Vps25 (ESCRT-II) et Vps20 (ESCRT-III). Chez la levure, cette association, a l'origine de la
levée de l'auto-inhibition et du passage des deux copies de Vps20 sous forme ouverte et donc
active, provoquerait une courbure membranaire qui accélérerait la nucléation parallé¢le de deux
filaments de Snf7 (Im ez al., 2009; Teis et al., 2010). La situation pourrait étre différente chez les
eucaryotes supérieurs, comme le ver Caenorbabditis elegans : dans cet organisme, Vps20 acquiert
spontanément une conformation ouverte, indépendamment de sa liaison a Vps25 (Schuh ez al.,
2015). Chez le ver, linteraction avec Vps25 confere a ’hétérodimere formé une capacité de
détection des membranes courbées vers lesquelles sont dirigés le recrutement et la
polymérisation des filaments de Snf7 (Fyfe et a/, 2011; Schuh ez al., 2015). Quel que soit le
scénario considéré, ces deux hypotheses soulignent le role majeur joué par la présence
d’invaginations membranaires, générées ou détectées par Vps25-Vps20, dans P'accélération de
la nucléation des filaments ’ESCRT-III (Lee ¢z al., 2015). De plus, 'engagement par Vps20 des
sous-unités cytosoliques de Snf7 favoriserait la transition de ces derniéres vers une conformation
ouverte (Henne e# al., 2012), notamment caractérisée par le dépliement des hélices de la structure
«cceur » (Tang et al.,, 2015). Ainsi libérées, ces hélices cationiques permettent non seulement de
stabiliser Snf7 au niveau des membranes endosomales (Buchkovich e 4., 2013; Tang ef al., 2015)
mais également de faciliter ’Thomopolymérisation de Snf7 par un effet domino (Tang ezal., 2015).

En effet, I'interaction de Snf7 activée avec d’autres protomeres pourrait favoriser leur ouverture
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et ainsi de suite, jusqu’a former deux filaments circulaires paralléles encerclant les cargos a
séquestrer dans les vésicules intraluminales (Adell e al, 2014, 2017; Teis et al., 2010). Lorsque le
périmetre délimité par ces filaments juxtaposés atteint un certain diametre (40 a 60 nm en
moyenne selon Adell ez al., (2014)), le recrutement du sous-complexe constitué de Vps24 et
Vps2 entraine Parrét de la polymérisation de Snf7 (Mierzwa ez al., 2017; Saksena ez al., 2009). Par
ailleurs, par des mécanismes encore hypothétiques, I'association des filaments de Snf7 a
I’hétérodimere Vps24-Vps2 induit un remodelage de ces spirales planes sous forme d’hélices
tridimensionnelles, responsables d’'une profonde invagination membranaire (Henne ez al., 2012).
Enfin, par l'intermédiaire de 'exposition des domaines MIM1, Vps24-Vps2 dicte également le
recrutement du complexe de dissociation Vps4, dont la fonction discutée sera explicitée

ultérieurement (Mierzwa ef al., 2017; Wollert and Hurley, 2010; Wollert ez a/., 2009).

Chez les mammiféres, en dépit de la détermination moins fine de la séquence des
éveénements, le mécanisme global d’assemblage séquentiel semble conservé. Ainsi, lors du
bourgeonnement viral, ’homologue mammifére de Snf7, Chmp4 et notamment l'isoforme
Chmp4b, recruté via ESCRT-1/II ou Alix, lie directement Chmp2a, qui recrute a son tour Vps4
(Morita ez al., 2011). Ces trois sous-unités sont absolument nécessaires a la libération des virions,
tandis que Chmp3 et ESCRT-II n’y contribuent que de fagon accessoire (Morita ef al., 2011),
contrastant ainsi avec leur implication obligatoire dans la formation des EMVs chez la levure
(Babst ¢ al., 2002a; Teis et al., 2008, 2010; Wollert and Hurley, 2010). De facon analogue,
’abscission cytokinétique requiert également I'assemblage séquentiel et ordonné de Chmp4b,
Chmp3, Chmp2a et Vps4b (Christ ez al., 2016; Guizetti ¢t al., 2011). Enfin, chez les mammiferes
aussi, Chmp2a modifie la structure des filaments constitués de Chmp4 (Cashikar ez a/., 2014). Si
le remodelage induit par Chmp2a participe indiscutablement a I'acquisition de propriétés de
déformation membranaire par ces structures spiralées initialement planes, les sous-unités

d’ESCRT-III s’assemblent également selon d’autres structures types, développées ci-apres.
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Figure 1.4.6. : Structures formées par les filaments d’ESCRT-III

(a) Formation de spirales planes par des polymeres de Snf (levure) sur membranes artificielles (Chiaruttini ef af,
2015) ou pat des polymeres de Chmp4a-FLAG (Hanson ¢ al., 2008) et Chmp4a (Cashikar ¢f a/., 2014) a la surface
de cellules COS-7. (b) Formation de tubes protrusifs par des cellules COS-7 co-exprimant Chmp4a (o1-o5)
«ouverte » et Chmp2a (longueur totale) (Cashikar ef al., 2014), ou par des cellules COS-7 co-exprimant Chmp4a
et une version dominant négative de Vps4b (E235Q) (Hanson ez a/., 2008). Des structures analogues sont observées
lors de la surexpression du domaine N-terminal (1-116) de Chmp4a (Hanson ez a/., 2008). Ces formations tubulaires
sont également formées 7 vitro, en présence de version tronquées pour Uextrémité C-terminale de Chmp2a et
Chmp3 (Lata ez al., 2008). (c) Il arrive que ces tubes se ferment a I'une ou I'autre des extrémités (panel de gauche tiré
de Lata e al, (2008) ; panel de droite tiré de Effantin ez a/, (2013)). L’astérisque indique un tube fermé par une
extrémité en déme.
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4.2.4. Structures tridimensionnelles adoptées par les filaments
d’ESCRT-III

La capacité 'ESCRT-III a déformer les membranes, support des fonctions biologiques
portées par cette machinerie, repose exclusivement sur la formation de structures particulicres
décrites ici et dont les implications fonctionnelles en termes de scission membranaire seront

discutées en partie 4 2.6.

4.2.4.1. Spirales planes

La microscopie électronique de type «deep-etch», particuliecrement adaptée a
I'observation des matrices et réseaux cellulaires, a permis de caractériser les structures formées
par Chmp4a/b, a la suite de leur surexpression dans des cellules de mammiféres. Dans cette
configuration expérimentale, la concentration importante de ces sous-unités d’ESCRT-III
conduit a la formation de filaments simples de 5-6 nanometres de diameétre, enroulés de fagcon
concentrique et plane, et assemblés au niveau du feuillet interne de la membrane plasmique
(Hanson e al., 2008) (Figure 1.4.6. panel du haut). Ces structures ont également été rapportées
in vitro, au niveau de membranes synthétiques, par polymérisation de I'isoforme Snf7 de levure
(Chiaruttini e a/., 2015) ou de son homologue chez C. elegans (Shen et al., 2014b) (Figure 1.4.0.
panel du haut). Quel que soit lorganisme d’origine, les spirales formées a partir
d’homopolymeres de la forme native de Snf7/Chmp4 sont systématiquement constituées d’un
filament simple brin et adoptent une conformation plane. Cette observation comprend deux
implications majeures. D’une part, la structure simple brin des spirales leur confere une grande
flexibilité, a l'origine d’importants degrés de courbure, observés notamment au centre des
hélices (Chiaruttini ez /., 2015). En polymérisant, ces spirales planes accumulent une quantité
élevée d’énergie élastique qu’elles peuvent libérer a la manic¢re d’un ressort, sous leffet de
différents facteurs, pour produire une déformation membranaire. Ainsi, la déformation
membranaire requiert la contribution additionnelle d’autres membres d’ESCRT-III, parmi

lesquels Vps4 ou ChmpZ2a, comme mentionné dans la section suivante.
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Figure 1.4.7. : Modele proposé de constriction des spirales par Vps4

Selon le modele proposé par Shen ef al., (2014b), I’hélice a6 porteuse des domaines MIM d’interaction avec Vps4
jouerait un role d” « écarteur » entre les tours de spirale constitués par le méme filament (panel de gauche). A la
suite de la liaison de Vps4, cette hélice serait déplacée, ce qui conduirait a la compaction des spirales et a la libération
de I’énergie contenue (panel de droite).
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4.2.4.2.  Tubes protrusifs

De facon surprenante, la co-expression de Chmp4a/b et d’une forme tronquée de
Chmp2a (Cashikar ez al., 2014) ou d’un dominant négatif de Vps4, incapable d’hydrolyser TATP
(Hanson ef al,, 2008), entraine I'apparition de protrusions membranaires similaires aux hélices
observées chez la levure en présence de Vps24-Vps2 (Henne ez al., 2012) (Figure 1.4.6. panel du
milieu). Si les bases mécanistiques a l'origine de la transition spirale/extrusions tubulaires
demeurent obscures, une piste de réflexion intéressante a été fournie grace aux travaux conduits
chez C. elegans. Les auteurs de cette étude suggerent en effet que les domaines MIM2, présents
a Pextrémité C-terminale de Snf7/Chmp4, pourraient contacter deux filaments adjacents au sein
d’'une méme spirale et limiteraient de ce fait le niveau de compaction de I’ensemble de la
structure (Shen ef al, 2014b) (Figure 1.4.7.). L’interaction des spirales avec Vps4, directement
grice au domaine MIM2 de Snf7/Chmp4 (Kieffer e al., 2008) ou par 'intermédiaire du domaine
MIM1 de Vps2/Chmp2 (Stuchell-Brereton ef al, 2007), provoquerait un déplacement de
Pextrémité C-terminale et favoriserait la constriction des spirales (Shen ez al., 2014b) (Figure
1.4.7). La libération simultanée de I’énergie élastique contenue catalyserait a son tour la
déformation membranaire, possiblement sous la forme des protrusions observées par les auteurs
précédemment cités. En accord avec ce modele, la surexpression d'un mutant de Chmpd4,
tronqué au niveau de son extrémité C-terminale, suffit a générer des protubérances
membranaires similaires a celles observées en présence du dominant négatif de Vps4 (Hanson

et al., 2008).

Ces formations tubulaites ne sont pas I'apanage de Snf/Chmp4 et sont également
constituées iz vitro par des hétéropolymeres hélicoidaux de Chmp2a et Chmp3, tous deux
tronqués a Pextrémité C-terminale (Lata ez a/, 2008) (Figure 1.4.6. panel du milieu). Au sein de
ces édifices creux, les sous-unités d’ESCRT-III exposent leurs domaines d’interaction
membranaire a la surface externe du tube, tandis que leurs domaines MIM1 s’orientent a
I'intérieur du tube (Lata ef al, 2008). Cette organisation particulicre, partagée par d’autres
homopolymeres ’ESCRT-III (Bajorek ef al., 2009; Bodon ez al., 2011), revét une importance
certaine dans I’élaboration d’un des modéles physiques de scission par ESCRT-III, développé

en partie 4.2.6.
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Figure 1.4.8. : Structure et fonctionnement proposé pour Vps4

(a) Structure hexameérique de ’ATPase Vps4 basée sur Caillat ez a/, (2015). Le pore central, délimité pat les 6
protomeres (A a F — les protomeres identiques sont de la méme couleur), est particulierement visible. (b) Sur la
base des travaux de Yang ez al, (2015), il est proposé que Vps4 désassemble complétement les sous-unités
d’ESCRT-IIL, en les dépliant et les transloquant a travers le pore central. Tiré de Schoneberg e al., (2017).
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4.2.43.  Tubes fermés par un dome — cones

Les hétéropolymeres Chmp2a-Chmp3 décrits précédemment, lorsqu’ils atteignent une
certaine longueur, ferment 'une ou l'autre de leurs extrémités sous forme de domes (Effantin ez

al., 2013; Lata ez al., 2008) (Figure 1.4.6. panel du bas).

Si ces formations, observées pour la plupart 7z vitro, servent de base au développement
de modeles physiques, leur relevance physiologique et leur implication dans les grandes
fonctions biologiques médiées par ESCRT-III restent cependant a démontrer avec certitude. Il
est cependant intéressant de noter les similitudes frappantes entre ces structures formées i vitro
et les filaments striés présents au niveau du cou des virions (Morita ez al., 2011; von Schwedler
et al., 2003) ou enserrant la zone de constriction lors de la cytokinese (Guizetti ef al., 2011). En
dépit de leur composition indéterminée, ces filaments pourraient raisonnablement correspondre
a des polymeres d’ESCRT-III, puisque leur formation apparait strictement dépendante de
Chmp2a (Guizetti ef al., 2011). La caractérisation fine de ces filaments souffre probablement
aussi du caractere transitoire de leur assemblage membranaire (von Schwedler e @/, 2003). En
effet, les polymeres ’ESCRT-III sont rapidement dissociés en monomeres recyclés dans le

cytoplasme, grace a 'action du complexe Vps4.

4.2.5. Vps4, agent de dissociation des polyméres ’ESCRT-III et de
la scission membranaire

A la fin des années 1990, I'équipe de Scott Emr démontre que Pexpression d’un mutant
catalytiquement inactif de Vps4 provoque I'accumulation des sous unités d’ESCRT-III a la
membrane des compartiments de classe E (Babst e a/, 1998). Cette observation initiale a
durablement inscrit lidée que cette ATPase était principalement requise pour la
dépolymérisation du complexe ESCRT-III et le recyclage cytoplasmique de ses composants.
Afin d’exécuter cette fonction, Vps4 adopte une configuration active sous forme d’anneau
hexamerique, constitué a partir de monomeres ou de dimeres cytosoliques (Adell ez a/, 2017,
Baumgirtel ez al, 2011) (Figure 1.4.8.). La régulation de l'oligomérisation et de lactivité

ATPasique de Vps4 est extrémement complexe et objectif n’est pas d’en dresser ici une carte
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exhaustive. Dans cette section, je m’attacherai donc a caractériser uniquement certaines
modalités de controle de la fonction de Vps4, avant d’expliciter le déroulement de la
dépolymérisation ’ESCRT-III et de discuter la récente implication de cette ATPase dans le

processus de fission membranaire.

Comme abordé brievement dans les parties précédentes, Vps4 comporte un domaine
MIT, situé en N-ter, et capable d’interagir simultanément avec les domaines MIM1 de
Vps2/Chmp2 et Did2/Chmp1 (Adell e al., 2014; Obita ¢t al., 2007; Stuchell-Brereton e al.,
2007) et MIM2 portés pat Vps20/Chmp6 et Snf7/Chmp4 (Adell ¢t al., 2014; Kieffer e al., 2008),
malgré une affinité moindre pour ces derniers. Cette interaction initiale constitue un mécanisme
de régulation non seulement spatial (Adell ez 2/, 2014), mais aussi temporel de lactivité de Vps4.
Ainsi, la concentration membranaire locale de Vps4 favoriserait son oligomérisation en présence
d’ATP (Monroe ef al., 2014; Xiao et al., 2007). De plus, 'engagement direct des sous-unités
d’ESCRT-III par Vps4 provoquerait également une levée de I'auto-inhibition exercée par le
domaine MIT, et par extension une maximisation de la fonction ATPasique de Vps4 (Azmi ez
al., 2008; Merrill and Hanson, 2010; Shestakova ez al., 2013). Par ailleurs, ESCRT-III participe
¢galement indirectement a une « super-activation» de Vps4, par lintermédiaire de la
potentialisation du cofacteur Vtal/LIP5 (Davies e/ al., 2014; Norgan ez al., 2013; Skalicky ¢z al.,
2012). Cette protéine accessoire du complexe de dissociation joue un role majeur dans la
régulation de I'activité de Vps4. En effet, les dimeres de Vtal/LIP5 enjambent les sous-unités
adjacentes de Vps4 et stabilisent la structure hexamerique de 'enzyme (Monroe e# al., 2017; Sun
et al., 2017). En conséquence, Vtal /LIP5 stimule ’hydrolyse de PATP et la dissociation du
complexe ESCRT-III par Vps4 (Azmi ez al., 2000).

Récemment, les bases moléculaires de la déstructuration des polymeres d’ESCRT-II1
ont été partiellement élucidées : au lieu d’induire des perturbations locales au sein des sous-
unités ’ESCRT-III, Vps4 induit un dépliement total de ces dernieres (Yang ez al, 2015),
préalable a leur translocation a travers le pore central de ’hexamere (Caillat ez /., 2015; Monroe
¢t al., 2017; Sun et al., 2017). La déstructuration progressive d’une fraction des composants du
complexe suffit a entrainer la dissociation spontanée de 'ensemble du polymere et le recyclage

des sous-unités qui le constituent (Yang ez al., 2015) (Figure 1.4.8.).
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Figure 1.4.9. : Mode¢le du déme (exemple de la cytokinese)

Le modeéle du déme postule une croissance du filament « from wide to narrow », représentée sur le panel du milieu.
L’accumulation d’énergie élastique au niveau du cou de la vésicule provoquerait la scission (panel de droite). Vps4
n’aurait qu’un role accessoire dans le processus de fission, selon ce modele. Adapté de Guizetti and Getlich, (2012).



INTRODUCTION

Le consensus autour de la fonction dépolymérisante de Vps4 s’accompagne d’une
controverse quant a son implication dans le processus de scission membranaire. Ainsi, sur la
base d’observations réalisées dans des vésicules unilamellaires géantes, une premiere hypothese
attribue un réle prépondérant a ESCRT-III dans le processus de scission membranaire. Dans
ce modele, Vps4 assure simplement la dissociation du complexe ESCRT-III et le recyclage, sous
forme auto-inhibée, de ses sous-unités en vue de la répétition des cycles de bourgeonnement et
de scission (Wollert and Hurley, 2010; Wollert e al., 2009). A Pinverse, dans le second modéle,
Vps4 catalyse la fission membranaire grace a sa fonction ATPasique. Cette conception concorde
avec des données expérimentales, obtenues dans un contexte d’infection virale. En effet, Vps4
montre un recrutement massif au niveau du cou des vitions, immédiatement avant la scission
virale (Baumgirtel e al., 2011; Jouvenet e¢f al., 2011), ce qui suggere un role direct de 'enzyme
dans le processus de fission. Par ailleurs, la mise en évidence récente de la dépendance absolue
de la scission membranaire vis-a-vis de lactivité catalytique de Vps4 constitue un nouvel
¢lément, plus direct, en faveur du second modele (Schoneberg ez /., 2018). Ces deux hypotheses
relatives au role de Vps4 dans la fission membranaire sont en partie a origine des deux

principaux modeles physiques de scission, détaillés ci-apres.

4.2.6. Modeles de scission membranaire par ESCRT-III et Vps4

L’assemblage progressif et la polymérisation I’ESCRT-III concourent z fine a la fission
membranaire et a la libération de vésicules. Si le mécanisme responsable de la scission n’est
toujours pas connu avec certitude, deux grands modeles physiques ont été proposés pour tenter

de l'expliquer.
4.2.6.1.  Mod¢le du dome (« dome model »)

Le modecle du dome trouve son origine dans 'observation des structures tubulaires
fermées décrites en section 4.2.4.3. (Effantin 7 al., 2013; Lata ez al., 2008), hypothétiquement
formées par des hétéropolymeres de Vps24/Chmp3-Vps2/Chmp2 a la base des vésicules. Ce
type de conformation « en dome » implique une polymérisation « from wide to narrow », c’est-
a-dire initiée par des filaments relachés, dont la courbure s’accentue au fur et a mesure de la

croissance des oligomeres (Figure 1.4.9.). Physiquement, il a été proposé que 'accumulation
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Figure 1.4.10. : Modé¢le de ’effondrement

Contrairement au modele du doéme, le modele de effondrement propose une polymérisation d’ESCRT-III « from
natrow to wide » (indiquée sur le panel du haut). Ce type de croissance est associé a une augmentation de I’énergie
contenue dans le filament (voir code couleur en bas a gauche du schéma). Lorsque I’énergie contenue dans la spirale
plane devient supérieure a celle nécessaire a la déformation membranaire, elle est transférée a la membrane sous-
jacente et conduit a son remodelage (fleche vers le bas). Alternativement, les filaments ’ESCRT-III pourraient
s’assembler sur des surfaces membranaires déja courbées (panel du bas). Dans ce scénario, le passage d’une
conformation hélicale a une conformation plane, semblable au relaichement d’un ressort et possiblement médié par
Vps4, provoquerait la scission. Adapté de Carlson ez af., (2015).
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d’énergie élastique au niveau du cou de la vésicule, induite par 'interaction étroite entre le dome
d’ESCRT-III et la membrane (voir 4.2.4.2.), provoque la scission (Fabrikant e# a/., 2009). Le role
de Vps4, associée a ESCRT-III a I'intérieur du dome comme décrit en partie 4.2.4.2., apparait
ici limité au renforcement de la rigidité de la structure. Par ce biais, 'ATPase faciliterait la

scission, sans toutefois 'initier (Fabrikant ez /., 2009).

S’il présentait des caractéristiques attrayantes en raison de son adaptabilité a différents types de
constriction membranaire, le modele du dome a été récemment révisé et 'assemblage de ces
structures au niveau du cou des vésicules s’avere en réalité impossible d’un point de vue
énergétique (Agudo-Canalejo and Lipowsky, 2018). A cette incohérence physique s’en ajoute
une seconde, révélée par les expériences conduites a l'aide de matrices membranaires de
courbure variable. En effet, comme abordé précédemment, la nucléation des filaments
d’ESCRT-III est favorisée par la présence d’'une courbure membranaire négative (Lee e al,
2015). Autrement dit, les sous-unités ’ESCRT-III polymérisent depuis les zones les plus
courbées de la membrane en direction de zones plus plates, peu incurvées. Cette observation
suggere une croissance du filament « from narrow to wide », accompagnée d’un élargissement
du diametre défini au fur et a mesure de la polymérisation, a 'opposé de celle supposée par le

modele du dome.

Le modele du dome et ses variations ultérieures (comme le modele du dome inversé — « reverse
dome model ») s’accommodent donc mal du critere fondamental de courbure membranaire, ce
qui a conduit a ’émergence d’une seconde conception physique du déroulement de la scission

membranaire, appelée « modele de effondrement ».

4.2.6.2.  Mod¢le de I'effondrement (« buckling model »)

Théorisé des la fin des années 2000 (Lenz et al., 2009), le modele de I'effondrement a
connu une validation expérimentale assez récente: l'observation en temps réel de la
polymérisation de Snf7 a révélé la formation de petits anneaux de nucléation a partir desquels
se produit la croissance « from narrow to wide » des spirales (Chiaruttini e a/, 2015) (Figure
1.4.10.). Dans cette configuration expérimentale, 'oligomérisation de Snf7 est réalisée sur des
surfaces planes. Au fur et a mesure de la polymérisation de Snf7, les filaments acquicrent un fort

degré de relachement et emmagasinent de grandes quantités d’énergie élastique. Lorsque cette
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Figure 1.4.11. : Régulation de la signalisation NF-xB par ESCRT-III

A Détat basal, la machinerie ESCRT-III cible les récepteurs membranaires de la famille TNFR vers des
compartiments multi-vésiculés en vue de leur dégradation lysosomale. Le trafic de ces récepteurs, y comptis en
I'absence de ligands permet d’empécher leur accumulation et leur activation. A Pinverse, dans des cellules
déficientes pour ESCRT-III, I'internalisation des récepteurs au sein de vésicules intraluminales est perturbée. En
conséquence, ces récepteurs s’accumulent au niveau de la membrane des compattiments précoces ou ils
s’oligomérisent et signalent, en I'absence de ligands. Ce schéma basé sur 'étude de Mamitiska ef al., (2016) fait
figurer un faible degré d’internalisation luminale/dégradation des récepteurs, car il s’agit uniquement d’un contexte
« knock-down » (les auteurs ne détectent pas d’augmentation des niveaux cellulaires de ces récepteurs a la suite du
silencing ’ESCRT-III, ce qui suggere une dégradation incomplétement inhibée).
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derniere devient trop importante, elle est transférée a la membrane sous-jacente et induit son
« effondrement » et sa déformation (Figure 1.4.10.). Or, comme abordé en parties 4.1.1.2. et
4.2.1., 1l est probable qu’zz vivo, les filaments I’ESCRT-III s’assemblent non pas sur des surfaces
planes, mais au niveau de zones déja préalablement courbées par l'action conjointe des
complexes ESCRT-IT et Vps25/EAP20-Vps20/Chmp6. Dans ce cas, la libération de I'énergie
contenue les polymeéres hélicoidaux de Snf7 conduit, a la maniére du relachement d’un ressort,
a I'aplatissement de I'hélice corrélé au processus de scission (Figure 1.4.10.). Ici Vps4 pourrait,
grice a ’hydrolyse de I’ATP, dicter le passage de la conformation tubulaire/hélicoidale du
filament a une structure spirale plane et, par extension la fission membranaire elle-méme,

comme suggéré par les travaux de Schoneberg ef a/l. (2018).

4.3. Illustration des capacités de déformation membranaire
d’ESCRT-III au travers de trois processus physiologiques

Bien que la machinerie ESCRT-III controle drastiquement la formation des EMVs, le
bourgeonnement viral et 'abscission cytokinétique, je choisis dans cette partie de développer
trois autres de ses fonctions qui présentent un intérét majeur en raison de leur réévaluation

récente et/ou leur lien avec ce travail de thése.
4.3.1. Régulation de la signalisation NF-»xB

Cette fonction ’ESCRT-III est intimement liée a son role dans la biogénéese des EMVs
et la dégradation des cargos qu’ils contiennent, parmi lesquels on dénombre des récepteurs
transmembranaires, responsables de 'induction de différentes voies de signalisation. Ainsi, les
cellules déficientes pour TSG101 (ESCRT-I) montrent une accumulation du récepteur a TEGEF
a la membrane limitante du compartiment endocytique, associée a la persistance de la
signalisation MAP kinase en aval de ce récepteur (Bache ez a/, 2006). De facon analogue,
ESCRT-I et ESCRT-III contrélent également la dégradation luminale des récepteurs au TNEF
ou a lymphotoxine-3 (LTBR). En I'absence de TSG101 (ESCRT-I), Vps28 (ESCRT-I) ou
Chmp4b (ESCRT-III), ces récepteurs persistent au niveau de compartiments EEA1+ précoces,

ou leur accumulation provoque l'oligomérisation de TNFR et LTBR, indépendamment de la
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Figure 1.4.12. : Fermeture du phagophore par ESCRT-III

(a) Systéme expérimental a 'origine de la mise en évidence du role ’ESCRT-III dans la fermeture du phagophore.
A la suite de I'induction de P'autophagie, les cellules HT-LC3 sont perméabilisées afin de relarguer les protéines
LC3 cytosoliques, non-associées aux membranes des compartiments autophagiques. Les cellules sont ensuite
incubées en présence du ligand MIL, incapable de passer les membranes cellulaires, afin de détecter LC3 li¢ aux
membranes des phagophores en formation. Ensuite, les cellules sont marquées a I'aide d’un second ligand, MPL,
couplé a un autre fluorochrome et capable de traverser les membranes biologiques. Ce ligand se lie aux molécules
LC3 internalisées a lintérieur de compartiments clos, non accessibles au ligand MIL. Ce systeme de double
marquage permet d’identifier les différents stades de maturation des compartiments autophagiques. Tiré de
Takahashi ez al., (2018) (b) Modéle de fermeture du phagophore par ESCRT. Vps37A dirige 'assemblage ’'ESCRT-
III au niveau de la membrane du phagophore en vue de sa fermeture, a la suite de la fission médiée par Vps4. Tiré
de Takahashi ¢z a/., (2019).
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fixation de leurs ligands respectifs (Figure 1.4.11.). A Pinstar des événements observés a la
membrane plasmique et détaillés en section 3.1.2.1., I'oligomérisation de ces récepteurs a la
membrane endosomale initie les voies NF-xB canonique et non-canonique, a l'origine de la
sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (IL-8, TNFa) (Maminska e a/l., 2016) (Figure 1.4.11.).
A Pétat basal, la machinerie ESCRT régule donc le devenir intracellulaire de différents récepteurs
de signalisation et limite par extension I'induction de voies de transduction du signal, comme

NF-»B.
4.3.2. Contréle du flux autophagique

L’intuition de Pexistence d’un lien entre machinerie ESCRT et autophagie est ancienne
et trouve sa source dans I'accumulation de structures intracellulaires caractéristiques, appelées
autophagosomes et observées notamment a la suite de la déplétion de certains constituants
d’ESCRT ou de Vps4 (Filimonenko ¢# al., 2007; Lee and Gao, 2008; Rusten ez al., 2007). A cette
époque, malgré Pexistence d’autres hypotheses (Rusten and Stenmark, 2009), on considere
quESCRT est probablement requise pour la fusion des autophagosomes avec les lysosomes
(Filimonenko ez al., 2007) et que I'inhibition de cette étape conduit au phénotype observé. 11
faudra attendre 2018 et le développement d’un élégant systeme de double marquage des
compartiments autophagiques pour que soit élucidée formellement la fonction I’ESCRT dans
ce processus. Grace a I'utilisation successive de deux ligands fluorescents de la protéine LC3,
I'un traversant les membranes et autre pas (Figure 1.4.12.), les auteurs parviennent a distinguer
les différents stades de maturation de 'autophagosome, caractérisés par des degrés de fermeture
variables du compartiment (Takahashi ez a/., 2018). De facon frappante, la déplétion de Chmp3,
Chmp2a ou Vps4 conduit a 'accumulation de phagophores, c’est-a-dire de structures ouvertes
correspondant au stade le plus précoce de formation de l'autophagosome (Takahashi ez al.,
2018). Ainsi, le complexe ESCRT-III apparait nécessaire a la fermeture des phagophores,
médiée par fission membranaire, et a la biogenese résultante des autophagosomes (Figure

1.4.12.).

Enfin, il est intéressant de noter qu’en plus de son implication macroautophagique sus-décrite,

ESCRT-III contréle également linternalisation sélective ou non-sélective de protéines
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Figure 1.4.13. : Réparation des dommages (ici nécroptotiques) touchant la membrane plasmique
par ESCRT-III

A la suite de I'induction nécroptotique, MLKL forme des oligomeres insérés dans la membrane plasmique. Ces
pores générent, par des mécanismes encore inconnus, des lésions membranaires a 'origine d’un influx calcique
dans le cytosol. Ce flux entraine le recrutement du complexe ESCRT-III au lieu de la lésion. Par 'intermédiaire de
la formation d’un bourgeon libéré 7« fine dans le milieu extracellulaire, ESCRT-III excise les portions de membrane
plasmique endommagées. Sur la base de seules observations microscopiques, les oligomeéres de MLKL sont
supposés étre relargués dans le cytosol ou ils seraient dissociés (?). Dans le cas de dommages pyroptotiques,
gasdermine D (al'origine de la formation des dommages) est détectée, avec ESCRT-III, dans les vésicules libérées.
ESCRT-III pourrait donc, de fagon analogue, exciser les pores de MLKL en méme temps que les portions
membranaires 1ésées. Cela reste a démontrer formellement. Adapté de Gong ez al., (2017b).
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cytosoliques dans des vésicules intraluminales au cours dun processus appelé

« microautophagie » (Sahu ez a/., 2011).

Quelle que soit la voie autophagique considérée, I'implication spécifique d’ESCRT-III
lors de I’étape de scission (plutot que lors de la fusion phagolysosomale, comme initialement
suggéré) souligne une nouvelle fois I'incroyable diversité des processus biologiques régulés par

cette machinerie, également illustrée par 'exemple suivant.

4.3.3. Réparation des membranes biologiques

4.3.3.1.  Membrane plasmique

La découverte du role probablement ancestral I’ESCRT-III dans la réparation des
membranes biologiques débute en 2014, avec la mise en évidence du recrutement rapide de
Chmp4b a 'emplacement de dommages membranaires localisés, induits notamment par un
faisceau laser (Jimenez ef al, 2014). Dans ce contexte, la perturbation de l'intégrité de la
membrane plasmique provoque un influx calcique dans le cytoplasme, détecté par la protéine
ALG-2 (Scheffer et al, 2014). Cette dernicre facilite le recrutement d’Alix, et par extension
d’ESCRT-I et 111, a ’endroit 1ésé. L’apparition de foc composés de Chmp4b, Chmp3 ou encore
Chmp2a/b précede la fermeture des « plaies » membranaires et régule la survie cellulaire, par
I'intermédiaire de Dexcision, dépendante de Dactivité ATPasique de Vps4, de vésicules

comprenant les portions de membrane endommagées (Jimenez ez al., 2014).

Si ces résultats initiaux ont été obtenus en réponse a des stimuli destructeurs largement
artificiels, comme I’exposition a un faisceau laser intense ou a des concentrations élevées de
détergents ou de toxines bactériennes, ils revétent également une importance physiologique
majeure. En effet, ESCRT-III controle également la résistance des cellules vis-a-vis de
I'induction de voies de mort cellulaire, comme la nécroptose (Gong ¢ al., 2017b) ou la pyroptose
(Ruhl ez al., 2018), grace aux mémes mécanismes (Figure 1.4.13.). En plus d’éliminer les Iésions
causées par linsertion de phospho-MLKL dans la membrane plasmique sous forme de
bourgeons (Gong e7 al, 2017b), ESCRT-III permet aussi 'incorporation de cette protéine au
sein des vésicules intraluminales des EMVs (Yoon e al., 2017), libérées in fine sous la forme

d’exosomes. La séquestration de phospho-MLKL dans les exosomes limite son association a la
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Figure 1.4.14. : Reformation/réparation de ’enveloppe nucléaire par ESCRT-III

(a) Pendant 'anaphase, ESCRT-III est dirigé par Chmp7 aux endroits ou Ienveloppe nucléaire enserre les
microtubules du fuseau mitotique. ESCRT-III, par I'intermédiaire des domaines MIT, recrute les spastines M1 et
M87. ESCRT-III et les spastines ceuvrent de consort afin de réaliser la constriction membranaire, associée a la
section des microtubules. Tiré de Vietri e al., (2015) (b) Afin de passer les constrictions rencontrées, les cellules
déforment leur noyau. Ce phénomene conduit a une augmentation de la pression intranucléaire et a la formation
de bourgeons nucléaires. La rupture de ces structures transitoires entraine la fuite de matériel nucléaire dans le
cytoplasme ainsi que le recrutement ’ESCRT-III au lieu du dommage. De facon analogue a ses fonctions a la
membrane plasmique, ESCRT-1II re-scelle 'enveloppe nucléaire et limite Iirruption de dommages chromatiniens.
Adapté de Raab ¢t al., (2016).



INTRODUCTION

membrane plasmique et constitue donc un second mécanisme de protection en réponse a

I'induction de la nécroptose (Yoon et al., 2017).
4.3.3.2. Enveloppe nucléaire

La découverte de lI'implication d’ESCRT-III dans la réparation de la membrane
plasmique fut rapidement suivie de la révélation de son role dans la reconstitution de 'enveloppe
nucléaire, en fin de mitose. Dans ce cadre, Chmp7, recruté par la protéine LEM2 (Gu e¢f al.,
2017), nucléée la formation des filaments ’ESCRT-III spécifiquement au niveau de zones ou
Ienveloppe nucléaire capture des faisceaux de microtubules (Olmos ef al, 2016). Par
I'intermédiaire des domaines MIM, les sous-unités ’ESCRT-III interagissent avec les spastines
M1 et M83, porteuses de domaines MIT. L’ensemble de ces protéines catalyse ensuite la
dissociation des microtubules et autorise la reformation ultérieure de I'enveloppe nucléaire
(Olmos ef al., 2015; Vietri et al., 2015) (Figure 1.4.14.). A linverse, la déplétion de Chmp3 ou
Chmp2 induit la persistance des microtubules ce qui compromet lintégrité de I'enveloppe
nucléaire et la séquestration des composants nucléo-cytoplasmiques (Olmos et al., 2015; Vietri

et al., 2015).

La sortie de mitose ne constitue pas l'unique situation biologique dans laquelle le
complexe ESCRT-III est recruté au niveau de enveloppe nucléaire. En effet d’élégants travaux,
conduits par les équipes de Matthieu Piel et Jan Lammerding, ont démontré que la migration
cellulaire dans un environnement contraint s’accompagne de ruptures locales de 'enveloppe,
générées par 'augmentation de la pression intra-nucléaire (Denais ez a/., 2016; Raab ez al., 2010)
(Figure 1.4.14.). Ces évenements de rupture coincident avec la survenue de cassures double-brin
de PADN, qui menacent sérieusement la survie cellulaire, en cas de non-réparation. Dans ce
contexte, le recrutement ’ESCRT-III au niveau des lésions de 'enveloppe nucléaire revét une
importance vitale, notamment dans les cellules immunitaires largement soumises aux stress

mécaniques liés a la migration.
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4.3.3.3. Compartiments endolysosomaux

Enfin, la capacité de réparation des membranes biologiques par ESCRT-III a
récemment été étendue aux endomembranes, selon des modalités analogues a celles décrites
pour la membrane plasmique (Radulovic e al., 2018; Skowyra ez al., 2018). La réparation des
endomembranes médiée par ESCRT-III pourrait non seulement garantir Uintégrité cellulaire en
réponse a des menaces physiques (internalisation de cristaux de silice ou d’acide urique), mais
également contribuer a la séquestration de pathogenes intracellulaires comme Mycobacterinm

smegmatis et ainsi, contenir infection (Lopez-Jiménez ez al., 2018; Philips ¢z al., 2008).
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5. OBJECTIFS DE LA THESE

La découverte de la présentation croisée il y a quarante ans a constitué une révolution
dans notre compréhension de la biologie fondamentale des cellules dendritiques. La
caractérisation moléculaire de la voie cytosolique, prépondérante z vivo, a concentré les efforts
de nombreuses équipes de recherche et fait émerger I'idée, trés largement acceptée, que le
transporteur Sec61 controle 'export cytosolique des antigenes (Ackerman ez 2/, 2006; Zehner ef
al., 2015). Cependant, la seule implication de ce translocon apparait insuffisante et insatisfaisante
a de nombreux égards (développés en partie 2.2.2.1.) et suggere donc la contribution de
mécanismes régulateurs additionnels (Dingjan ez al., 2016; Grotzke ez al, 2017). La seconde
hypothése évoquée lors de la mise en évidence de Pexport cytosolique des antigénes réside dans
la rupture temporaire de la membrane limitante du compartiment contenant 'antigene (Reis e
Sousa and Germain, 1995). Longtemps rejeté en raison de I'absence supposée de mécanismes
de contrdle de I'intégrité membranaire, ce modele requiert une réévaluation au regard de la
découverte récente du role central joué par ESCRT-III dans la réparation des membranes
biologiques (Jimenez ez al., 2014; Olmos e# al., 2015; Raab ez al., 2016; Radulovic e al., 2018;
Skowyra ez al., 2018).

Dans ce cadre conceptuel, mon travail de thése a principalement consisté en la
caractérisation de l'implication de la machinerie ESCRT-III dans Pexport cytosolique des
antigenes et la présentation croisée par les cellules dendritiques. Selon le mécanisme biologique
étudié, la contribution relative des différentes sous-unités d’ESCRT-1II varie. Nous avons choisi
de concentrer notre étude sur les sous-unités Chmp2a et Chmp4b, nécessaires au déroulement
de tous les processus biologiques médiés par ESCRT-III (Jimenez et al., 2014; Morita et al., 2010,
2011; Skowyra ez al., 2018; Takahashi ez a/., 2018). Dans un second temps, les résultats obtenus
et 'importance décrite ’ESCRT-III dans la réparation des dommages nécroptotiques (Gong ef
al., 2017b) nous ont amenés a évaluer la possible contribution de ces lésions, en partie
endomembranaires, dans 'export cytosolique des antigenes. Ainsi, en excisant les dommages
nécroptotiques de la membrane plasmique ou des compartiments endocytiques, ESCRT-III
régulerait ’activation croisée en controlant non seulement ’émission de cytokines par les cellules

donneuses d’antigénes (comme décrit en partie 3.2.2.3.), mais aussi en modulant I'export
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cytosolique des antigénes dans les cellules dendritiques. Grace a lutilisation de cellules
dendritiques murines primaires ou immortalisées et invalidées pour Chmp2a et Chmp4b ainsi
quau développement de différentes approches expérimentales (microscopie, inhibition
pharmacologique de la nécroptose, analyses fonctionnelles 7z vitro et in vivo), les résultats
présentés ici démontrent I'implication des fonctions de réparation d’ESCRT-III dans un
processus immunologique majeur. Ce travail de doctorat permet par conséquent de revisiter
I’hypothése dite de «la rupture du compartiment» et d’améliorer la compréhension des

processus cellulaires impliqués dans la présentation croisée.
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Résumé

Contexte : Le laboratoire de Sebastian Amigorena s’intéresse de longue date aux cellules
dendritiques avec pour objectif de caractériser les bases moléculaires a l'origine de leur
supériorité en termes de présentation antigénique et plus spécifiquement en termes de
présentation croisée. Les travaux de I’équipe ont notamment permis de mettre en évidence
I'importance fondamentale de I'alcalinisation du compartiment endocytique, dépendante de la
production d’espéces réactives de 'oxygene (ROS) et controlée au cours de la présentation
croisée par de nombreux acteurs clés parmi lesquels Rab27a, NOX2 ou encore Rac2. La
contribution de ces protéines a I'export cytosolique des antigenes, par I'intermédiaire de la
génération des ROS, suggere I'implication d’événements de rupture membranaire dans ce
processus mal caractérisé. Cette hypothese séduisante souffre cependant de I'absence de
caractérisation différentielle des perturbations endomembranaires induites dans les cDC1 et
cDC2, ainsi que d’'une méconnaissance de la régulation des dommages produits. En effet,
Poccurrence de ces perturbations suppose le recrutement d’une machinerie de réparation
membranaire, comme ESCRT-III, en vue de limiter leurs conséquences potentiellement

dommageables pour la cellule.

Méthodes : Afin de rendre compte de leur pertinence physiologique, la survenue de dommages
intracellulaires a été suivie grace a l'apparition caractéristique de for/ constitués du marqueur
galectine-3. Par ailleurs, 'implication d’ESCRT-III dans I'export cytosolique des antigenes,
possiblement consécutif a la rupture des endomembranes, a été évaluée grace a une approche
perte de fonction, conduite par ciblage shARN dans une lignée de cDC1 murine. Enfin,
'utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques dune voie de mort cellulaire particulicre, la
nécroptose, a révélé certaines perspectives intéressantes quant a la nature des dommages

responsables de la fuite cytosolique des antigenes et réparés par ESCRT-IIL.

Résultats : Les résultats présentés ici démontrent que les cDCl1, spécialisées dans P'export
cytosolique des antigenes et la présentation croisée, montrent davantage de dommages
intracellulaires, révélés par les foci galectine-3+, que leurs homologues cDC2. Cette observation
correle de fagon frappante avec le recrutement accru de certaines sous-unités de la machinerie
de réparation ESCRT-III dans les compartiments intracellulaires de cette sous-population de

cellules dendritiques. De plus, la déplétion de Chmp4b et ChmpZ2a, deux sous-unités effectrices
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du complexe ESCRT-III, provoque une ¢lévation drastique de la capacité des cellules
dendritiques a réaliser 'export cytosolique des antigénes. Cet effet, intrinseque aux cellules
déficientes pour ESCRT-III et majoritairement indépendant de I'induction de NF-»B liée au
silencing, suggere quESCRT-III contribue a I’état basal a la réparation de dommages
endomembranaires et limite de ce fait Pexport cytosolique des antigenes. De plus, la fuite
cytosolique des antigénes, provoquée par l'absence d’une machinerie de réparation
fonctionnelle, s’accompagne de 'augmentation de I'efficacité de la présentation croisée dans les
cellules dendritiques 7z vitro et in vivo. Enfin, la déplétion de Chmp4b et Chmp2a provoque
P'accumulation d’oligoméres de la protéine MLKL, responsables de lésions membranaires et
endomembranaires normalement excisées par ESCRT-III. Ainsi, en 'absence d’une machinerie
ESCRT-III fonctionnelle, la persistance de ces dommages endomembranaires causés par MLKL
pourrait générer une perméabilité accrue, a 'origine du phénotype d’export cytosolique observé.
En effet, I'inhibition pharmacologique de RIPK3, kinase activatrice de MLKL, entraine une
forte diminution de 'export cytosolique dans les cellules dendritiques déficientes pour ESCRT-

I11.

Conclusion : I’ensemble de ces résultats apporte des preuves supplémentaires en faveur de
I’hypothese de la « rupture membranaire » et démontre que la fuite cytosolique des antigenes,
consécutive a la survenue de perturbations endomembranaires, est finement régulée par
ESCRT-IIL Sila nature des dommages intracellulaires induits reste a caractériser avec précision,
la présente étude suggere cependant qu’ils pourraient étre la conséquence de Iinsertion
endomembranaire de pores de MLKL. Ce travail participe a la réhabilitation d’'une hypothese
ancienne, longtemps rejetée, et ouvre des perspectives nouvelles et fascinantes quant a la

régulation de la présentation croisée et des réponses antitumorales qu’elle initie.

Contribution personnelle : J’ai réalisé¢, avec 'aide précieuse de Marianne Burbage, Derek
Rookhuizen, Nina Burgdorf et Mathieu Maurin, toutes les expériences de cette étude, hormis la
protéomique présentée en Figure R.1.1C (effectuée par Elodie Segura, Eugene Kapp et Richard
Simpson), et les immunoblots des figures R.1.7A, R.1.7B, RS.1.8A et RS.1.8B (effectués par

Mathieu Bertrand a partir de lysats obtenus par nos soins).
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Abstract

Despite its crucial role in the initiation of cytotoxic immune responses, the molecular
mechanisms underlying antigen cross-presentation remain incompletely understood. How
antigens exit endocytic compartments to enter the cytosol for processing by the proteasome is
a long-standing matter of controversy, confronting two main models: transfer through specific
channels/transporters, or rupture of endocytic membranes and leakage of luminal content. We
reasoned that the latter model could only be operational if membrane damages were contained
by effective repair, to preserve cell survival. To test this possibility, we inhibited in conventional
dendritic cells (cDCs) the expression of ESCRT-III, the main repair system for intracellular
membranes. Consistent with their higher capacity to export and cross-present antigens, cDC1
display superior intracellular membrane injuries, as well as enriched ESCRT-III subunits in
endocytic compartments, as compared to their cDC2 counterparts. Silencing of ChmpZ2a or
Chmp4b, two effector subunits of the repair complex, enhances both cytosolic antigen export
and cross-presentation by cDCs. These results show a critical role for membrane repair in
containing antigen export to the cytosol and cross-presentation in cDCs. They are consistent
with antigen exiting endocytic compartments after membrane disruption, rather than through
specific transporters or translocons, identifying a new fundamental cell mechanism involved in
antigen cross-presentation, and opening new opportunities for therapeutic immune

manipulation.
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Introduction

Conventional dendritic cells (cDCs) initiate immune responses against pathogens and
tumors. To do so, they present exogenous antigens on both Major Histocompatibility Complex
(MHC) class II (MHC-II) and class-I (MHC-I) molecules. Presentation of internalized antigens
by MHC-I, or “cross-presentation”, mediates priming of CD8+ naive T lymphocytes, or “cross-
priming”, a process first described over forty years ago (Bevan, 1976a, 1976b). At steady state,
CD8+ CD11b- ¢cDC1 display a superior ability to cross-present antigens compared to CD8-
CD11b+ cDC2, due to specialized machinery delivering antigens to cross-presentation pathway
(Blander, 2018). Our current understanding of the latter pathway is that, following uptake,
antigens are exported from intracellular compartments to the cytosol, where they are degraded
by the proteasome. The resulting peptides are then loaded on MHC-I (in the endoplasmic
reticulum -ER- or in endocytic compartments) and subsequently presented at the cell surface
(reviewed in Cruz ef al., (2017)). Whereas several steps of antigen cross-presentation are now
well described, the molecular mechanisms underlying antigen export to the cytosol remain

elusive.

Although the idea that antigens are exported to the cytosol was proposed in the eatly
nineties (Kovacsovics-Bankowski and Rock, 1995), the first insights into the molecular
mechanisms involved came from studies using Exotoxin A (ExoA), a bacterial inhibitor of
Sec61 (Koopmann ef al., 2000). ExoA blocked cytosolic export-dependent function of 1CP47
protein (which inhibits peptide import into the ER or phagosomes by interacting with the
cytosolic face of TAP (Ackerman ez al, 2006)), involving Sec61 in the process. Sec61 mediates
signal peptide-dependent protein import in the ER and was proposed at that time to be involved
in retro-translocation of misfolded proteins back into the cytosol (Rémisch, 2017). Sec61-
dependent export of antigens was further supported by results showing that siRNA-mediated
depletion of Sec61, as well as retention of Sec61 in the ER by an intrabody, inhibited cytosolic
antigen translocation and cross-presentation (Zehner ez al., 2015). In contrast, more recent study
showed that inhibition of Sec61a with a more specific inhibitor, mycolactone, had no direct
effect on antigen export to the cytosol (Grotzke e al., 2017). Sustained inhibition, however,

diminished antigen cross-presentation following reduced expression of MHC class I molecules
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at the plasma membrane. This study argues against Sec61 acting as a retrotranslocon in antigen

export to the cytosol (Grotzke ez al., 2017).

Furthermore, the role of Sec61 in retro-translocation remains controversial, even in the
ER. The pore size of Sec61, adapted for the insertion of extended unfolded polypeptides
(Voothees et al., 2014), seems insufficient to export large folded, post-translationally-modified
proteins, known to be exported to the cytosol during antigen cross-presentation (Singh and

Cresswell, 2010), suggesting the contribution of additional export mechanisms.

A recent study, indeed, highlights a role for reactive oxygen species (ROS)-dependent
lipid peroxidation in triggering endosomal membrane destabilization and subsequent antigen
escape into the cytosol (Dingjan ef al, 2016). If leakage of endocytic compartments indeed
occurs during antigen cross-presentation in ¢cDCs, why does it not result in cell death? Indeed,
permeabilization of endolysosomal membranes leads to release of cathepsins and hydrolases
that initiate cell death pathways (Boya and Kroemer, 2008). Therefore, if membrane leaks were
somehow involved in any physiological cell function, such as antigen cross-presentation,

damages would need to be strictly contained to avoid cell death.

Several recent studies identify the Endosomal Sorting Complex Required for Transport
(ESCRT) as a major player in repairing different types of cellular membranes following damage,
including plasma (Jimenez ef al, 2014), nuclear (Olmos et al., 2015; Vietri et al, 2015) and
endolysosomal membranes (Radulovic e al., 2018; Skowyra ez al., 2018). The highly conserved
ESCRT machinery is composed of four different complexes (from ESCRT-0 to ESCRT-III),
sequentially recruited to membranes and displaying a wide range of cellular functions, from
cytokinetic abscission (Carlton ez al, 2012) to virus budding (Garrus ez al., 2001). During repair,
ESCRT-III constitutes the core complex forming helical filaments around damaged portions of
membranes. The latter are ultimately shed away from the cytosol, in the form of buds, following

filament constriction (Schoneberg ez al., 2017).

Here, we tested the hypothesis that ESCRT-III, by repairing membrane damages,
controls antigen leakage to the cytosol during antigen cross-presentation in cDCs. We targeted
Chmp4b, the main component of ESCRT-III helical filaments (Chiaruttini ef a/., 2015; Hanson
et al., 2008; Shen e¢f al., 2014b), and Chmp2a, a subunit required for the recruitment of the
unfolding protein Vps4b (Adell e a/., 2014; Fujita ez al., 2004; Saksena e al., 2009) by shRNA.
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We show that depletion of ESCRT-III results in a drastic enhancement of antigen export to the
cytosol and cross-presentation, in a cell-intrinsic manner, both 7z vitro and 7n vive. ESCRT-III is
recruited to damaged intracellular compartments, limiting both cell death and antigen leakage
into the cytosol, which in turn controls antigen cross-presentation. Our results thus support the
model of membrane leakage for antigen export to the cytosol in cross-presenting cDCs and

suggest that necroptotic pathways may modulate the occurrence and efficiency of this process.
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Results

Increased damage in intracellular compartments of cross-presenting cDCs correlates

with enhanced ESCRT-III recruitment in this subset’s endolysosomes

It was previously shown that CD8+ cDC1 cross-present antigen more effectively than
CD11b+ cDC2 at steady state (Pooley e al, 2001; Schnorrer ez al., 2006), partly owing to their
higher capacity to export antigens into the cytosol (Imai ez 2/, 2011; Lin ez al., 2008). To confirm
these findings, we used another experimental approach, namely the B-lactamase assay for
antigen export to the cytosol. Briefly, cDCs were fed with 3-lactamase for 1, 3 or 5 h and then
loaded with CCF4, a cytosolic B-lactamase substrate emitting green fluorescence due to FRET
between its two constitutive subunits. When B-lactamase is efficiently transported from
intracellular compartments to the cytosol, it cleaves CCF4, thereby disrupting the FRET signal
and resulting in the emission of blue fluorescence. Ratio between blue and green fluorescence
was then measured by flow cytometry as a read-out for antigen export to the cytosol. Similar to
previous findings, this assay also shows that cDC1 export antigens to the cytosol more

efficiently than ¢cDC2 (Figure R.1.1A).

To get initial insights into the mechanisms underlying this functional specialization, we
monitored the possible occurrence of endomembrane rupture events by labeling purified splenic
dendritic cells with galectin-3. This cytosolic lectin enters endocytic compartments in the event
of damage, thereby serving as a marker for endocytic leakage (Aits ez a/, 2015). At steady state
(DMSO control condition), cDC1 display significantly higher amounts of galectin-3 foz than
their cDC2 counterparts (Figure R.1.1B, Figure RS.1.1A and RS.1.1B), thus suggesting that
cross-presenting dendritic cells undergo superior endolysosomal rupture events. Although
cDC1 show increased expression of galectin-3, as compared to cDC2 (Figure RS.1.1C), the
absence of correlation at the cell level between galectin-3 fluorescence intensity and the number
of foc/ (Figure RS.1.1D) suggests that the observed differences in galectin-3 focs numbers between
cDC1 and cDC2 are not solely due to variations in galectin-3 expression. Furthermore, the
greater occurrence of endolysosomal damage in cDC1 was confirmed, and even exacerbated,
after incubation of splenic dendritic cells with L-Leucyl-L-leucine methyl ester (LLOME)

(Figure R.1.1B and Figure RS.1.1A), a drug causing endolysosomal membrane rupture
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subsequent to cathepsin C cleavage in lysosomes (Aits e al, 2015; Maejima ¢t al., 2013; Repnik
et al., 2017). This observation cannot be explained by discrepant cathepsin C levels, since cDC1
and cDC2 equally express this protease (Luber ¢# 4/, 2010). Interestingly, cDC2 display elevated
levels of cell death upon LLOME treatment, but this sole parameter seems insufficient to
account for differences in galectin-3 patterns (Figure RS.1.1E). Indeed, cDC1 also display
increased galectin-3 foc; formation at steady-state or after 4h culture of cells with the model
antigen ovalbumin (OVA) (Figure R.1.1B and RS.1.1A), conditions where no differences in
viability are observed. Remarkably, the endotoxin contamination status of OVA, known to
modulate the efficiency of cross-presentation (as shown later in this study, in Figure R.1.6F),
also influences the appearance of galectin-3 forz. As shown in Figure R.1.1B and RS.1.1A,
endotoxin-contaminated OVA increases the frequency of galectin-3 foz in ¢cDC1, as compared
to treatment with the endotoxin-free form of this antigen. In summary, we show here that the
occurrence of endolysosomal damage, reflected by the appearance of galectin-3 foci, mirrors the
intrinsic capacity of antigens to be cross-presented efficiently as well as the enhanced ability of

cDC1 to export and cross-present antigens.

We reasoned that if endolyosomal membrane rupture underlies increased cytosolic
antigen export in cDC1, then molecular repair machineries, such as ESCRT-III, should be
actively recruited to ¢cDC1 intracellular compartments. Thus, we isolated early endosomes, late
endosomes and lysosomes from splenic ¢cDC1 and cDC2 by subcellular fractionation and
compared their protein composition using semi-quantitative label-free mass spectrometry
(Segura et al., 2009, 2010). As controls, we confirmed that typical markers of each ¢cDC subset,
such as Ly75 for ¢cDC1 (Vremec and Shortman, 1997) and CD22 for ¢cDC2 (Edwards e al,
2003) are present in the corresponding subset (Figure R.1.1C, upper panel). At the sole
exception of Chmp2a, ESCRT-III subunits are enriched in cDC1 eatly endocytic compartments
(Figure R.1.1C, lower panel), further supporting the notion that more frequent endocytic
membrane damages occur in this subset. Of note, Chmp2a is found enriched in late endosomes

and lysosomes in ¢cDC1.

Silencing of ESCRT-III proteins enhances antigen export to the cytosol

To directly test a role for ESCRT-III proteins in antigen export to the cytosol, we

silenced two ESCRT-III components required for membrane repair (Jimenez ef al., 2014; Olmos
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Figure R.1.2.: ESCRT-III-silenced cDCs display increased antigen export to the cytosol

(a) RT-qPCR expression analysis of Chmp4b and Chmp2a in MutuDC expressing the different shRNAs. Data show the result
of n=8 independent experiments. Exact p-values resulting from Student’s t-test are shown. (b) Experiment timeline for 3-
lactamase assay performed in (c-d). (c-d) ESCRT-III or shRNA control-transduced MutuDC were incubated for 1 to 5h with
B-lactamase before loading with the CCF4 FRET-sensitive probe. After overnight incubation, conversion of CCF4 was
measured by flow cytometry and quantified in (d). n = 4 independent experiments (two-way ANOVA; mean and SEM) Shown
are plots observed after 3h of incubation with or without B-lactamase. (¢) ESCRT-III deficient or control MutuDC were
incubated for 20 min or 2h with 2 mg/mL B-lactamase. Total enzymatic activity was analyzed by spectrophotometry after 1h
incubation of lysates with nitrocefin substrate. n=2 independent experiments (mean and SEM). Due to two aberrant values,
two-way ANOVA could not be performed. Expetiment is to be repeated.
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et al., 2015; Vietri et al., 2015), namely Chmp4b or Chmp2a in the cDC1 Mutu line (Fuertes
Marraco et al., 2012). The latter is derived from splenic cDC1 and shares functional properties
with this subset, including selective use of the cytosolic pathway for cross-presentation (as
suggested by our unpublished data), contrary to BMDCs that partially target antigens to the
vacuolar pathway (Murshid ez a/, 2010). For each target, we used two different shRNAs (sh#2
and sh#3 for Chmp4b and sh#1 and sh#2 for Chmp2a) that decreased mRNA expression by
day 3 post-transduction (Figure R.1.2A). As previously described (Gong et al., 2017b), silencing
of Chmp4b or Chmp2a results in spontaneous cell death over time (Figure RS.1.2A), most likely
due to unrepaired necroptotic MLKI.-associated membrane damage. We therefore performed
all functional experiments at day 3 post-transduction, a timepoint that systematically yielded

efficient silencing and maintained over 70% viability.

To evaluate the effect of ESCRT-III silencing on antigen exportt to the cytosol, we used
the previously described B-lactamase assay (Figure R.1.2B). As shown in Figure R.1.2C (upper
panel) and R.1.2D, Chmp4b and ChmpZ2a-silenced cDCs export B-lactamase into the cytosol
more efficiently than ¢DCs transduced with a control shRNA. This effect is unlikely due to -
lactamase passive entry through putative unrepaired holes into the plasma membrane, as
ESCRT-III-deficient cDCs incubated with 3-lactamase for 5h on ice do not show any CCF4
conversion (Figure R.1.2C, lower panel). The higher efficiency of Chmp4b sh#2, as compared
to Chmp4b sh#3, may be explained by earlier decrease in Chmp4b mRNA (Figure RS.1.2B),
even if the transcript levels at day 3 post-transduction were similar (Figure R.1.2A). Therefore,
reduced expression of two different ESCRT-III subunits in cDCs enhances antigen export to

the cytosol.

To further investigate the functional consequences of ESCRT-III silencing, we tested
whether the higher antigen export efficiency is due to increased antigen uptake. For this
purpose, we incubated ESCRT-III-silenced or control cDCs with various concentrations of
AF647-labeled OVA for different periods (Figure RS.1.3A, left panel). ESCRT-I1I-silenced cells
endocytose antigens at similar, or even lower rates than control cells (Figure RS.1.3A, right
panel), indicating that increased export to the cytosol is not a consequence of increased uptake.
Previous studies showed that depletion of Chmp3 (Bache ¢z a/, 2006) or Chmp4b (Maminiska ez

al., 2016) leads to delayed endo-lysosomal fusion following receptor-mediated endocytosis,
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whereas degradation of proteins endocytosed by fluid-phrase remains unaffected (Bache e 4/,
20006). To monitor proteasomal or lysosomal degradation, we used BSA-DQ, which emits
increased fluorescence when degraded, in the presence or absence of MG-132, a reversible
proteasome inhibitor (Figure RS.1.3B). ESCRT-III-silenced cells display reduced degradation,
as compared to control cells (Figure RS.1.3C, left panel). Of note, degradation of BSA-DQ), as
measured in this assay, is abolished upon treatment with MG-132 (Figure RS.1.3C, right panel),
suggesting proteasome dependence (even if we cannot totally exclude some unspecific

lysosomal inhibition triggered by MG-132).

To determine whether increased export to the cytosol in ESCRT-III-depleted cells is
due to undegraded 3-lactamase accumulation in the cytosol, rather than to increased export, we
measured export in presence or absence of the proteasome inhibitor. Proteasomal inhibition
does not affect CCF4 conversion in control or ESCRT-III-silenced ¢DCs (Figure RS.1.3D).
Furthermore, in the presence of MG-132, ESCRT-III silencing still induces increased export
(Figure RS.1.3D), suggesting that changes in 3-lactamase degradation by the proteasome do not
account for the observed phenotype. As an additional control, the total amount of endocytosed
B-lactamase was evaluated enzymatically in total cell lysates, after different times of
internalization and subsequent sonication (Figure R.1.2E). The amount of intact B-lactamase is
comparable in ESCRT-III-silenced and control DCs, indicating that differences in uptake or
enzymatic degradation are unlikely to account for the increased shift in CCF4 conversion
observed after ESCRT-III depletion (Figure R.1.2E). Collectively, these results show that
ESCRT-III silencing in ¢cDC1 induces a strong increase in the export of soluble endocytic cargo

to the cytosol, most likely independently of uptake or degradation.
ESCRT-III-mediated control of antigen export to the cytosol is cell intrinsic

As reported previously in other cells types (Maminska ez a/, 2016), ESCRT-III silencing in cDCs
triggers NF-»B activation. CD86 and MHC-II surface expression (Figure RS.1.2C), as well as
the production of TNF-u, IL-13 and RelB transcripts (Figure RS.1.2D), are increased in
ESCRT-III-silenced cDCs. To examine whether enhanced antigen export to the cytosol in these
cells is a consequence of silencing-mediated ¢cDC activation, we pre-activated ESCRT-111-
silenced and control cells with CpG, a TLR ligand to which ¢cDC1 (and MutuDCs) respond

strongly (Fuertes Marraco et al., 2012). In comparison with their resting counterparts, CpG-
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Figure R.1.3.: ESCRT-III-mediated increased antigen export to the cytosol is cell-intrinsic

(a) ESCRT-III or shRNA control-transduced MutuDC pre-activated or not for 16h with CpG were incubated for 1 to 5h with
B-lactamase before loading with the CCF4 FRET-sensitive probe. After overnight incubation, conversion of CCF4 was
measured by flow cytometry and quantified in (b). n = 3 independent experiments. (two-way ANOVA; mean and SEM) Shown
are plots observed after 3h of incubation with 8-lactamase. (c) Experiment timeline for ESCRT-III intrinsic assay co-culture
experiment. (d) Unstained Chmp2a sh#2-silenced and DeepRed Dye-labeled control MutuDC were co-cultured for 2 days or
left to grow in separate wells, before B-lactamase assay. Representative plots of cells co-cultured or grown in separate wells are
depicted (left panel) and quantified (right panel). (¢) Unstained Chmp4b sh#2-silenced and DeepRed Dye-labeled control
MutuDC were co-cultured for 2 days or left to grow in separate wells, before B-lactamase assay. Representative plots of cells
co-cultured or grown in separate wells are depicted (left panel) and quantified (right panel). n = 2 experiments (two-way
ANOVA, mean and SEM). Exact p-values depicted into a solid-line box shows comparison between ESCRT-targeting and
control shRNA-transduced MutuDC cultured in separate wells, for each timepoint. Exact p-values depicted into a dotted-line
box shows comparison between ESCRT-targeting and control shRNA-transduced MutuDC cultured in pooled well, for each

timepoint.
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treated control cDCs show slightly increased antigen export to the cytosol (Figure R.1.3A and
R.1.3B, left panel), but retain poor exporting capacity as compared to ESCRT-1II-silenced cells
(Figure R.1.3A and R.1.3B, middle panel). As shown in Figure R.1.3A and B (middle and right
panel), CpG treatment does not further enhance the robust exporting capacity of ESCRT-III-
silenced cells. Similar results were obtained after 16h pre-activation with high molecular weight
(HMW) polyl:C (Figure RS.1.4A, RS.1.4B, RS.1.4C and RS.1.4D). Of note, B-lactamase is
contaminated with endotoxins and induces cDC activation per se, in both silenced and control
cDCs (data not shown). Therefore, the increased exporting capacity of ESCRT-11I-silenced cells

is unlikely to be a direct consequence of NF-xB activation.

If the effect of ESCRT-III silencing on export to the cytosol is due to reduced endosomal
membrane repair, it should be intrinsic to individually silenced ¢cDCs, while if it is related to
cDC activation, it could be mediated by secreted factors. To address this question, we co-
cultured MutuDCs silenced for Chmp4b or Chmp2a together with control cells, labeled or not
with a cytosolic dye so that they could be distinguished by flow cytometric analysis. At day 3,
we performed the B-lactamase assay on cells pooled on day one post-transduction or on cells
cultured in separate wells (Figure R.1.3C). For each ESCRT-III subunit, we chose the most
efficient targeting shRNA, in order to maximize activation and secretion of cytokines in the cell
media. After co-culture with Chmp4b or Chmp2a-deficient cells, control cells display a shift in
CD86 and MHC-II surface expression, as compared to control cells cultured in separate wells
(Figure RS.1.5A and RS.1.5B), indicating that silenced cDCs secrete soluble factors that can
activate control bystander c¢DCs. Despite exposure to ESCRT-III depletion-induced
inflammatory cytokines, co-cultured control cDCs retain poor exporting capacity (Figure
R.1.3D and R.1.3E), indicating that enhanced export to the cytosol in ESCRT-I1I-silenced cDCs

is cell-intrinsic.

Together, these results demonstrate that NF-xB activation observed in ESCRT-III-deficient
cells is not sufficient to account for the strong enhancement of cytosolic antigen export. This
further supports the notion that ESCRT-III controls cytosolic export of antigens in a cell-

intrinsic fashion.
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Figure R.1.4.: ESCRT-III is recruited to damaged intracellular compartments and limits antigen
export to the cytosol

(a) Experiment timeline for PhagoFACS represented in (b). (b) Chmp4b-mCherry-transfected MutuDC were pulsed with OVA-
coated beads for 25 min and chased for various timepoints, in presence or absence of LLOME, in presence of ATP or under
ATP-deprived conditions. Recruitment of Chmp4b-mCherry on phagosomes was evaluated by flow cytometry. Plots
representative of 2 experiments are shown in left panels. Results plotted on right panel are representative of at least 2
independent experiments (two-way ANOVA, mean and SEM). (c) Chmp4b-silenced or control cells were incubated for 45min
with or without OVA-AF647 before fixation and galectin-3 staining. Images representative of 2 independent experiments are
shown. Exact p-values obtained with Mann-Whitney t-test are depicted. Number of galectin-3 foc/ per cell was quantified in (d).
Alternatively, Chmp4b-silenced or control cells were incubated for 3h with or without B-lactamase, n = 1. Number of galectin-
3 foci per cell is quantified in (). Exact p-values obtained with Mann-Whitney t-test are depicted.
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ESCRT-III is recruited to endocytic compartments to repair damages

Seeking to identify the cellular mechanism underlying ESCRT-III-mediated restriction of
cytosolic export, we hypothesized it could occur zia repair of endolysosomal membranes.
Importantly, recent studies revealed that ESCRT-III components are key players in repairing
damaged membranes of the endolysosome (Radulovic ef al, 2018; Skowyra ez al., 2018). To
investigate ESCRT-III recruitment to cDCs at steady state or following endolysosomal damage,
we transfected MutuDC with Chmp4b-mCherry and monitored the recruitment of Chmp4b to
phagosomes by PhagoFACS as described previously (Hoffmann ez a/., 2016). Transfected cDCs
were pulsed with OV A-coated beads as indicated (Figure R.1.4A, Figure RS.1.6A), and chased
for various timepoints either in the presence or absence of LLOME. As shown in Figure R.1.4B,
in the absence of LLOME, Chmp4b is recruited to approximately 13% of OVA-containing
phagosomes. Notably, recruitment is further increased to over 20% of mCherry-positive
phagosomes by treatment with LLOME, a result concordant with previous reports (Radulovic
et al., 2018; Skowyra et al., 2018). Moreover, ESCRT-III recruitment to phagosomes is dependent
on phagosome maturation, as it is completely abolished upon ATP deprivation with 2-DG and
NaNjs (Figure R.1.4B, Figure RS.1.6B). These results further connect ESCRT-III recruitment at

sites of damage to endocytic compartments.

Likewise, increased cytosolic export in ESCRT-III-depleted cells suggests that the absence of
ESCRT-III triggers endolysosomal damage in ¢cDCs. To investigate this possibility, we labeled
Chmp4b-silenced or control MutuDCs with galectin-3, after incubation in the presence or
absence of OVA (Figure R.1.4C and R.1.4D) or B-lactamase (Figure R.1.4E). While control cells
show diffuse, cytosolic galectin-3 distribution, Chmp4b-silenced cells display intense galectin-
3+ puncta (Figure R1.4C, R.1.4D and R.1.4E), that resemble those observed after addition of
LLOME (Figure R.1.4C, upper right panel). The appearance of galectin-3+ forz in Chmp4b-
silenced cells confirms that ESCRT-III is indeed required to repair intracellular compartments
and protect them from deleterious damage. We conclude that ESCRT-III is recruited to repair

damaged intracellular compartments and thereby restricts antigen export to the cytosol.

Interestingly, when control or Chmp4b-depleted cells are incubated with antigens that contain

endotoxin (OVA-AF647 or B-lactamase), galectin-3+ puncta formation is enhanced (Figure

94



14

1.2

1.0

0.8

B3Z (OD)

0.6

0.4

0.2

0.0

14

1.2

1.0

0.8

B3Z (OD)

0.6

04

0.2

0.0

ESCRT-III deficient
or control MutuDC
100 000 cells/well

}

B3Z
100 000 cells/well

}

5h 16h 4h
T 37°C T 37°C T 37°C T
Antigen loading MutuDC fixation with B3Z lysis and incubation DO measurement
0.008% glutaraldehyde with CPRG
EF OVA OVA257.264
- Resting DCs 1.4 7 Resting DCs
4 0.000 1.2 1
<0.0001 _
0.0057
<0.0001 1.0 -
- < 0.0001 0.0003 a 0
0.00( < 0.0001
| Q o3
N
(3]
4 @ 06 Chmp4b sh#2
Chmp4b sh#3
1 0.4 1 Chmp2a sh#1
02 Chmp2a sh#2
) Control shRNA
[ I e e e R S e
0 01020307 1 2 3 0 0.0030.01003 01 03 1 3
sEF-OVA (mg/mL) OVA257-264 (M)
EF OVA OVA257.264
-1 CpG-activated DCs 14 1 CpG-activated DCs
J 1.2 1
0.0004
| < 0.0001 ¢ 5 a0 1.0 1
<0 0.0004
0.0069 < 0.0001

00022 [

B3Z (OD)

0 0102 03 07

sEF-OVA (mg/mL)

1

Chmp4b sh#2
Chmp4b sh#3
Chmp2a sh#1
Chmp2a sh#2
Control shRNA

0.0

2 0 0.0030.010.03 0.1 0.3 1

OVA257-264 (nM)

3

Figure R.1.5.: ESCRT-III silencing enhances cross-presentation

(a) experiment timeline used for B3Z assay. (b-c) Resting (b) or CpG-activated (c) ESCRT-deficient or control MutuDC were
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R.1.4D and R.1.4E, respectively), suggesting that endolysosomal membrane rupture is

modulated by endotoxins present in antigen formulation.
Antigen cross-presentation is enhanced in ESCRT-III-silenced dendritic cells

To explore whether the increased damage to endocytic membranes and cytosolic export
observed following ESCRT-III silencing is associated with enhanced cross-presentation, we
used the OVA-specific B3Z CD8+ T cell hybridoma (Karttunen ez /., 1992). We incubated
ESCRT-III-silenced or control MutuDCs with soluble (sEF-OVA) or bead-coated endotoxin-
free OVA or with the OV Azs7.2¢4 peptide, as a control for MHC-I expression. MutuDCs were
then fixed and B3Z activation was monitored (Figure R.1.5A). While control cDCs fail to cross-
present sEF-OVA or bead-bound EF-OVA efficiently, ESCRT-III-deficient ¢cDCs show a
strong enhancement of soluble or bead-coated EF-OVA cross-presentation (Figure R.1.5B, left
panel and Figure RS.1.7A). Interestingly, silencing with the different shRNAs leads to different
levels of increased sEF-OVA cross-presentation, remarkably mirroring the effects of the
respective shRNA on cytosolic export (compare with Figure R.1.2B). Despite slight variations
in MHC-I surface expression in cells silenced with Chmp4b sh#2 and Chmp2a sh#2 (Figure
RS.1.7B and RS.1.7C), the OV Azs7264 peptide, which does not require processing, is presented
with equal efficiencies by control or ESCRT-III-silenced cDCs (Figure R.1.5B, right panel).
Additionally, MutuDCs pre-activation with CpG (Figure R.1.5C) or HMW polyl:C (Figure
RS.1.4E) shows no (Figure R.1.5C) or little (Figure RS.1.4E) increase of sEF-OVA cross-
presentation in control cells, suggesting that NF-»xB induction plays little role in enhancing
cross-presentation in this model. We conclude that ESCRT-III is a negative regulator of antigen

cross-presentation.

ESCRT-III silencing enhances T cell cross-priming 7n vivo

Next, to determine whether ESCRT-III silencing could atfect MHC-II antigen presentation, we
repeated our previous assay with OT-II T cells (OVA-specific CD4+ TCR-transgenic T' cells)
(Figure R.1.6A). As shown in Figure R.1.6B, the presentation of sSEF-OVA to OT-II CD4+ T
cells remains unaffected by ESCRT-III depletion, while a tendency to increased presentation of
OVAsz2s33 control peptide by ESCRT-III-silenced ¢DCs may reflect their higher MHC-II

expression (Figure RS.1.2C). In contrast and similar to what has been previously shown in B3Z

95



ESCRT-IIl deficient

or control MutuDC Purified OT-1or OT-II T cells

10 000 cells/well 100 000 cellsiwell
i 5h l 16h
T 37°C 37°c T

Antigen loading CD69/CD25 staining
b — EF OVA OVA323.339
w
EF OVA 3 mg/mL - OT-II T cells 23
O+
o
Control shRNA Chmpdb sh#2  Chmpdb sh#3 Chmp2a sh#1 Chmp2a sh#2 *g L ®
- R _ o - . R o 0O+
10 108 10 108 10 P = @ {
ot o | | - e B g 92
e %, W W) o SR
o 40.9 s } 472 | 46,3 | 41.3 | 469 B g /
i T 2 0 i I =
8 ¥ | | W g
Q R O R N R T ) 01¢ 10 1d 10 017 @ 10 10 0w 0 1 10 o 03 a o : 1o
CD25 > SEF-OVA (mg/mL) OVA323-339 (Hg/mL)
C - EF OVA OVA257.264
»
EF OVA 3 mg/mL - OT-I T cells % ] 400 1
+* &0 7
Control shRNA Chmp4b sh#2 Chmp4b sh#3 Chmp2a sh#1 Chmp2a sh#2 +$ §
o
10 10 1074 10 108 | Utg 40
~ i 1 + O
I W s * 19 ” 'y e T e § °
10 i 10 - W o~ 10 102 ” =
L@ 7 128 56. |3 1. L& 217 | i 4 95
% - " . g 1'“’“%% | *§,
&) o 1 1t oaf 1w it e o 160 w0t o ¢ 1t e of ¢ 0 001003 01 03 1 2 0 0.00%0.0030010.03 01 03
cD25 o SEF-OVA (mg/mL) OVA257-264 (nM)

Footpad injection of MutuDC
0.5 x 10° cells/footpad

T

d i.v injection of purified CTV" OT-I
4 x 10° cells/mouse

l 24h 24h

Harvesting of inguinal and
popliteal lymph nodes
Staining for CD25 and CD69

J

f

Control or Chmp4b-deficient
CpG-activated (16h) MutuDC loading with:
3 mg/mL OVA (contaminated)

3 mg/mL EF OVA
or left unloaded

0.0005
e pLN f pLN 0.0002 iLN
Chmp4b sh#2 0.0104
51 7 704 & 704
Control shRNA % ° Control <hRNA % 0 02105
[&] Uninjected 2 60 4 Y S 6o =
S _ 4 2N Chmpdb sh#2 oy
g z 0.0476 38> 8> 50 03357
-8 04128 b2 i @
22 80 38 a0
7 4
a2 SOl Ov¢ Owg
22 n = nh =
D‘:’ S 24 . % 2 % °9 30 4
a E ™ 8 Ed 8 )
g . ik s > = 20
[=] 1 . @ = o & o
- 4
s Yot s 5 10 06048
5 £ 2. g
0 1o® — - T oo Ll o e B S Ive

Unloaded OVA EF-OVA

Unloaded OVA EF-OVA

Figure R.1.6.: ESCRT-III controls cross-presentation both in vitro and in vivo

(a) experiment timeline used for OT-I and OT-II presentation assays. (b-c) ESCRT-deficient or control MutuDCs were
incubated for 5h with EF-OVA (left panel) or OVA323-339 or OV A2s7-264 peptides (right panel). Cross-presentation efficiency of
cDCs was measured by CD69 and CD25 expression on OT-II (b) or OT-I (c) T cells after 16h of co-culture. Shown are pooled
data from n = 3 experiments. (two-way ANOVA; mean and SEM. In (b) and (c), only exact p-values < 0.05 are shown, for
clarity reasons) (d) experiment timeline used for the 7z vivo cross-priming assay. (¢) DeepRed Dye-labeled Chmp4b-silenced or
control MutuDC were injected into the footpad. 24h after injection, the proportion of injected MutuDC in the popliteal draining
lymph node was analyzed by flow cytometry. n = 2. P-values resulting from a Mann-Whitney test are shown. (f) Proportion of
CDG69+ CD25+ live OT-I T cells was measured in the popliteal draining (f: left panel) or inguinal non-draining lymph node (f;
right panel) 24h after Chmp4b-silenced or control MutuDC injection in the footpad. Graph show the result of four independent
experiments represented by different symbols on the graphs (mean, Mann-Whitney t-test).
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T cells, cross-presentation of soluble EF-OVA to OT-1 (OVA-specific CD8+ TCR-transgenic
T cells) is increased in ESCRT-III-depleted cells, relative to control cells (Figure R.1.6C),
highlighting again the crucial role of ESCRT-III in this process.

We next sought to investigate the capacity of ESCRT-III-silenced ¢cDCs to cross-prime CD8+
T cells i vivo. For this purpose, following adoptive transfer of OT-1T cells, ESCRT-III-silenced
or control cDCs, loaded or not with sEF-OVA or endotoxin-contaminated OVA, were injected
in the footpad. The next day, popliteal draining lymph nodes (pLN) and inguinal non-draining
lymph nodes (iILN) were harvested and OT-I cells were stained for CD69 and CD25 to monitor
cross-priming 7 vivo (Figure R.1.6D). Chmp4b-silenced and control MutuDC displayed similar
migratory capacities to the popliteal lymph node (Figure R.1.6E). In addition, no differences in
frequencies of CD8+ OT-1T cells, both in the popliteal and inguinal lymph nodes, were detected
on the day of sacrifice (Figure RS.1.7D and RS.1.7E). As an additional control, we also examined
OT-1 CD8+ T cells in the non-draining inguinal lymph node and observed no CD8+ T cell
activation (Figure R.1.6F, right panel). In the popliteal draining lymph node, Chmp4b-deficient
cells show increased cross-priming ability as compared with control shRNA-transduced cells
(Figure R.1.6F, left panel). These findings highlight the importance of ESCRT-III as a critical

regulator of cross-presentation both 7 vitro and in vivo.

Inhibition of necroptotic pathways impairs the enhancement of antigen export to the

cytosol mediated by ESCRT-III silencing

To decipher the molecular bases of endomembrane rupture events responsible for antigen
export to the cytosol, we decided to explore the possible involvement of cell death pathways.
Indeed, ESCRT-III prevents necroptotic cell death by excising portions of the plasma
membrane damaged by MLKL oligomers (Gong e¢7 al., 2017b). Consequently, impairment of
ESCRTH-III repair function not only results in unrepaired membrane lesions but may also lead
to MLKL pore persistence at plasma membrane. In agreement with these previously published
results (Gong ef al., 2017b), we confirm that ESCRT-III silencing results in necroptosis, as
reflected by increased cellular levels of active phospho-MLKL (Figure R.1.7A). Aside from
necroptosis, cleavage of caspase-3, caspase-8, Parp (Figure RS.1.8A, left panel) and of
gasdermin-D, caspase-1 and caspase-11 (Figure RS.1.8A, right panel) respectively demonstrate

parallel induction of apoptosis and pyroptosis (Riihl ez 4/, 2018). Interestingly, the latter
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Figure R.1.7.: RIPK3 inhibition restricts antigen expott to the cytosol in ESCRT-III-deficient

dendritic cells

(a) ESCRT-II-silenced and control MutuDC were lysed at different times post-transduction and induction of necroptotic
mediators was assessed by immunoblotting. Data are representative of 2 independent experiments. (b) At day 2 post-
transduction, Chmp2a-silenced and control MutuDC were treated with 10 uM GSK’872 or equivalent amounts of DMSO as
control and lysed at different days post-transduction. Immunoblotting was performed under non-reducing conditions (left
panel) to assess the presence of MLKL oligomers or under reducing conditions (right panels), to detect MLLKL and phospho-
MLKL monomers. n = 1. (c-d) Chmp2a-silenced or control MutuDC treated or not with 10 pM GSK’872 at day 2 post-
transduction were incubated for 1 to 5h with 3-lactamase before loading with the CCF4 FRET-sensitive probe. After overnight
incubation, conversion of CCF4 (c) and viability (d) were measured by flow cytometry and quantified. GSK’872 was maintained
in media during the whole course of the assay. n = 2 independent experiments (two-way ANOVA, mean and SEM).

Representative plots of 3h incubation with $-lactamase are depicted.
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pathways are induced only at day 4 post-transduction, while MLLKL oligomers appear soonet,
as early as d3 post-transduction (Figure R.1.7B, left panel “stack” line), when cell viability among
the different conditions remains at 70%. These results suggest: 1) that the pore-forming function
of MLKL precedes the onset of cell death by at least 24h and 2) that necroptosis might be the
primary pathway leading to cell death following ESCRT-III silencing.

Considering that MLLKL also assembles on endomembranes (Frank ez @/, 2019; Yoon e al.,
2017), we hypothesized that ESCRT-III may also fulfill its damage-excising function there,
limiting endomembrane rupture and subsequent antigen export to the cytosol. To test this
possibility, we took advantage of GSK’872, a pharmacological inhibitor of RIPK3 (Mandal ez
al., 2014). Indeed, by inducing a phosphorylation-dependent conformational change in MLKL
(Hildebrand e al, 2014), the RIPK3 kinase governs the acquisition of MLKL pore-forming
activity and therefore regulates necroptosis. Strikingly, treatment of Chmp2a-silenced MutuDCs
with GSK’872 decreases the formation of MLKL oligomers (Figure R.1.7B, left panel), as well
as MLKL phosphorylation (Figure R.1.7B, right panel), thus revealing efficient and selective
blockade of RIPK3 kinase function, since other cell death pathways were not affected (Figure
RS.1.8B). Functionally, GSK’872 did not rescue the viability of ESCRT-III-deficient MutuDC,
but dramatically impaired their ability to export antigens into the cytosol, compared to RIPK3-
competent cells (Figure R.1.7C and R.1.7D), uncoupling the cytosolic antigen export and cell
death phenotypes in ESCRT-III-silenced cells. Collectively, these results reveal shared
mechanisms between necroptotic and cross-presentation pathways, suggesting that ESCRT-III-
mediated repair of endomembrane-targeted necroptotic damages restrains antigen export to the

cytosol.
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Figure RS.1.1., related to Figure R.1.1.: Characterization of galectin-3 damages in cDC1 and
cDC2 splenic dendritic cells

(a-b) Splenic dendritic cells were purified and treated for 30 min with 0.3 mM LLOME or incubated with endotoxin-
contaminated or endotoxin-free OVA for 4h, before fixation and galectin-3 intracellular staining. Macro quantification of the
number of galectin-3 foc/ (a) and of foci area (b) display the results of n = 3 (LLOME and endotoxin-contaminated OVA) or n
= 2 (endotoxin-free OVA) independent experiments. Exact p-values obtained after a Mann-Whitney test are depicted. (c)
Quantification of galectin-3 fluorescence intensity in cDC1 and cDC2 in DMSO condition is shown. n = 4 independent
experiments (Student’s t-test, mean). (d) Correlation between galectin-3 intensity and number of for/ displayed by cDC1 and
c¢DC2 under DMSO condition. n = 4 independent experiments (Pearson correlation test). (e) Purified splenic dendritic cells
were incubated with various concentrations of LLOME for 30 min. Viability of both dendritic cell subsets was analyzed by flow
cytometry. n= 1 to 5 independent experiments (mean and SEM).



RESULTATS

Discussion

Understanding how c¢DCs export antigens from intracellular compartments to the
cytosol during cross-presentation has been a major challenge for immunologists since the
discovery of this process, over twenty years ago (Kovacsovics-Bankowski and Rock, 1995). The
best evidence available pointed so far to a role of the Sec61 translocon in the transport of
extracellular antigen into the cytosol, and by extension, in cross-presentation (Ackerman ez al.,
2006; Koopmann e# al., 2000; Zehner ef al., 2015). Nevertheless, since Sec61 is required for the
signal-peptide-dependent import of all membrane proteins into the ER, its inhibition blocks
numerous proteins in the cytosol, including MHC-I. It is therefore extremely difficult to exclude
indirect effects of Sec61 blocking. An alternative model for antigen export to the cytosol
proposes local destabilization of endocytic membranes. In this study, we bring additional
evidence supporting the alternative “membrane disruption” hypothesis, in showing that
ESCRT-III is recruited to repair disrupted intracellular membranes, thereby regulating antigen
export to the cytosol and cross-presentation. A consequent body of literature suggest early
endosomes to be the main site for antigen leakage into the cytosol. Interestingly, our results
indicate that intracellular damages target not only early endosomes, but also lysosomes in cDC1
(unpublished data), as well as early maturing phagosomes in MutuDCs. Although mostly
occurring from compartments with low degradative properties, antigen export may then not
only occur from early endosomes. The biophysical properties of the vesicles from which this

process is initiated will be very interesting to determine in future studies.

More intriguing and critical to understand the biology of antigen cross-presentation, is
the mechanism triggering membrane damage. In this regard, Hidde Ploegh proposed a lipid-
based explanation for antigen export to the cytosol (Ploegh, 2007). Indeed, one of the models
raised to describe lipid body biogenesis involves the transient formation of bicellar structures,
resulting from the fusion of the cytoplasmic and luminal sides of the ER. Severing of these lipid
droplets from the ER generates a transient pore in the ER membrane (reviewed in Saka and
Valdivia, (2012)). Based on the luminal topology equivalence of the ER and intracellular
compartments, one could hypothesize that similar events could mediate cytosolic antigen export
from endocytic structures. Along with others, we have shown that Igtp-dependent lipid body

accumulation in cDCs correlates with high cross-presentation efficiency (Bougneres ez al, 2009),
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Figure RS.1.2., related to Figure R.1.2.: Phenotype of ESCRT-III silenced cDCs

(a) Viability of ESCRT-III-silenced or control MutuDC over time. n = 1. (b) Kinetics for expression of Chmp4b mRNA
following virus transduction. n = 1 (c) Surface expression of CD86 and MHC-II displayed by resting or CpG-activated ESCRT-
III-silenced or control cells (left panels). Quantification of gMFI (i ¢ gMFI for the indicated marker — gMFI of the
corresponding isotype) for at least 4 experiments is shown in right panel. (Student’s t-test; mean) (d) NF-xB activation in resting
or CpG-activated ESCRT-III-silenced or control cells is analyzed by qPCR. Quantification of TNFa, IL-18 and RelB transcripts
for at least 4 experiments is shown. (Student’s t-test; mean)
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possibly by mediating antigen export to the cytosol. However, inconsistent with this hypothesis,
pharmacological inhibition of lipid droplet formation proved this process to be dispensable for
endosomal leakage of antigens (den Brok e al, 2016). Nevertheless, investigating lipid
composition of intracellular membranes may still be instrumental to decipher the nature of the
damage-inducing signal. Indeed, a recent study showed that NOX2-mediated ROS production
induces lipid peroxidation causing local membrane disruption and endosomal antigen leakage
(Dingjan et al, 2016). Along the same line, our previous work demonstrated increased
phagosomal NOX2-dependent ROS production in ¢cDC1 (Savina e7 al., 2009), as compared to
their ¢cDC2 counterpart, consistent with the superior frequency of intracellular damages
observed in cDC1, reported in the present study. Higher occurrence of damages in cDCl1
logically imposes a greater requirement for endocytic repair and correlates with enhanced

ESCRT recruitment to intracellular membranes, as described in this work.

Recent biophysical studies provide interesting insights into the molecular mechanisms
of membrane rupture related to lipid peroxidation. Peroxidation results in severe lipid
conformational changes, characterized by increased membrane curvature that destabilizes
bilayers and can ultimately leads to pore formation (Agmon e al, 2018). In addition, high
concentrations of oxidized lipids in membranes are associated with higher permeability (Wong-
Ekkabut ez al., 2007), possibly contributing to the induction of ferroptosis, a form of regulated
cell death. While ESCRT-III involvement in repairing ferroptotic pores is unknown, ESCRT-
III-mediated shedding of damaged portions of plasma membrane is critical to sustain cell
viability following MLKL activation and necroptosis induction (Gong ef al, 2017b).
Consequently, silencing of Chmp2a or Chmp4b results in spontaneous necroptosis, due to
unrepaired necroptotic MLLKIL-induced plasma membrane damages. Increased antigen leakage
in ESCRT-III-deficient cells may not solely derive from passive membrane rupture but could
also occur through MLKL pores in unrepaired endolysosomal membranes, as suggested by the
present work. Additionally, necroptosis induction is often associated with MLKIL-dependent
release of mitochondrial ROS (Yang ez al., 2018), that may contribute to endomembrane rupture
and resulting antigen export to the cytosol. Finally, involvement of necroptosis could also
provide insights into the molecular mechanisms triggering cDC activation observed following
ESCRT-III silencing. Indeed, oligomerization of RIPK3, a core protein in necroptosis

induction, is responsible for RIPK1-dependent activation of NF-«B (Yatim e al, 2015).
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Figure RS.1.3., related to Figure R.1.2.: Defects in antigen degradation in ESCRT-III-silenced
cells are unlikely to account for the increased exporting phenotype

(a) experiment timeline for OVA-AF647 uptake assay (left panel). After various times of incubation with OVA-AF647 +
unlabeled OVA, antigen uptake by ESCRT-III-silenced or control MutuDC was analyzed by flow cytometry (right panel). n =
2 independent experiments (two-way ANOVA, mean and SEM). (b) experiment timeline for BSA-DQ assay. (c) ESCRT-
silenced or control MutuDC were pulsed for 20 min with BSA-DQ + BSA-AF647 in presence or absence of MG-132. After
chase timepoints in presence or absence of MG-132, cells were stained with DAPI and degradation was measured by flow
cytometry. Ratio of gMFI for BSA-DQ and gMFI for BSA-AF647 (internal uptake control) is represented in (c). n = 2
independent experiments (two-way ANOVA, mean and SEM). (d) ESCRT-silenced or control MutuDC were pre-treated with
or without MG-132 before incubation with 3-lactamase. After CCF4 loading and overnight incubation in COz-independent
media, CCF4 conversion, reflecting antigen export to the cytosol, was measured by flow cytometry. Due to high mortality for
3h or 5h incubation with B-lactamase and MG-132, plots for 1h incubation are shown and quantified. n = 1.
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Therefore, genetic ablation of RIPK3 or MLLKL may not only demonstrate their involvement
in antigen export to the cytosol, but also help dissociate silencing-mediated enhanced antigen

export from ¢DC activation.

In this study, we addressed the issue by pre-activating ESCRT-III-competent cDCs for
16h with TLR ligands, to mimic sustained NF-xB activation observed in ESCRT-III-silenced
cDCs. Under these conditions, antigen export was not greatly enhanced, suggesting a
dispensable role for NF-xB activation in enhancing export to the cytosol. Previous studies,
however, indicated that BMDCs displayed enhanced exporting capacities after acute LPS
activation (3-5h) (Gil-Torregrosa ef al., 2004). In contrast, BMDCs activated for longer periods
of time (16h LPS treatment) displayed similar levels of cytosolic antigen transport as resting
BMDCs (Alloatti ef al, 2015). Mechanisms underlying this transient increase in exporting
efficiency remain largely unknown. Yet, short LPS-stimulation time (1 to 6h) results in a global
decrease of ESCRT-0 to ESCRT-III transcript levels (data analyzed Garber ez /., 2012) in bone
marrow-derived DCs, possibly decreasing endocytic membrane repair and subsequently
increasing antigen export into the cytosol, as well as impairing cell viability. Interestingly, the
latter hypothesis remarkably correlates with the observed enhanced turnover in ¢cDCI1, following

LPS challenge (Kamath ez a/., 2002).

A role of ESCRT-I in antigen exportt to the cytosol and cross-presentation had been
suggested by a previous study, as TSG101 depletion caused an increase in both processes
(Zehner et al., 2011). This phenotype, similar to the one described in this study, had been
attributed to TSG101’s high structural homology with E2-ubiquitin ligases, allowing its binding
to ubiquitin residues. However, contrary to E2 enzymes, TSG101 is unable to fulfill the same
ubiquitination function and thereby prevents poly-ubiquitination of the mannose receptor,
which is required for OVA exportt to the cytosol. Yet, as TSG101 silencing had been shown to
delay, but not abolish, ESCRT-III recruitment to damaged endolysosomes (Skowyra ez al.,
2018b), repair defects might also contribute to the previously shown phenotype. In contrast and
despite their requirement for ubiquitinated cargo sorting in multivesicular bodies (MVBs),
ESCRT-II and deubiquitinases AMSH and UBPY are dispensable for biological membrane
repair. Interestingly, these proteins were respectively detected in both or not detected in cDC1

and cDC2 in our proteomic dataset, thereby suggesting that the enhanced ESCRT-III
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Figure RS.1.4., related to Figure R.1.3. and R.1.5.: Pre-activation of ESCRT-III or control
MutuDC with HMW polyI:C does not lead to drastic changes in antigen export to the cytosol
or cross-presentation

(a-b) Sutface expression of CD86 (a) and MHC-II (b) displayed by resting or HMW polyl:C-activated ESCRT-I1I-silenced or
control cells. (c-d) ESCRT-III or shRNA control-transduced MutuDC pre-activated or not for 16h with HMW polyl:C were
incubated for 1 to 5h with B-lactamase before loading with the CCF4 FRET-sensitive probe. After overnight incubation,
conversion of CCF4, reflecting antigen export to the cytosol, was measured by flow cytometry. (¢) Resting (left panel) or HMW
polyl:C-activated (right panel) ESCRT-deficient or control MutuDC were incubated for 5h with EF-OVA or OV A257-264 peptide
before fixation. Cross-presentation efficiency of cDCs was measured by co-culture with B3Z cells after 16h. n=1.
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recruitment in cDC1 endolysosomes likely results from response to damages rather than from

intense cargo sorting in MVBs.

In the same line, recruitment of ESCRT-III to damaged endocytic membranes is not a
cDC-restricted process, as ESCRT-III was recently reported to repair endocytic membranes in
Hela epithelial cells (Skowyra ef al, 2018). Similar to other cell types and membranes,
recruitment of ESCRT-III to disrupted cDC endosomes is likely triggered by local Caz+ release
sensed by ALG-2, which in turn, facilitates the recruitment of Alix and ESCRT-III (Jimenez ez
al., 2014; Scheffer ez al, 2014; Skowyra ez al., 2018). Contrasting with the sequential canonical
assembly of ESCRT-0, I and II complexes required for ESCRT-III recruitment and MVB
formation (reviewed in Campsteijn ef al, (2010)), these complexes (with the exception of
TSG101) were not detected at the plasma membrane wounding sites (Jimenez ez al., 2014). In
the case of endocytic membranes, it was shown that ESCRT-I component TSG101 and
accessory protein ALIX were both required for ESCRT-III assembly on damaged lysosomes
(Skowyra ez al., 2018), thus suggesting a contribution of various pathways to restrict antigen

export to the cytosol.

Altogether, our results show that ESCRT-III is a major negative regulator of antigen
export to the cytosol and cross-presentation. These results further confirm the importance of
ESCRT-III as an ancestral, conserved, non-selective membrane repair complex whose function

might have been coopted to tightly and rapidly regulate a crucial immunity pathway.
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Figure RS.1.5., related to Figure R.1.3.: Phenotype of co-cultured cells

(a) CD86 (left panel) and MHC-II (right panel) surface expression of control and Chmp4b-silenced cells, either co-cultured
(dotted line) or cultured in separate wells (solid line). (b) CD86 (left panel) and MHC-II (right panel) surface expression of
control and Chmp2a-silenced cells, either co-cultured or cultured in separate wells.
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Materials and methods

Flow cytometry

For flow cytometry, the following antibodies were used: anti-CD86-PE (clone GL1, BD
Pharmingen #553692), anti-CDG69-PE (clone H1.2F3, BD Pharmingen #553237), anti-CD25-
PerCPCy5.5 (clone PC61, BD Pharmingen #551071), anti-CD8x-APC (clone 53-6.7, BD
Pharmingen #553035), anti-CD8a-Pacific Blue (clone 53-6.7, BD Pharmingen #558100),
anti-Va2-PeCy7 (clone B20.1, BD Pharmingen #560624), anti-CD8a-PerCPCy5.5 (clone 53-
6.7, BD Pharmingen, #551162), anti-TCR Va2-PE (clone B20.1, eBioscience #12-5812-82),
anti-MHC-II-APC eFluot780 (clone M5/114.15.2 , eBioscience #47-5321-82), anti-CD11c-
PeCy7 (clone N418, eBioscience #25-0114-82), anti-H-2K»-AF647 (clone AF6-88.5, BD
Pharmingen #562832), anti-H-2Ks-BV421 (clone AF6-88.5, BD Pharmingen #562942), anti-
CD44-FITC (clone IM7, BD Pharmingen #553133), anti-CD62L-PeCy7 (clone MEL-14, BD
Pharmingen #560516), anti-CD4-APC (clone RM4-5, BD Pharmingen, #553051).

Cells were transferred in conical-bottom well plates (Greiner Bio-One, #650101) and stained
with Fc Block (BD Pharmingen, #553142) and fixable Live/Dead dye violet (ThermoFisher,
#1.34955) or fixable Live/Dead Dye eFluot780 (eBioscience, #65-0865-14) diluted in PBS, for
20 min, on ice. Cells were then washed in FACS buffer (PBS, 0.5% BSA, 2 mM EDTA) and
labeled for surface staining with the aforementioned antibodies or corresponding isotype

controls, for 25 min, on ice.

Cell lines and cell culture

MutuDC (obtained from Hans Acha Orbea) cells were grown in IMDM (Sigma-Aldrich,
#13390-500ML), supplemented with 8% FCS (Biosera), 10 mM HEPES (#15630080), 2 mM
glutamax (#35050061), 100 U/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin (#15140122) and 50 uM
B-mercaptoethanol (#31350010) (all from Life Technologies).

B3Z hybridomas were grown in RPMI-Glutamax (Gibco, #61870010), supplemented with 10%
FCS (Biosera), 10 mM HEPES, 1 mM sodium pyruvate (#11360070), 1% MEM non-essential
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Figure RS.1.6., related to Figure R.1.4.: Phenotype and maturation of Chmp4b-mCherry
MutuDCs in presence or absence of ATP

(a) mCherry and CD86 expression in Chmp4b-mCherry transfected cells, 6h after transfection. (b) Phagosomal maturation in
Chmp4b-mCherry-transfected cells in presence or absence of ATP was evaluated by OVA degradation (left panel) and LAMP-
1 recruitment (right panels). Graphs show the result of two independent expetiments (two-way ANOVA, mean and SEM).
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amino-acids (#11140035), 100 U/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin and 50 pM B-

mercaptoethanol (all from Life Technologies).

HEK293T were grown in DMEM-Glutamax (Gibco, #31966021), supplemented with 10%
FCS (Biosera).

Splenic dendritic cells were grown in RPMI-Glutamax (Gibco, #61870010), supplemented with
10% FCS (Biosera), 10 mM HEPES, 1 mM sodium pyruvate (#11360070), 1% MEM non-
essential amino-acids (#11140035), 100 U/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin and 50 pM B-

mercaptoethanol (all from Life Technologies).

Animals

C57BL/6] mice were obtained from Chatles River Laboratories. C57BL/6N-recombination
activating gene 1 deficient OT-I and OT-II TCR (Vo2, VB5.1) transgenic mice were bred at

Institut Cutie.

All mice used were less than six months old. Animal care and use for this study were performed
in accordance with the recommendations of the European Community (2010/63/UE) for the
care and use of laboratory animals. Experimental procedures were specifically approved by the

ethics committee of the Institut Curie CEEA-IC #118 (CEEA-IC 2018-024) in compliance with

the international guidelines.

Lentiviral shRNA knockdown of Chmp4b and Chmp2a
Lentivirus production

Plasmids encoding lentiviruses expressing shRINAs were obtained from the library of The RNA1
Consortium (TRC) (Moffat ez al., 2006). Plasmids were purified with the Nucleobond Xtra Midi
EF kit (Macherey-Nagel, #740420.10). Transfection was conducted as follows: HEK293T cells,
plated the day before at a density of 3.5 million cells/10cm Petti dish, were transfected with a
three-plasmid system (psPax2 7 pg/dish, vsv-g 0.7 pg/dish and plasmid encoding shRNA 7
pg/dish, all diluted in 1 mI. Optimem #31985062 from Life Technologies supplemented with
45 pl TransIT-LT1 (#MIR2300-US, Mirus Bio)) to produce lentivirus.
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Figure RS.1.7., related to Figure R.1.5. and R.1.6. : In vitro cross-presentation of OVA-coated

beads and MHC-I expression in ESCRT-III-silenced or control MutuDC

(a) ESCRT-deficient or control MutuDC were incubated for 5h with EF-OVA-coated beads before fixation. Cross-presentation
efficiency of cDCs was measured by co-culture with B3Z cells after 16h. Graphs represent the result of three independent
experiments. (two-way ANOVA; mean and SEM. Only exact p-values < 0.05 are shown, for clarity reasons). (b) Surface
expression of MHC-I displayed by resting or CpG-activated ESCRT-III-silenced or control cells. (c) Quantification of gMFI
for at least 4 experiments is shown. (Student’s t-test; mean) (d-e) Proportion of CTV-stained OT-1 T cells was measured in the
popliteal draining (d) or inguinal non-draining lymph node (e) 24h after Chmp4b-silenced or control MutuDC injection in the

footpad. Graphs represent the results of four independent experiments (Mann-Whitney test, mean).
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Eighteen hours after transfection, media was replaced by DMEM, 10% FCS and 2 mM glutamax
supplemented with 1% BSA (Sigma-Aldrich, #A7979-50ML). Supernatants were harvested 48h
after transfection and filtered on 0.22 um filter units (#SCGP00525, Merck Millipore).
Supernatants were frozen at -80°C and aliquots were only thawed once. Titration was performed
on thawed virus supernatants: the dose used for transduction was the minimal virus dose that
does not lead to mortality after puromycin selection (i.e 100 pl per well in a 6-well plate in our

system).

The following shRNAs were produced (all from Sigma-Aldrich): Chmp4b sh#2 (target
sequence
CCGGGCAGGCTCTGAAGCGCAAGAACTCGAGTTCTTGCGCTTCAGAGCCTGCT
TTTTG, #SHCLNG-NM_029362 TRCN0000105502), Chmp4b sh#3 (target sequence
CCGGAGATGACGACATGAAGGAATTCTCGAGAATTCCTTCATGTCGTCATCTTT
TTTG, #SHCLNG-NM_029362 TRCN0000105503), Chmp2a sh#1 (target sequence
CCGGCAAGCCATGAAGGGTGTTACTCTCGAGAGTAACACCCTTCATGGCTTGTT
TTTTG, # SHCLNG-NM_026885, TRCN0000182144), Chmp2a sh#2 (target sequence
CCGGCCTCAAGATACAGACTCTAAACTCGAGTTTAGAGTCTGTATCTTGAGGTT
TTTTG, # SHCLNG-NM_026885 TRCNO0000198105) and the non-targeting control
(#SHCO002, Sigma Aldrich).

Lentiviral transduction

MutuDC were plated in 6 well plates at a concentration of 0.4 x 10 cells per well in 2 mL of
aforementioned media, 3h before virus transduction. Fifteen hours after transduction, viruses
were removed; cells were washed once with media and put back to incubation. The next day (=
day 2 post transduction), cells were selected with 2 pg/ml of puromycin (#ant-pr-1, Invivogen).
Cells were collected for analysis 24h after selection (= day 3 post transduction), a sufficient delay

for puromycin-mediated cell killing.

Induction of cDC maturation

Maturation of MutuDC was induced by a 16h treatment preceding the harvesting of ESCRT-
III-deficient or control cells on day 3 post-transduction. For this purpose, CpG (ODN 2395,
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Figure RS.1.8., related to Figure R.1.7.: ESCRT-III silencing induces late apoptosis and
pyroptosis

(a) ESCRT-III-silenced and control MutuDC were lysed at different times post-transduction and induction of apoptotic (left
panel) and pyroptotic (right panel) mediators was monitored by immunoblotting. Data are representative of n = 2 independent
experiments. As same lysates were run in Figure R.1.7A and RS.1.8A, the $-tubulin panel displayed is identical (and copied) in
both figures. (b) At day 2 post-transduction, Chmp2a-silenced and control MutuDC were treated with 10 pM GSK’872 or
equivalent amounts of DMSO as control and lysed at different days post-transduction. Immunoblotting for apoptotic or
pyroptotic molecular players was then performed. n = 1.
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#tlrl-2395-1, Invivogen) at a concentration of 1 pg/mL or untransfected high molecular weight
polyl:C (#vac-pic, Invivogen) at a concentration of 5 pg/mL were used. cDC maturation was
controlled both by surface staining for co-stimulatory, MHC-I and MHC-II molecules and by
qPCR for NF-»B activation markers (TNF-a, IL.-13 and RelB).

B-lactamase export assay

MutuDC were seeded at 0.2 x 106 cells/well in round-bottom 96-well plates and incubated for
various timepoints (5h, 3h or 1h) at 37°C with 2 mg/mlL B-lactamase (#P0389, Sigma-Aldrich).
As negative controls, MutuDC were incubated with B-lactamase for 5h at 4°C, or without B-
lactamase. Cells were then washed extensively in ice-cold PBS and loaded with 1 uM of the
CCF4 probe during 1h at room temperature in EM buffer (120mM NaCl, 7mM KCI, 1.8mM
CaCl2, 0.8mM MgCl2, 5mM glucose and 25mM HEPES at pH 7.3) (Cebrian ez al, 2011)
supplemented with 1:20 solution B (ThermoFisher, #K1095) and 1:100 probenecid
(ThermoFisher, #P36400). In all steps following CCF4 loading, probenecid, a non-specific
inhibitor of anion transport, was added in media and buffers to retain CCF4 into the cytosol
and prevent its transport into endocytic compartments. To increase the assay’s sensitivity, plates
were then incubated for 16h, at room temperature in CO2-independent (ThermoFisher,
#18045088) media supplemented with 8% FCS, 2 mM glutamax and 1:100 probenecid.
Immediately before flow cytometry analysis, cells were stained with eFluor-780 viability dye
(#65-0865-14, eBioscience) diluted 1:2500 in PBS. Proportion of live cells with a high

V450/V500 fluorescence ratio was used as read-out for their exporting capacity.

Splenic dendritic cells were stained with live/dead dye and CD11¢, CD8 and CD11b markers
right after CCF4 loading, and analyzed by flow cytometry. Overnight incubation was not

performed in that case to avoid high cell mortality.

Alternatively, cells were seeded at 0.2 x 106 cells/well in round-bottom 96-well plates and
incubated with or without MG-132 10 pM (#C2211-5MG, Sigma-Aldrich) for 30 min at 37°C,
before addition of 2 mg/ml. B-lactamase. MG-132 was maintained at a concentration of 10 pM
during the whole course of the assay (including B-lactamase incubation, CCF4 loading and
overnight incubation steps). Similarly, in experiments using GSK’872, the latter inhibitor was

also maintained during the whole course of the assay.
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Samples were acquired on a FACS Verse (BD Biosciences) and analyzed using the FlowJo

software (Tree Star).

Nitrocefin assay

Control or ESCRT-III-deficient MutuDC were seeded at 0.2 x 10s cells/well in flat-bottom 96-
well plates and incubated for 20min or 2h with or without 2 mg/mL B-lactamase (#P0389,
Sigma-Aldrich), at 37°C. Cells were then washed three times with ice-cold PBS, detached and
resuspended in cold buffer containing 50 mM NaH2PO4, 300mM NaCl, 10mM imidazole and
5mM mercaptoethanol pH8 (Cebrian ¢# al., 2011) at a concentration of 1 x 106 cells/100 pl
buffer. Samples were then sonicated (5 rounds of sonication, 30s ON, 30s OFF each) on
Bioruptor Pico (Diagenode) and centrifuged at 16 000g, 15 min, 4°C to remove insoluble
material. Lysates were then incubated for 1h, at 37°C, with 100 pM nitrocefin (#484400-5MG,
Calbiochem), a chromogenic lactamase substrate that undergoes distinctive color change from
yellow to red (486 nm) upon lactamase hydrolysis. After 1h of incubation, optical density at 490
nm was measured by spectrophotometry. Soluble -lactamase at 5 mg/ml. was used as a positive

saturation control.
Antigen uptake assay

ESCRT-III-deficient or control MutuDC were seeded at 0.2 x 106 cells/well in round-bottom
96-well plates and incubated at 37°C for various timepoints (15, 30, 60 or 180 min) with or
without OVA-AF647 (#034784, ThermoFisher) + unlabeled grade VII OVA (#A7641-
250MG, Sigma-Aldrich) at the following concentration: 0.25 mg/mlL. each, for a total or 0.5
mg/mlL OVA concentration. Cells were then washed extensively with ice-cold PBS before

DAPI viability staining and subsequent flow cytometry analysis.

BSA-DQ assay

ESCRT-III-deficient or control MutuDC were incubated for 30 min, at 37°C in presence or
absence of MG-132 at a concentration of 10 pM in COz-independent media. BSA-DQ
(#D12051, ThermoFisher) and BSA-AF647 (#A34785, ThermoFisher), used as an internal

uptake control, were then added at a concentration of 0.25 mg/mL each for 20 min at 16°C, to
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avoid endolysosomal fusion. Cells were then washed extensively in ice-cold PBS, resuspended
in media containing or not 10 pM MG-132, and distributed in round-bottom 96 well plates at
0.2 x 106 cells/well. At various timepoints (30, 45, 60, 120 or 240 min), cells were washed in ice-

cold PBS, stained for viability with DAPI and analyzed by flow cytometry.

Samples were acquired on a MACSQuant VYB (Miltenyi) and analyzed using the FlowJo

software (Tree Star).

qPCR

Cells were harvested and lysed in Trizol buffer (#15596018, ThermoFisher), before
phenol/chloroform extraction. Aqueous phase containing RNA was collected, pooled to an
equal volume of absolute ethanol and RNA extracted on RNAeasy micro kit columns (#74004,
QIAGEN), according to manufacturer’s instructions. RNA concentrations were measured
using Nanodrop 2000 (#15220114, ThermoFisher Scientific). 1 pg total RNA was retro-
transcribed using the MAXIMA retrotranscriptase (#EP0741, ThermoFisher), in combination
with oligo dT (#C1101, Promega), RNase inhibitor (#N2511, Promega) and dNTPs (Promega),
following manufacturer’s instructions. Transcripts were quantified by real time PCR on a 480
LightCycler instrument (Roche). Reactions were carried out in 10 ulL, using a master mix (#05-
QP2X-03+WOUN, Eurogentec), with the following Tagman Assays primers (ThermoFisher):
CHMP4B (Mm00551493_m1), CHMP2A (Mm00509883_m1), TNF (Mm00443258_m1), IL1B
(Mm00434228_m1), RELB (Mm00485664_m1), HPRT (Mm03024075_m1), GAPDH
(Mm99999915_g1). The relative expression of genes was calculated with the formula 2-ac,
where ACt = Ct target gene — Ct endogenous control gene (Livak and Schmittgen, 2001). The

mean of Hprt and Gapdh housekeepting gene Cts was used in the aforementioned formula.

Co-culture assay

MutuDC were stained for 20 min with 5 uM Deep Red Dye (#C34565, Invitrogen) or left
unstained, before transduction with control shRNA or Chmp4b sh#2/Chmp2a sh#2
respectively. Fifteen hours after transduction, Chmp4b sh#2/Chmp2a or control shRNA-

transduced cells were extensively washed and pooled in equal amounts. As control, an activation
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staining (MHC-II, MHC-I and CD86) was performed to ensure that cells were not yet activated
at the time of pooling (data not shown). At day 3 post-transduction, B-lactamase assay was
performed on pooled ESCRT-III-silenced MutuDC and control cells (or on cells cultured in

separate wells) as described previously.

Of note, Deep Red dye staining does not lead to cDC activation and still allows discrimination

of labeled versus unlabeled cells until the B-lactamase assay readout by flow cytometry.

Transfection

Plasmid encoding the Chmp4b-mCherry (human Chmp4b sequence) was described in (Jimenez
et al., 2014). 3 x 106 MutuDC were washed and resuspended in 100 pl electroporation buffer
(#VPA1011, Lonza) containing 1 pg of the plasmid. Cells were then electroporated using
Nucleofector device 2b (Lonza) (Y-001 program). Cells were recovered and diluted in warmed

MutuDC media for 6h before PhagoFACS assay.

Bead preparation for phagoFACS

Bead preparation was described elsewhere (Hoffmann e a/, 2016). Briefly, 3 um polybeads
(#17145-5, Polysciences), were washed, resuspended in 1 mL 8% glutaraldehyde (#16200,
Euromedex) and incubated for 4h at room temperature, on a rotating wheel. Then, beads were
washed again, resuspended in 0.5 mg/ml. OVA (Worthington Biochemicals) and incubated
overnight, on a rotating wheel, at 4°C. After overnight incubation, cells were washed,
resuspended in 0.5 M glycine (#15527013, Invitrogen) and incubated for 30min, at 4°C on a
rotating wheel. After two more PBS washes, beads were resuspended in initial volume of CO2-

independent media supplemented with 4 mM glutamax.
PhagoFACS

MutuDC were incubated with 3 pm OVA-coated beads (with a bead:cell ratio of 10:1) for 25
min at 16°C, followed by 5 min of incubation at 37°C. Cells were immediately washed in ice-
cold PBS, three times, and the remaining external beads were removed using an FCS gradient.

Cells were then resuspended in pre-warmed PBS 8% FCS, 1 mM HEPES, containing or not 1
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mM Leu-Leu methyl ester hydrobromide (#1.7392-500MG, Sigma-Aldrich) in presence or
absence of ATP. ATP deprivation was induced by addition of 10 mM NaNs + 5 mM 2-deoxy-
D-glucose (#D8375, Sigma-Aldrich) in glucose-free PBS 8% FCS, 1 mM HEPES. After vatious
timepoints, cells were washed and outside beads were stained with anti-OVA (#C6534, Sigma-
Aldrich) followed by anti-rabbit-AF647 staining (#A21245, ThermoFisher). Cells were then
resuspended in homogenization buffer (PBS, 3 mM imidazole (#1202, Sigma-Aldrich), 8,6%
sucrose, 2 mM DTT (#P2325, ThermoFisher), 2X protease inhibitors (000000011873580001,
Sigma-Aldrich), pH=7.4) and mechanically disrupted with 2 mL syringes and 22-gauge needles
(#050105B, Dutscher). Intact cells and nuclei were removed by a centrifugation at 150g for
4min at 4°C and postnuclear supernatant was then transferred to conical bottom-well plate.
Non-specific binding was blocked by incubation in PBS 1% BSA, followed by labeling of
phagosomes with anti-OVA (#A21245, ThermoFisher) and anti-LAMP-1 (#13-1071-82,
eBioscience) antibodies (or isotype controls) and appropriate secondary antibodies. External
beads were excluded from the analysis. Chmp4b-mCherry expression was directly measured by
flow cytometry. Samples were acquired on a MACSQuant VYB (Miltenyi) and analyzed using

the FlowJo software (Tree Star).
Antigen presentation assay

Bead coating

Beads (#17134, Polysciences) were coated with endotoxin-free OVA (#321001, Hyglos) by
adsorption, as previously described (Alloatti ef a/., 2016b). Briefly, 250 ul of beads were washed
three times with PBS, before resuspension in final volume of 750 ul of various OVA:BSA
concentration ratios (100% OVA = 10 mg/mL OVA, 50% OVA:50% BSA (Sigma-Aldrich,
#A7979-50ML) = 5 mg/mL OVA and 5 mg/mL BSA, 25% OVA: 75% BSA = 2,5 mg/mL
OVA and 7,5 mg/mL BSA, and 0% OVA:100% BSA = 10 mg/mL BSA). After overnight
incubation, at 4°C, on a rotating wheel, beads were washed three times in PBS, and finally

resuspended in 250 ul MutuDC culture medium.
Assay

ESCRT-III-deficient or control shRNA-transduced cells were plated at 0.1 x 106 cells/well in
round-bottom 96-well plates and incubated for 5h with soluble or bead-coated (bead:cell ratio

200:1) endotoxin-free OVA (#321001, Hyglos), or with OV Azs72¢4 peptide, as a control of
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cDCs’ ability to activate T cells. Then, cDCs were washed twice with PBS, fixed with 0.008%
glutaraldehyde (#16200, Euromedex) for 3min at room temperature, washed twice with 0.4M
glycine (#15527013, Invitrogen), once with B3Z medium and finally B3Z hybridoma cells were
added (0.1 x 106 cells/well). After 16h of activation, cells were washed, and CPRG
(#000000010884308001, Roche) B-galactosidase substrate was added for 4h, at 37°C before
optical density measurement (590 nm) with a Perkin Elmer Wallac 1420 Victor2 plate reader
(#8381-30-1005). For experiments with beads, optical density was measured after incubation

for 4h at 37°C, followed by 15h at room temperature.

Alternatively, cDCs’ ability to cross-present antigens vzz MHC-I or present antigens vz MHC-
IT was evaluated using OT-I and OT-II T cells, respectively. OT-I and OT-II T cells were
purified from spleen and lymph nodes using naive CD8+ T cells (#130-096-543, Miltenyi) or
natve CD4+ T cells (#130-104-453, Miltenyi) isolation kits. Purity was routinely above 95%.
MutuDC were plated at 0.1 x 105 cells/well in round-bottom well place and incubated for 5h
with the aforementioned antigens. Cells were then washed twice with PBS, twice with media,
left unfixed, and 1.0 x 105 cells/well OT-I or 0.6 x 105 cells/well OT-II T cells were added pet
well. After 16h of activation, T cells were stained for CD25 and CD69 to monitor T cell
activation. Samples were acquired on a FACS Verse (BD Biosciences) and analyzed using the

Flow]Jo software (Tree Star).

In vivo cross-priming assay

Protocol was adapted from (Pace ez a/,, 2012). Briefly, mice were intravenously injected with 4 x
106 purified OT-1 CD8+ T cells labeled with 5 uM CellTrace Violet (#C34557, ThermoFisher).
The next day, Chmp4b-deficient or control MutuDC were left unloaded or loaded with 3
mg/mL endotoxin-free OVA or 3 mg/mlL grade VII OVA for 1h, at 37°C. ¢cDCs were then
extensively washed in PBS before injection (0.5 x 106 cells/footpad) in the footpad. 24h after
cDC injection, inguinal and popliteal lymph nodes were harvested, mechanically disrupted and
stained for CD25 and CD69 to monitor T cell activation. Samples were acquired on a MACS
Quant Analyzer 10 (Miltenyi) or FACS Verse (BD Biosciences) and analyzed using the Flow]Jo

software (Tree Star).
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Immunofluorescence galectin-3 assay and microscopy

0.2 x 106 Chmp4b-deficient or control MutuDC were plated on 0,01% poly-L-lysine (#P8920,
Sigma-Aldrich)-coated 12 mm coverslips (#631-0666; VWR) and left to adhere overnight at
37°C. The next day (= day 3 post-transduction), 1 mg/mI OVA-AF647 was added on cells for
45 min. Alternatively, MutuDCs wete incubated with 2 mg/mlL. $-lactamase for 3h. As control,
cells were also cultured without antigen. As positive control of damage, MutuDC were incubated
for 45 min with 1 mM LLOME (1.7393-500MG, Sigma-Aldrich). After incubation in presence
or absence of antigen, cells were washed in PBS and fixed with 4% paraformaldehyde (#15710;
Electron Microscopy Science), for 10 min, at room temperature. After quenching with 10 mM
glycine (10min, room temperature), cells were permeabilized with 0.1% Triton X-100 for 15min,
at room temperature. Unspecific binding was blocked by incubation in PBS 5% BSA 0,1%
Triton X-100 for 1h, at room temperature. Cells were then stained overnight, at 4°C, with anti-
galectin-3 antibody (1 pg/mL, #12-5301-82 or #14-5301-82, eBioscience) in PBS 5% BSA 0,1%
Triton X-100. After three washes in PBS 5% BSA, cells were incubated with appropriate
secondary antibodies for 30 min at RT, before washes and staining with DAPIL Coverslips were
mounted with 7 ul Fluoromount G (0100-01; SouthernBiotech) on slides (KNITTEL Starfrost)

and dried overnight protected from light before microscope acquisition.
Splenic DC Isolation

Splenic DC isolation was performed as follows: after injection with COz-independant media
supplemented with 0,1 mg/ml. DNase I (11284932001, Sigma-Aldrich) and 0,3 mg/mL
Liberase (05401020001, Roche), spleens were first incubated for 15 min, before mechanical
dissociation with a scalpel and further digested for 15 additional minutes. Following mashing of
the residual splenic pieces on a 40 um strainer, cell suspension was then subjected to splenic
DC isolation with the Pan Dendritic Cell Isolation Kit (#130-100-875, Miltenyi). Purities over
80% of CD1lc+ MHC-IIni cDCs were routinely obtained (the 20% non-cDC population
contains about 10% CD11cine MHC-IILiae pDC).

Splenic DC treatments and microscopy staining

0,1 x 106 purified splenic DCs were plated on multiwell chambered coverslips (#C244779,
Thermofisher) previously coated with poly-L-lysine (#P8920, Sigma-Aldrich) and left to adhere
for 30 min, before addition of 3 mg/mlL EF OVA (#321001, Hyglos), 3 mg/mL grade VII
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OVA (#A7641-250MG, Sigma-Aldrich) or 0.3 mM LLOME (1.7393-500MG, Sigma-Aldrich)
for respectively 4h (OVAs) or 30min (LLOME), at 37°C. After treatment, cells were
immediately fixed with 2% paraformaldehyde (#15710; Electron Microscopy Science) for 20
min at room temperature. Following three PBS washes, non-specific antibody binding was
prevented by 1h incubation with Fc block (BD Pharmingen, #553142) diluted at 10 pg/mL in
PBS 5% BSA. After blocking, staining with anti-CD8-AF647 (#557682, BD Pharmingen) and
anti-CD11b-AF488 (#557672, BD Pharmingen), both diluted at 1 pg/mL in PBS 5% BSA, was
performed for 1h at room temperature. After three PBS washes, cells were permeabilized with
PBS 0,1% Triton X-100 (5 min, room temperature), before 1h of blocking with PBS 5% BSA.
Finally, intracellular staining was achieved with anti-galectin3-PE antibody (1 pg/mL, #12-
5301-82, eBioscience), overnight at 4°C. The next day, cells were washed three times in PBS,

stained with DAPI, mounted in PBS and observed at the microscope within the week.

Microscopy and image analysis

MutuDC confocal images were acquired with a laser scanning confocal (SP8; Leica), equipped
with 63X Apo objective (numerical aperture: 1.4) and a 1-airy unit pinhole size was used. Z-

stack images were acquired.

Splenic DCs confocal images were acquired with a laser scanning confocal (LSM780; Zeiss),
equipped with 40X Apo objective (numerical aperture: 1.3) and a 1-airy unit pinhole size was

used. Z-stack images were acquired.

For counting of galectin-3 foci, z-projections of the different stacks were performed, using max
intensity criteria. Background signal was subtracted (“rolling=50"), and threshold applied
(Huang threshold) before converting the image to mask. Fach cell was defined by a ROI, on
which the “analyze particle function” was applied to count the number of foci/cell (criteria used
for MutuDC: size=35-700 and pixel circularity=0.30-1.00. Criteria used for splenic DCs :
size=10-700 and pixel circularity=0.30-1.00. Thresholds used for splenic DC are joined in an
Supplementary Table 1).
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Treatment with necroptosis inhibitors

MutuDC were silenced with Chmp2a or Chmp4b-targeting shRNA as previously described. At
day 2 post-transduction, MutuDC media was replaced with media containing 10 uM GSK’872
(5303890001, Merck) in absence (for western blotting analysis) or presence (for 3-lactamase
assay) of puromycin. For immunoblotting kinetics, GSK’872-containing media was renewed

every 24h.

Western Blotting

To analyze cell death pathways induced in ESCRT-III-silenced cells, total (live and dead)
supernatant and adherent cells were collected and counted before cell pellet lysis in 2XSB buffer
without DTT (4% SDS (#EU0660, Euromedex), 0,12 M Tris pH 6,8 (#10708976001, Sigma-
Aldrich), glycerol 10% (#24388.295, VWR), dash of bromophenol blue (#B-5525, Sigma-
Aldrich)) (1 million cells lysed per 100 ul buffer). DTT (#P2325, ThermoFisher) was added
extemporaneously at 100 mM final concentration. Samples were immediately boiled for 5 min
at 95°C, quickly spun and frozen at -20°C until use. The following antibodies were used for
immunoblotting detection: anti-caspase-3 (#9662: Cell Signaling Technologies), anti-caspase-8
(#9429, Cell Signaling Technologies), anti-caspase-1 (produced in house — Mathieu Bertrand’s
lab), anti-caspase-11 (#120-10454, Novus Biologicals), anti-cleaved Parp (#9544, Cell Signaling
Technologies), anti-Gasdermin-D (Genentech), anti-IL-18 (#GTX74034, Genetex), anti
MLKL (#MABC604, Millipore (reducing conditions) or #SAB1302339, Sigma-Aldrich (non-
reducing conditions)), anti-phosphoMLKL (#ab196436, Abcam), anti-RIPK3 (#R4277, Sigma-
Aldrich), anti-RIPK1 (#610459, BD Biosciences).

Endocytic compartment proteomics

Mice. C57BL 6 (B6) mice were bred and maintained under specific pathogen-free conditions at
The Walter and Eliza Hall Institute animal breeding facility according to institute guidelines. B6
mice were injected subcutaneously with 5x10s B16 melanoma cells secreting murine Fms-like

tyrosine kinase ligand (F1t3-L) (36) and killed after 9-10 days.

Cell Isolation. Total DCs were isolated from the spleens of B6 mice as described in Vremec and

Segura (2013). In brief, splenic cells were digested with Dnase I (Boehringer-Manheim,
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Mannhein, Germany) and collagenase (Worthington Biochemicals, Freehold, NJ) and enriched
for light-density cells by centrifugation in 1.077 g/cms Nycodenz (Nycomed Pharma, Oslo,
Norway). Cells were isolated after a depletion step using antibodies against CD3 (K'T3-1.1),
Thy-1 (T24/31.7), Ter 119, Ly6G (RB68C5) and CD45R (RA36B2), followed by incubation
with anti-rat IgG-coupled magnetic beads (Dynal, Oslo, Norway) following the manufacturer’s
protocol. CD8+ DC were isolated by positive selection using immuno-magnetic beads (MACS,
Miltenyi Biotec) after staining with anti-CD8 (YTS 169.4) antibody. Remaining cells were
depleted of CD205+CD24uigh DC after staining with anti-CD205 (NLDC-145) and anti-CD24
(M1/69) antibodies and MACS beads depletion, and finally CD8- DC wete isolated by positive
selection using MACS beads after staining with anti-CD11b (M1/70) antibody.

Subcellular fractionation. Cells were homogenized with a cell-cracker (HGM Laboratory
Equipment) in homogenization buffer (PBS, 0.25 M sucrose, 10 mM Tris, ImM EDTA
supplemented with proteases inhibitors (Roche), pH 6.8). Post-nuclear supernatant was
prepared by centrifugation (1000 g, 10 min) and loaded on top of a 10% Percoll (GE
Healthcare) solution in homogenisation buffer. After ultra-centrifugation (50000 g, 45 min), 1
mL fractions were collected. The top 3 fractions (early endosomes) were pooled and
concentrated by ultracentrifugation (130000 g, 1 h). The bottom 2 fractions were pooled and
loaded on top of a 45% Percoll solution in homogenisation buffer. After ultra-centrifugation
(50000 g, 45 min), the top 3 fractions (late endosomes) ant the bottom 2 fractions (lysosomes)

were pooled and concentrated by ultracentrifugation (130000 g, 1 h).

SDS-PAGE electrophoresis. Samples were run on a 4-12% SDS-PAGE gel (Invitrogen). After
electrophoresis, gels were fixed with 40% methanol/7% acetic acid for 30 min, washed 3 times

in deionised water and stained in Imperial Protein stain (Pearce).

Gel excision and digestion. For each sample, 50 gel bands were excised from the 1-D gel lane and
subjected to automated in-gel reduction, alkylation and tryptic digestion using the MassPREP
Station (Micromass). Briefly, gel sections were automatically reduced with 10 mm DTT (Merck)
for 30 min, alkylated for 20 min with 25 mm iodoacetic acid (Fluka) and digested with 150 ng
trypsin (Worthington) for 4.5 h at 37°C. Extracted peptide solutions (0.1% formic acid) were
concentrated to approximately 10 pLL by centrifugal lyophilisation using a SpeedVac AES 1010

(Savant).
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Mass spectrometry. A 96-well plate containing extracted peptides was loaded into the microwell
plate autosampler for injection and fractionation by nanoflow reverse-phase liquid
chromatography on a 1200 series L.C system (Agilent) using a nanoAcquity C18 150 x 0.15 mm
i.d. column (Waters) developed with a linear 60-min gradient with a flow rate of 0.5 pl/min at
45 °C from 0-100 % solvent B in solvent A (as above). The nano HPLC was coupled on-line
to an LTQ-Orbitrap mass spectrometer equipped with a nanoelectrospray ion source (Thermo
Fisher Scientific) for automated MS/MS. The Orbitrap was operated in positive ion mode for
data-dependent acquisition. Survey MS scans were acquired with the resolution set to a value of
30000. Real time recalibration by corrections of mass shift was performed by the use of a
background ion from ambient air in the C-trap (29). Up to five most intense ions per cycle were
fragmented and analysed in the linear trap, with target ions already selected for MS/MS being

dynamically excluded for 3 min.

Mass spectrometry data analysis. Peak lists were extracted using extract-msn as part of Bioworks 3.3.1
(Thermo Fisher Scientific). The parameters used to generate the peak lists for the Orbitrap
were as follows: minimum mass 700; maximum mass 5000; grouping tolerance 0.01 Da;
intermediate scans 1; minimum group count 1; 10 peaks minimum and total ion current of 100.
Automatic charge state recognition was used because of the high resolution survey scan (30000).
Peak lists for each LC-MS/MS run were merged into a single MGF file and searched against the
IPI (38) mouse and bovine protein sequence database (April 2009) comprising 87598 sequence
entries using the MASCOT v2.2.01 search algorithm (Matrix Science). The search parameters
consisted of carboxymethylation of cysteine as a fixed modification (+58 Da), NHz-terminal
acetylation (+42 Da) and oxidation of methionine (+16 Da) as variable modifications. A peptide
mass tolerance of 20 ppm, #13C defined as 1, fragment ion mass tolerance of £0.8 Da, and

an allowance for up to two missed tryptic cleavages was used.

The program MSPro was used for parsing and summarizing the Mascot search results for all
data files. Peptide spectral matches (PSMs) from the Mascot search results were deemed
significant if the PSMs Ions score (IS) was = the Homology score (or Identity score if there was
no Homology score). False-discovery rate calculations at the protein level were carried out as

previously described (39).
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Diftferential protein expression determination.

Comparison of the relative abundance of each molecule across the two samples was performed
by calculating fold change based on the number of spectral counts of significant PSMs for each
protein. Significant spectral count fold change ratios (RSc) were determined using a modified

formula from a previous serial analysis of gene expression study by (Beissbarth ez a/, 2004)
RSc=logz[(#CD8++/)/ (nCD8-+/)] +log:2[(#CD8--#CD8-+7) / ((CD8+-#CD8++/)] (Eq. 1)

Where, 7 is the number of spectral counts of significant PSMs for a particular protein, #is the
total number of spectral counts of significant PSMs for all proteins in a sample, and f a

correction factor set to 1.25 (12).
Statistical analyses

Statistical tests were performed with the Graphpad Prism software. The nature of the test used
is mentioned in figure legends, and exact p-values are shown on figures. In some illustrative
panels (Figure RS.1.2A, and RS.1.2E), statistical significance was not assessed, and p-values

thereby not displayed.
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COMMENTAIRES DES REVIEWERS APRES PREMIERE
SOUMISSION A IMMUNITY

Color code: ORANGE = done, BLUE: left to do
Reviewer#1:

The authors present data demonstrating that knockdown of two ESCRT-I1I subunits CHMP4b
and CHMP2a impacts both translocation of the enzyme beta-lactamase across the endosomal
membrane and antigen cross-presentation. Loss of expression of the ESCRT-III subunit
proteins in the Mutu DC cell line results in increased translocation of endocytosed/pinocytosed
antigen into the cytosol. The translocation of antigens into the cytosol in turn results in increased
antigen cross-presentation. They also demonstrate that the loss of ESCRT-III subunits impacts

the membrane integrity of the endolysosomal compartment.

Major concerns

The major problem I have with the manuscript is that the approach to demonstrating that
endosomal/phagosomal membrane rupture and repair undetlies cross-presentation is to inhibit
the repair process. This does in fact lead to enhanced cross-presentation as well as access to the
cytosol of the enzyme beta-lactamase. However, any chemical or genetic manipulations that
impact the integrity of endolysosomal organelles are likely to result in increased access to the
cytosol of endocytosed proteins. For example, 'osmotic shock' was used many years ago used
to introduce antigens into the cytosol of non-APCs to allow antigen presentation of OVA.
Given that ESCRT-III plays a role in repairing endosomal membranes, the findings presented
in the manuscript are not necessatily surprising and we are left with the question, is this 'real
cross-presentation, or does knocking it down simply generate an expected result based on a

known pertubation?

It would seem necessary to strengthen the argument that the authors are looking at the real
phenomenon. Could the authors demonstrate that the endosomal compartments of cross-

presenting cells are more prone to membrane rupture and subsequent repair than non-cross-
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presenting cells» BMDCs can cross-present, and in fact there are far more papers using BMDCs
than the Mutu cell line for cross-presentation studies. Are they more or less likely than Mutu

cells to suffer membrane rupture, and does that correlate with the ability to cross-present?

We agree with reviewer #1 and thank him/her for this relevant suggestion. As BMDCs cross-
present partly viz the vacuolar pathway, we thought they were maybe not the best system to test
for endolysosomal damages. Hence, to address this, we compared the occurrence of intracellular
damage (monitored by appearance of galectin-3 forz) in purified cross-presenting cDC1 and non-
cross-presenting cDC2 subsets. As added in Figure R.1.1B, we observed strikingly higher
frequency of damages in intracellular compartments of cDC1, as compared to cDC2, at steady-
state or following various treatments (with endotoxin-free or endotoxin-contaminated OVA or
with LLOME, a drug triggering lysosomal permeability), which indicates greater endolysosomal
permeability and mirrors the exporting and cross-presenting capacity of this cDC subset. This
damage pattern remarkably correlates with the observed enrichment for ESCRT-III subunits in
cDC1 intracellular compartments and suggests a dire need for repair in this subset. These results
show a direct correlation between antigen cross-presentation capacity and occurrence of
damages in endolysosomal compartments, and thus further support the notion that antigen

leakage into the cytosol increases cross-presentation.

B cells can also cross-present, as can HEK293T cells. Is there an inverse correlation between
ESCRT-3 recruitment to phagosomes and cross-presentation? Does over-expression of
ESCRT-III impair cross-presentation by increasing the repair rate of endosomal or phagosomal

membranes?

We are currently developing a rescue assay to address this point. We aim to overexpress human
version of Chmp4b in MutuDCs, that would then be silenced for mouse Chmp4b. Human
Chmp4b is resistant to murine Chmp4b silencing and only differs by one amino acid, compared
to the mouse sequence. The amino acid at this position displays similar physico-chemical
properties in mouse (valine) and human (isoleucine). Moreover, human Chmp4b is efficiently
recruited to mouse phagosomes following LLOME treatment, as shown in Figure R.1.4B. We
think that a simple overexpression assay may not be sufficient to decrease steady-state export
as the latter is very low and may not allow detection of any negative modulation due to

insufficient dynamic range. On the contrary, a “rescue” experiment would permit it and may be
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enough to address the possible correlation between increased Chmp4b expression and

decreased export.

Are there any observed differences in galectin-3 recruitment to endosomes of cDC1 and ¢cDC2

in the mass spec. analysis?

In the mass spectrometry analysis, we found that galectin-3 is enriched in cDC1 early
compartments and lysosomes (scores obtained: lysosomes : 2,958, late endosomes : -0.334 and
early endosomes : 0.609. As in Segura ez al, (2010), we considered that a score < - 0.4 indicated

an enrichment in cDC2, while a score > 0.4 indicated enrichment in cDC1.)

Could the authors compare kinetics of disappearance of phagosomal/lysosomal galectin-3 in
cDC1 versus cDC2, post induction of short pulse of lysosomal damage, perhaps demonstrating

a difference in membrane repair kinetics.

We thank reviewer #1 for this interesting suggestion. In the previously described galectin-3
assay conducted in cDC1 and ¢cDC2, we observed increased galectin-3 damage in cDCl1, even
at steady state. We believe that this may both reflect higher damage in ¢cDC1 (reflected by
increased ESCRT-III recruitment to intracellular compartments) and also decreased ability to
face and repair them (galectin-3 labels big damages, unrepaired by ESCRT-III (Skowyra ef al.,
2018).

As foci occurrence differs at 30 min between cDC1 and cDC2 in all conditions we tested, we

feel that this parameter would biais the interpretation of the proposed experiment.

The increased recruitment of ESCRT-III to ¢cDC-1 endosomes/lysosomes is presented as a
read-out for membrane repair. However, the authors must be aware that the ESCRT complex
plays a vital role in receptor/cargo sorting. Therefore, differences in the ESCRT-III recruitment

between cell types could also be attributed to differences in cargo sorting.

We thank the reviewer for this remark. We reasoned that if the differences we observed were
due to cargo sorting, they should also apply to other components of the ESCRT machinery.
Indeed, ESCRT-II is absolutely required for ubiquitinated cargo sorting, but dispensable for
endomembrane repair. We checked for ESCRT-II subunits in our proteomic dataset. Only
Vps25 is detected, enriched in early cDC1 compartments and in cDC2 late compartments, but

does not display a clear recruitment segregation, as many ESCRT-III subunits do. We also
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checked for deubiquitinases (AMSH/STAMBP and UBPY /Usp8), so far uniquely described as
playing a role in cargo sorting, but they were not detected in our proteomic dataset. Hence, we
believe that the ESCRT-III recruitment we observed in ¢cDC1 occurs largely in the context of

membrane repair. We have now included these important elements in the discussion.

Additional concerns:

1) Mutu cells are used a model system for cDC1 cells. However, in the data presented in Figure
R.1.2C, control Mutu cells do not translocate antigens efficiently and they fail to cross-present
endocytosed antigen (Figure R.1.5B, C). One could infer from these findings that the cell line

may not in fact represent an optimal antigen cross-presenting cell.

MutuDC actually transfer antigens as efficiently as cDC1 (as seen on Figure R.1.1A and Figure
R.1.2C-D). Similar to cDC1, they efficiently cross-present endotoxin-contaminated antigens, as
shown in Figure Rev.1.1. We thus believe that they represent a relevant model for cDC1 biology

studies.

2) The authors should provide convincing data demonstrating that cleavage of CCF4 is taking
place in the cytosol. It could be argued that ESCRT-III knockout cells accumulate more CCF4

dye in the endosomal compartment, resulting in an increased V450 signal.

This is an interesting point. Importantly, all incubations after CCF4 loading are performed in
presence of probenecid, an anion transporter inhibitor. This prevents active transport of CCF4
into endocytic compartments, and guarantees that in absence of membrane damage, all CCF4
is retained in the cytosol. If CCF4 gains access to endocytic compartments passively upon loss
of membrane integrity, it is possible that cleavage would occur in endosomes. However, this
would still be caused by loss of membrane integrity, in agreement with our working hypothesis.

We have now included these elements in the discussion.

3) It is surprising that only a fraction of the Mutu DCs translocate antigen (Figure R.1.2C, Figure

R.1.3A, D, E). Can authors comment on or provide an explanation for this?

We thank the reviewer for this concern. Importantly, it has been described that cDC1 represent

a heterogenous population, and that only a fraction of these cells efficiently export and cross-
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present antigens (Lin ez al, 2008). Therefore, the partial translocation in MutuDC further

supports their behavior resembles that of cDC1.

4) The authors should test the specificity of the shRNA effects by transducing the cells with an

shRINA-resistant wild-type gene, and characterizing the translocation and cross-presentation
phenotype.

This concern would also be addressed by the “rescue” experiment proposed in an earlier section.

Reviewer #2:

Amigorena and colleagues study the role of ESCRT-II complexes that have recently been
reported to repair endolysosomal membranes in antigen export from endosomes in dendritic
cells. The subject belongs to the remaining open issues in cross-presentation and is of significant
interest since the long-time favored hypothesis of a role for Sec61 in antigen export is difficult
to maintain in the light of recent evidence. Globally the authors demonstrate convincingly that
absence of two different ESCRT-III subunits enhances export/leakage of soluble ovalbumin in
a dendritic cell line, associated with enhanced cross-presentation. They also undertake a
significant and conclusive effort to show that this is not linked to ¢cDC activation by ESCRT
knockdown, or effects on antigen uptake. However, I don’t think that experimental system used
is sufficiently suitable for demonstrating that the ESCRT-III machinery plays a role in

physiologic cross-presentation, for reasons set out below.

Comments in detail:

* The principal experimental approach used is knockdown of the Chmp2a and Chmp4b
ESCRT-III subunits. As the authors acknowledge, knocking down these proteins essentially
kills cells after a few days, which forces them to use cells on day 3 after lentiviral transduction
when 70% of cells are still viable (in itself a sub-optimal situation). Thus, functional experiments
study cells with ultimately lethal membrane damage that leak proteins massively from
endosomes, next to other consequences. I don’t think that the fact that the cells cross-present

more efficiently in a short time window before cell death can necessarily be extrapolated to a
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healthy cDC. The paper lacks critical positive evidence for a function of ESCRT-III in the
context of cross-presentation, which should, among others, reflect the fact that ESCRT-III
presumably reseals membranes after very transient damage. I envisage several approaches to

this.

We thank reviewer #2 for opening the discussion. Importantly, it has been shown that,
following antigen encounter (especially in an infectious context), dendritic cells undergo a rapid
turnover (Kamath ez /., 2002). Even if it is purely speculative, it is possible that, after pathogen
detection, the decrease in ESCRT-III cellular levels (see heatmap depicted hereafter) results
simultaneously in increased exporting and cross-presenting ability and impaired cell viability.
We are now discussing this point in the manuscript, and have also addressed these issues

experimentally.

For one the authors should over-express ESCRT-III subunits (hopefully compatible with

normal viability) and check whether this compromises cross-presentation.

We plan to perform a rescue experiment (as developed in a previous section) to monitor possible

decreased antigen export to the cytosol, potentially associated with improved viability.

To further address reviewer #2’s point, we also used pharmacological inhibitors of necroptosis.
Indeed, Green and colleagues have demonstrated in a very elegant study that low-grade
necroptosis is induced at steady state and forms MLKL pores, responsible for damages, in
biological membranes. In ESCRT-III-competent cells, these lesions are excised from
membranes by ESCRT-III, and viability is therefore sustained. However, in ESCRT-III-
deficient cells, these pores may accumulate and trigger cell death. We thus inhibited necroptosis
using the GSK’872 inhibitor, that targets RIPK3 — the kinase phosphorylating and activating
MLKI.. We observed no robust effect on viability (slightly increased in one experiment, slightly
decreased in the other one — possibly due to apoptosis induction by RIPK3 inhibitors described
in Mandal e al., Mol. Cell., 2014), while export was consistently and dramatically reduced in

ESCRT-III deficient cells.

To get more definitive answers, we plan to silence RIPK3 and MLKL in ESCRT-III deficient
cells. However, a full viability rescue might be difficult to achieve, given the multiple cell death

pathways induced (Fig. R.1.7A and RS.1.8A). We attempted to inhibit apoptosis and pyroptosis
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with z-Vad, but this drug seems to be insufficient to counterbalance pyroptotic signals in this

context without causing toxicity.

Performing kinetic microscopy studies of fluorescent ESCRT-III recruitment to endosome or
phagosome (see below), for example after uptake combined with a short-term pulse with
LLOME, would also be helpful. The authors could also be further inspired by the paper by
Dingjan et al who may have identified ROS as a physiologic trigger for membrane leakage in
cross-presentation. As NOX activity is transient, a somewhat delayed but equally transient
recruitment of ESCRT-III could be expected. Cross-presentation after LLOME incubation or

pulse should also be studied.

We welcome the reviewer’s suggestion. We have indeed assessed the dynamics of ESCRT-III
recruitment using PhagoFACS (Figure 5.1.4B) and found Chmp4b to be recruited to

phagosomes as early as 45 min after antigen stimulation.

We also considered performing cross-presentation assays with LLOME. However, this drug

shows toxicity over 1h and makes the former experiment difficult to realize.

* Soluble OVA is useful but probably not the most relevant antigen for cross-presentation
assays. The authors should also check cross-presentation of phagocytosed and receptor-targeted
antigens. If accompanied by microscopy monitoring of Chmp2/4 recruitment to vesicles,
experiments with other antigen forms might also reveal physiologic triggers for ESCRT-III

activation.

We thank the reviewer for this suggestion. We performed the suggested cross-presentation assay
with OV A-coated beads and found that presentation of phagocytosed antigen was also greatly
increased in ESCRT-III knockdown cells. These new results have now been added to the

manuscript in Fig. RS.1.7A.

We believe the physiological triggers of ESCRT-III activation in this context to be the
occurrence of endolysosomal damages, the question then being what is the physiological trigger
for such damages. On that aspect, our new results comparing galectin-3 foc/ formation in cDC1
and cDC2 suggest that cDC1 undergo endolysosomal damage at basal state. Further, the
differences we observe between endotoxin-contaminated and endotoxin-free OVA suggest that

the context in which antigen is encountered, more than its nature, can modulate the occurrence
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of endolysosomal damages. Our results also point towards the involvement of the necroptotic

machinery in inducing endosomal permeability.

* Given that off-target effects are always difficult to entirely rule out, a control experiment in
which ¢DCs are reconstituted with the target of the knockdown using a plasmid lacking the

shRINA target sequence is a standard control and should be added.
As developed in an earlier section, we plan to do it.

* The paper lacks an experiment showing by microscopy that Chmp2/4 knockdown cells

actually fail to recruit ESCRT-III to endosomes, for example upon LLOME exposure.

We agree with the reviewer, this would be a very interesting experiment. We tried to detect
Chmp2b by microscopy in Chmp4b-deficient cells, but due to the lack of suitable antibodies,

we could not obtain a conclusive answet.

* Positive evidence for actual endosome repair by ESCRT-III would also be a valuable addition
to the paper. For example, the authors could show whether control but not ESCRT-III deficient
cDCs, treated with a short-term incubation with LLOME, recover endolysosome function (e.g.

using Magic Red as indicator of protease activity, as done by Skowyra et al).

We agree with the reviewer: this experiment would indeed provide interesting evidence in favor

of actual endosome repair, in addition to the galectin-3 experiment presented in Figure R.1.4C-

4D.

* The statement on page 5/6 that cDC1 eatly endosomes express more ESCRT-III subunits
than ¢cDC2 should be modified since Fig. R.1.1C shows that one of the subunits (Chmp2a)
targeted by the authors thus with major importance in the paper is actually expressed better in

cDC2.

We apologize for the confusion. ChmpZ2a is indeed more abundant in eatly endosome of cDC2.
But the trend is reversed in late endosomes and lysosomes, confirming that overall, ESCRT-III
subunits are more recruited in endocytic compartments from ¢cDC1 and cDC2.

* Another key point is the nature of the endocytic vesicle which ESCRT-III is recruited to. Not

only the literature data (Skowyra e a/l) but also data in this paper suggest that it is a late

endosome/lysosome. The authors state that phagosome maturation is required for Chmp4b
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recruitment to phagosomes in LLOME-treated cells, a logical finding given that LLOME
requires activation by cathepsin C in lysosomes. This finding is somewhat unexpected since
most authors including the Amigorena group (e.g. Alloatti e# 4/, Immunity 2015) assume that
early endosomes are key for cross-presentation. This should be discussed and might also prompt

further scrutiny as to the precise nature of the vesicles.

We agree with this statement. It is important to note that although phagosome maturation is
also to some extent required for Chmp4b recruitment, the level of LAMP-1 recruitment we
detect suggests the phagosomes to be at early stages of maturation, and hence retain low
degradative capacity. Consistently, our proteomic dataset shows galectin-3 to be enriched in
cDC1 both in early endosomes and lysosomes (see above section). We currently do not have
any experimental set-up allowing to monitor simultaneously antigen export and markers for
endolysosomal compartments. However, it will be very interesting to examine more precisely
the nature of the compartment from which antigen leakage occurs in future studies. We have

now included this notion in the discussion.

* The findings in this context also raise the question what cross-presentation pathway is
involved in the ESCRT-III deficient cells. According to Skowyra, failure to repair
endolysosomal membranes by the ESCRT machinery activates another pathway, lysophagy, a
form of autophagy eliminating leaky vesicles. In microscopy this is associated with appearance
of galectin punctae, which are also observed in this paper for ESCRT-III knockdown cells. If
lysophagy is promoted in Chmp4b-deficient cross-presenting cells, it is conceivable that
antigens are degraded in lysosomes, i.e. by lysosomal proteases. The authors should therefore
demonstrate that cross-presentation in Chmp4b-deficient cells remains proteasome and TAP-

dependent.

We performed cross-presentation assays in presence or absence of MG-132 and the results are
shown in Figure Rev.1.2. They suggest the sole use of the cytosolic pathway (in agreement with
the fact that cDC1, from which MutuDC are derived, only use this pathway at steady state
(Segura et al., 2009), even if we can’t totally rule out some unspecific effect of MG-132 on the
lysosome. We have included this figure for the sole attention of the reviewers, but would be

happy to include it in the manuscript if they feel it would be useful.
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* The authors might want to provide a description of the Mutu cell line, comparing it to cDC1

insofar this can be done.

We thank the reviewer for this suggestion. We have now included a short paragraph in the test
comparing MutuDC to cDCI, referring to the original paper describing the cell line (Fuertes-

Marraco e al., 2012).

* Many figure panels lack statistical evaluation: R.1.2e, R.1.3b, R.1.3d, R.1.3¢, R.1.4b, R.1.4d,
R.1.4¢, R.1.6e/f/g, RS.1.2a, RS.1.2b, RS.1.2¢, RS.1.2d, RS.1.3a/c/d, RS.1.4d/e, RS.1.6b. If this

is because the data shown lack statistically significant difference, this should be said.

We apologize for the confusion. Statistics have now been added. Unless otherwise specified,
exact p-values are now reported throughout the whole manuscript. The meaning of lacking p-

value was clarified in the figure legends.

Reviewer #3:

In a manuscript entitled “Endocytic membrane repair by ESCRT-III controls antigen export to
the cytosol during antigen cross-presentation”, Gros et al provide evidence for a model where
the translocation of antigens from endocytic organelles to the cytoplasm for crosspresentation

involves membrane ruptures (rather than an active transport through a transporter system).

The authors provide solid evidence with numerous controls that the ESCRT-III complex
negatively regulates crosspresentation, supporting the concept that membrane leakage is
involved in the transfer of antigens from endocytic organelles to the cytoplasm. This is a very
important concept worthy of publication. What this study does not provide, however, is the
mechanism by which leakage is induced to allow crosspresentation. The manuscript is very well

written.

We thank reviewer 3 for stating our results unravel an important concept. We believe the new
results we generated and included in this paper on the role of the necroptotic machinery in

inducing endolysosomal damages provide the beginning of an answer to the mechanism.

The data on increased leakage and crosspresentation in cells silenced for ESCRT-III complex

subunits are convincing. What is, somehow, missing is how the ESCRT-III complex is
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al, 2012.
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modulated in WT cells in conditions known to increase the level of crosspresentation in APCs
(e.g. INF-g treatment, heat stress). For example, is the recruitment of ESCRT-III subunits to
endosomes/phagosomes or its expression regulated in a time course that would explain the
stimulation of crosspresentation by a short heat stress. In other words, how is the interplay
between endocytic/phagocytic organelles and the ESCRT-III complex is modulated in WT cells

to allow or restrict crosspresentation.

We thank reviewer #3 for raising this important point. Based on an available dataset (Garber ez
al., 2012), we constructed a heatmap (Figure Rev.1.3) reflecting the modulation of ESCRT-III
levels after LPS-treatment in BMDCs (LPS is known to increase antigen export to the cytosol
and cross-presentation at early timepoints. Gil-Torregrosa ¢z al., 2004). The results clearly show
that LPS treatment decrease the transcriptomic levels of the vast majority of ESCRT-III

subunits, thereby correlating with possible increased cytosolic export and cross-presentation.
Minor issues

In Figure R.1.1A, although a clear tendency is observed, the results do not appear to be
significantly different. Perhaps the number of experiments should be increased to clearly

conclude if the difference is significant.
We repeated the experiment, and plan to perform it a second time to get significant results.

In Figure R.1.1C, using MS to quantify and compare protein levels requires that multiple
biological replicates be measured (error bars would then provide an idea of the significance).
This being said, I wonder why Western blotting was not used here to confirm some of the

findings?

Although we agree western blot would have been the most adequate way to validate some of
our findings, we were not able to obtain reliable Chmp4b and Chmp2a antibodies. Hence, we
used RT-qPCR to assess silencing efficiency in all experiments performed and were not able to
confirm the proteomics results by western blot.

On page 6, the sentence “To further investigate the features of ESCRT-III silenced cells, we

tested...”, investigate the “features” is not very clear.

We modified the sentence and hope it is clearer.
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Résumé

Contexte : Contrairement aux travaux présentés précédemment dans ce manuscrit de thése,
I’étude exposée ici ne vise pas a caractériser le déroulement de 'export cytosolique des antigenes,
malis a tirer profit du caractere limitant de cette étape cellulaire en vue d’augmenter Iefficacité
de la présentation croisée et des réponses anti-tumorales qui en résultent. Alors que 'immense
majorité des traitements immunothérapeutiques mis sur le marché repose sur la levée des « freins
moléculaires » (« checkpoints ») pesant sur les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques et limitant leur
fonction, ce projet expérimental propose le développement d’une stratégie annexe et
complémentaire qui vise a augmenter la présentation croisée d’antigenes a ces mémes

lymphocytes et a favoriser leur activation.

Méthodes : Afin d’identifier des modulateurs pharmacologiques positifs de 'export cytosolique
des antigenes, un crible de plus de 700 drogues approuvées par la Food and Drug
Administration a été réalisé dans une lignée de cDC1 : les MutuDC. La validation des composés
identifiés au cours du crible a ensuite été effectuée z vitro grace a des tests fonctionnels de

présentation croisée et z vivo au travers d’expériences de croissance tumorale.

Résultats : La réalisation du crible mentionné précédemment a permis I'identification d’un
composé particuliecrement prometteur, appelé prazosine (famille des quinazolinamines), et
normalement utilisé comme antihypertenseur. Dans les cellules dendritiques, cette drogue
e . . o ,
provoque une perméabilisation spécifique du compartiment endolysosomal, a I'origine d’une
fuite accrue des antigenes dans le cytosol. Cette augmentation de I'export cytosolique des
. , , , . . , » , .
antigénes s’accompagne également d’un accroissement majeur de Uefficacité de la présentation
croisée zn vitro. Enfin, 'administration de la prazosine, utilisée en combinaison avec des anticorps
inhibiteurs de « checkpoints », confere aux souris un degré élevé de protection vis-a-vis de la

croissance tumorale.

Conclusion : Cette étude démontre que export cytosolique des antigénes constitue une étape
limitante de la présentation croisée. Sa modulation, par lintermédiaire de drogues
pharmacologiques comme la prazosine, pourrait potentialiser lefficacité des traitements
immunothérapeutiques actuels basés sur l'utilisation d’anticorps inhibiteurs de checkpoints

(anti-PD1 (nivolumab, pembrolizumab), -PDL1 (avelumab) ou -CTLA-4 (ipilimumab)).
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Contribution personnelle : J’ai réalisé une partie des expériences de validation 7 vitro de la

prazosine, présentées en Figure R.2.6. (panels 6A, 6C et 6E).
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Abstract

Efficient cross-presentation of antigens by dendritic cells (DCs) is critical for initiation
of anti-tumour immune responses. Yet, several steps of antigen intracellular traffic during cross
presentation are still incompletely understood. In particular, the molecular mechanisms and the
relative importance of antigen import from endocytic compartments into the cytosol is still a
matter of debate. Here, we asked whether antigen import into the cytosol is rate-limiting for
antigen cross presentation and anti-tumour immunity. By screening 700 FDA-approved drugs,
we identified 37 import enhancers. We focused on prazosin and tamoxifen, and generated
proteomic organellar maps of drug-treated DCs, covering the subcellular localisations of over
2000 proteins. By combining organellar mapping, quantitative proteomics, microscopy, and
bioinformatics, we conclude that import enhancers undergo lysosomal trapping leading to
membrane permeation and antigen release into the cytosol. Enhancing antigen import facilitates
cross-presentation of both soluble and cell-associated antigens. Systemic administration of
prazosin led to reduced growth of MC38 tumours and to a synergistic effect with checkpoint
immunotherapy in a melanoma model. Thus, inefficient antigen import into the cytosol limits
antigen cross presentation, restraining the potency of anti-tumour immune responses and

efficacy of checkpoint blockers.
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Introduction

Accumulation of mutations in cancer is a key factor during disease progression, yet, it
can also render cancer cells vulnerable to cytotoxic T cells (CTLs). T cell-mediated anti-tumour
immune responses are primarily initiated by type 1 conventional dendritic cells (cDCls)
(Bottcher and Reis e Sousa, 2018). While these immune responses can in principle prevent or
restrict tumour growth, they are usually not nearly as potent as responses against pathogens. In
recent years, checkpoint inhibitors emerged as a promising tool to enhance anti-tumour
immunity and were effective in providing long lasting remissions. Nevertheless, their efficacy is
largely dependent on pre-exisiting immunity and the benefits are only seen in a fraction of
patients (Crittenden ez a/, 2018). Therefore, a better understanding of the mechanisms and rate-
limiting steps involved in priming of naive tumour-specific T cells will be critical for improving

immunotherapetic strategies.

Efficient priming relies on the delivery of three signals to naive T cells: signal 1 - relevant
antigen (e.g. a mutated peptide) presented in the context of MHC class I; signal 2 - co-
stimulatory molecules expressed by antigen presenting cells (APCs); and signal 3 - cytokines,
which ultimately determine whether the response will lead to immunity or tolerance. Many
approaches have been explored to deliver appropriate signals 2 and 3, including stimulating DCs
maturation with a variety of TLR ligands (e.g. poly I:C or CpG) or growth factors (e.g. FLT3L)
(Brunner ef /., 2000; Hammerich ez a/, 2019; Salmon ¢t al., 2016; Sanchez-Paulete ¢ al., 2018).
However, increasing the efficiency of presentation of tumour antigens on MHC class I has

proven more challenging.

Tumour antigens are presented by APCs via a process termed cross-presentation. Cross-
presentation involves endocytic uptake of exogenous proteins followed by generation of short
peptides that can be loaded onto MHC class 1. Two models have been proposed to describe
where peptide generation takes place (reviewed in (Gros and Amigorena, 2019)). In the vacuolar
model, peptides are generated by endolysosomal proteases (primarily cathepsins) and directly
loaded onto MHC class I (Shen e¢f a/., 2004). In the cytosolic model, antigens are imported into
the cytosol, processed by the proteasome, and delivered into the lumen of MHC class I-
containing compartments via the TAP transporter (Ackerman ez a/, 2003; Guermonprez e al.,

2003; Kovacsovics-Bankowski and Rock, 1995). Considering differences in cleavage-
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specificities among the different proteases, the cytosolic model provides an attractive
explanation of how APCs would generate peptides similar to those presented by target cells,
where the majority of epitopes is also generated by proteasomes. Both TAP- and
immunoproteasome-deficient mice are defective in cross-presentation (Palmowski ez a/, 20006,
Rock and Shen, 2005), but whether these effects are indeed due to specific inhibition of cross-
presentation, and whether the cytosolic pathway is dominant in vivo still requires verification.

Similarly, mechanistic details of endosome-to-cytosol transport have remained elusive.

Irrespective of the precise mechanism, the importance of cross-presentation in initiation
of anti-tumour responses has now been demonstrated in a variety of mouse models. cDCls
appear to be most efficient cross-presenters in vivo and Batf3-/- mice that lack cDCls, do not
mount efficient T cell responses (Hildner ¢z 4/, 2008). In mice with a Wdfy4 deletion (Theisen
et al., 2018) or a DC-specific knockout of Sec22b (Alloatti ef al, 2017), cDCls are present but
deficient in the ability to cross-present. Again, both models are unable to prime naive T cells
against tumour-associated antigens and fail to control tumour growth. Similar to cDC1-deficient
mice (Sancho e# al, 2008), Sec22b knockouts are also resistant to treatment with checkpoint
inhibitors. These data argue for an important role of cross-presentation in anti-tumour
immunity. Indeed, delivering tumour antigens to cross-presenting cells (e.g. via antibody-antigen
conjugates), has been effective in promoting CTL responses (Bonifaz ef al,, 2002; Caminschi ez
al., 2008; Sancho ez al, 2008). In the clinic, vaccination with long peptides comprising
neoepitopes has also been successfully used to boost generation of tumour-specific T cells (Ott
et al., 2017). These approaches of boosting antigen presentation are, however, costly to
implement as they require prior identification of cancer neoantigens (e.g. through next

generation sequencing of tumour samples).

Here, we present a strategy for enhancing efficiency of T cell priming, by facilitating
antigen presentation by DCs. This study was based on the hypothesis that import of internalised
antigens into the cytosol might be limiting for the efficiency of cross-presentation. With this in
mind, we set up an assay to screen a library of over 700 FDA-approved compounds to identify
enhancers of antigen import. We demonstrated that these molecules indeed facilitated cross-
presentation of both soluble and cell-associated antigens. To evaluate the biological activity of

two import enhancers, prazosin and tamoxifen, we generated comprehensive proteomics-based
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organellar maps from treated and untreated cells. We established that our most potent
compound, prazosin, has a highly specific effect on endolysosomal membrane permeability.
This encouraged us to pursue zz wvivo studies, where we demonstrated that systemic
administration of prazosin leads to better control of tumour growth and synergises with

checkpoint-based anti-tumour immunotherapy.

138



A B

FDA-approved Inefficient 520 nm DMSO
f / no B-lactamase
drug library export \\g‘ _/ e ol Bu wk ke NS ke ke
¢o o 408 nm(é, ‘
G = e u b
h c>\ S \1 A i o/ AP EX:
X g y P I 2 i -
(Wi, S \ f-lactam ring| L s o ol o ©
SO CCF4 I
) @/ substrate . ) DbeQ PR-619 2 um-—q}—d]
R % P ~ 46 039 b
g E;’ N %L / . r| ‘ (§’ -&5 i_
- >, D Y 5]
# p-lactamase-loaded DC o 4 7 |40Snm da7om [ ) /| = 500
el ) \ | 4 2 °
I
A > .
Efficient § | ® g cleavage Y T
export ) = é o v e
2 [
z
Primary screen 786 drugs 10 M D Secondary screen 37 positives (+ 2 negatives)  1.25 - 40 yM
° 4 ; nd. (> 40)
o i _ 4oq 9000000
§ H =
5 Selected for ! = 30-
2 ad secondary screen i 5 o
= 1 204 .
w
i ——’J - sesneee® *
gc’ 10 e TT AL LL
r'-—-__—i ee® .0
wd o oo
RS ICERRRE PR RRR IR RRRICEERERE (11 !
; y ; . : %%giségﬁgggéggggﬁs 38853 g?%‘ﬁgg‘égg
0 200 400 600 800 [ 52’9'35855595952@ Eg55EEE &8
CEPERNE58EE Zi3ms2n 2 EBU"E :
Small molecules G°RETRS=E PexELTeY S8gg BOSEEE
o ek 2
Primary screen Controls = 5 & » »
Empty @ | Quinazolinamines m L] [ ] 3/81p<0.01
2] pMso k] Stilbenes n [ | " 4/9 1 p <0.001
> 5{Dbea ©| Phenothiazines " = um ] 5/6 p < 0,001
] 2{PR619
&
4 s
bus § DRD2 H Em =N n 6/16 1 p < 0.0001
S £ _ESR1 u " n L] 4/111p <0.001
& = SLCBA4 B "= = = /121 p<0.01
] ] 10 ivel 1 enrich
Log2 fold change active/present | enrichment
4 negative in the primary screen
, Terazosin Protein and gene expression
Nagative: control A i ® Common targets of active compounds
Active g b -g i
Non-active . 4 -
» o
v g3
R
L]
Media only Tamoxifen s
<]
0.382 ars| @ §
; & . -
. : o,
- ESR -
] . RD i
1 & f = ——SLo0
v w0 W 1 10 100 1000 10000

mRNA expression

Figure R.2.1. Small molecule screen to identify enhancers of antigen import into the cytosol.

(A) Schematic representation of the $-lactamase assay used to monitor the efficiency of antigen import into the cytosol. MutuDCs were fed
with B-lactamase for 3h followed by 2h incubation with small molecules (at 37°C). CCF4 loading was performed at RT for 1h, and followed by
16h incubation at RT to increase the sensitivity of the assay (Zlokarnik e# a/, 1998). Change in CCF4 fluorescence was monitored by flow
cytometty.

(B) Differential effects of ERAD inhibitors on antigen importinto the cytosol. Representative flow cytometry data for selected ERAD inhibitors
and quantification of the fold change in B-import. Within each condition, dots represent data from independent experiments, and lines represent
means +/- SE.

(C) Results from the FDA library screen: fold change in the efficiency of antigen import into the cytosol for the control wells (bottom panel)
and for the 786 tested drugs (top panel). The screen was performed once and 37 compounds were selected for the secondary screen (highlighted
with the red box).

(D) Results from the secondary screen of 37 compounds. Each drug was tested at five concentrations in two independent experiments. yEC50
(concentration required for 50% of maximal activity) values were calculates as described in Figure RS.2.2. Information about chemical classes
and candidate targets was obtained from DrugBank database. The classes and targets enriched in the group of active vs non-active compounds
are represented with coloured squares. The enrichment of targets for hits (compared to the entire library) was calculated using Fisher’s test.
(E) Examples of the flow cytometry profiles in the antigen import assay for selected active and non-active compounds.

(F) Analysis of gene and protein exptession in CD8" ¢cDCls. mRNA expression data for CD8" splenic DCs was downloaded from the
Immgen.org database and whole cell proteomic abundance data were generated by mass spectrometry from MutuDCs. 7427 proteins were
detected and full absolute copy number proteome data of MutuDCs are available via the web resource (http://de-biology.mre-Imb.cam.ac.uk).
The blue line indicates the threshold for expression. The points between the grey vertical lines represent proteins for which corresponding
microarray probes were not identified in the Immgen dataset. The points between the grey horizontal lines represent genes for which the
corresponding proteins were not detected.

See also Figure RS.2.1, RS.2.2.
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Results

Selected ERAD inhibitors enhance antigen import

ER-associated protein degradation (ERAD) machinery has been proposed to play a key
role in import of antigens from endosomes and phagosomes into the cytosol (Giodini and
Cresswell, 2008; Imai ez al., 2005; Zehner ez al., 2015). Recently, however, we demonstrated that
mycolactone, a potent inhibitor of Sec61 (a candidate ERAD translocon), does not inhibit
antigen import. Here, we initially employed a pharmacological approach to evaluate the
contribution of other ERAD components to antigen import. We selected a range of ERAD
inhibitors and tested them using a 3-lactamase-based antigen import assay (Figure R.2.1A)
(modified from (Cebrian ef al, 2011). To prevent tested compounds from affecting antigen
uptake, we pulsed MutuDCs with -lactamase for 3 hours, and subsequently treated them with
the different inhibitors for 2 hours. To detect 3-lactamase translocation into the cytosol, we
loaded the cells with a cytosolic B-lactamase substrate, CCF4. When B-lactamase enters the
cytosol, it cleaves the B-lactam ring in the CCF4 and disrupts FRET between its two subunits
causing a shift in fluorescence from blue to green (Figure R.2.1A). We monitored this change
in fluorescence by flow cytometry. As a model system, we used the cell line MutuDC, which
phenotypically corresponds to splenic cDCls (Fuertes Marraco e al., 2012) (see also Figure
R.2.1F). The two compounds that target the ubiquitin pathway, PR-619 and Eeyarestatin I,
inhibited antigen import (consistent with previous data (Grotzke ez al., 2017; Zehner et al., 2015).
Unexpectedly, a p97 inhibitor, DbeQ, and a B-importin inhibitor, importazole, enhanced
antigen import (Figure R.2.1B). This effect was not recapitulated with a more potent p97
inhibitor, NMS-873, suggesting it might be due to off-target activity. Hence, while these data
highlight the role of the ubiquitin system in antigen import, they did not provide evidence
supporting the role of other ERAD components. The dramatic enhancement of antigen import
observed with two of the compounds suggests that the process is relatively inefficient, and that

it maybe rate-limiting for cross-presentation.
B-lactamase-based screen for enhancers of antigen import

Enhancement of antigen import by DbeQ and importazole established a proof of

concept that this process can be pharmacologically manipulated, and prompted us to develop a

139



- 14-3-3 =~ CCR4 = Exocyst =~ ER = Golgi == Lysosome
DMSO Reference DMSO/Prazosin/Tamoxifen B Frowssome I R . - ion [l Piaama
SILAC heavy SILAC light
= = 2
Lysis Lysis
o
‘ < Low-speed ‘ & Low-speed %
' ' ré, 0
. Differential -2
i C High-speed ‘ < centrifugation
= )
9 4K 10K 20K 40K 80K 4K 10K 20K 40K 80K
U ' ' U U C Fraction
Reflpellel I I I I I ER - Peroxisome
4 ™ -
‘ m.‘ hectometry Endosome -"",‘.bv! X
Y., ..
Ba, Lysosome
-n - L
B
3 sample proteins. “u .‘f ) W,
2 . .t )
8 - i R i
€ TRADS ™ o v
2 Organellar maps CCR4 T 0PI oo
§ [} p CR4 - - 4 Plasma membrane
- * . -
< 8 e 3 Exofyst _m - .
1 2 3 4 5 a . " .‘ Golg
. - . i
T aare 14-3 8
‘ 5 o L T .
Identify moving proteins ﬂ*‘ L vy o >
. o | Histone
Ribosomao CCT
DMSO -2 b . ; ;".. - .
g VA Prazosin
1} L \ Tamaonxifen mRANA-associated L e . ".
b \ Protein movements Proteasome bk “&
E \ ’
= Mitachondrion
1. 2 3 4 5
-6 -4 -2 0 2 4
PC1

Figure R.2.2. Organellar mapping in dendritic cells.

(A) Schematic representation of the fractionation profiling approach for making organellar maps. Metabolically labelled (SILAC
heavy (untreated) and light (untreated or drug treated)) MutuDCs are lysed mechanically. Post-nuclear supernatant from light
labelled cells is subjected to a series of differential centrifugation steps, to separate organelles partially. In parallel, post-nuclear
supernatant from heavy labelled cells is pelleted at high speed to obtain a reference fraction, which is spiked into each of the
light fractions. Quantitative mass spectrometry allows the accurate determination of abundance distribution profiles across the
light subfractions for individual proteins. Proteins associated with the same organelle have similar profiles, and different
organelles have distinct profiles. Principal Component Analysis is used to visualize organellar clusters.

(B) Examples of profiles of selected organelles and protein complexes from vehicle treated MutuDCs.

(C) Organellar maps of MutuDCs visualized by Principal Component Analysis. The first two principal components account for
>90% of the variability in the data. Marker proteins of various organelles and known protein complexes are shown in colour.
See also Figure RS.2.3.
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screen for small molecule enhancers to investigate the molecular mechanisms of antigen import
into the cytosol. We performed the screen in MutuDCs using the B-lactamase-based antigen
import assay, and treated the cells with the 786 small molecules from a library of FDA-approved
drugs. DbeQ and PR-619 were used as controls on each plate to track data quality (Figure
R.2.1C, lower panel). We selected for validation 37 drugs that increased antigen import at least
two-fold in the primary screen. Two non-active compounds were also included as additional
negative controls. In the secondary screen, each compound was tested in two biological
replicates at five different concentrations to determine the EC50s (Figure R.2.1D and Figure
RS.2.2). 34 out of the 37 compounds were active also in the secondary screen (92% validation
rate, 4.3% hit rate). Among the validated import enhancers, we identified three classes of
chemically related compounds: quinazolinamines (prazosin, doxazosin, and gefitinib), stilbenes
(clomiphene, raloxifene, tamoxifen and toremifene), and phenothiazines (chlorpromazine,

fluphenazine, perphenazine, thioridazine, trifluoperazine) (Figures R.2.1D and R.2.1E).

To understand the mechanism of antigen import enhancement, we first searched for
common targets among the active compounds. Using the DrugBank database (Law e a/., 2014),
we identified a total of 766 previously described targets for the compounds present in the FDA
library. Three of these targets were significantly enriched among active versus non-active
compounds: estrogen receptor (ESR1), dopaminergic receptor (DRD2), and serotonin
transporter (SLC6A4) (Figure R.2.1D lower panel). However, none of these three proteins is
actually expressed in CD8+ ¢DCls according to Immgen.org mRNA expression data; they are
also not present among the 7,427 proteins we detected in MutuDC by proteomics (Figure
R.2.1F). Considering that out of 11 estrogen receptor modulators present in the library, antigen
enhancement was only observed for inhibitors from the stilbene family, the enrichment
appeared to be linked to the structure of these compounds, rather than to the inhibition of
known targets. Interestingly, both DbeQ) and importazole belong to the same chemical family
as the most potent enhancer identified in the screen, prazosin (quinazolinamines). Hence, 50%
of the ten quinazolinamine derivatives tested in this study facilitated import of internalised

antigens, despite being marketed as inhibitors of different targets.

140



Prazosin Tamoxifen
ome P o o T
) 4 Prazosin hits 4 Tamoxifen hits

R score

0 10 20
B
® Prazosin
® Tamoxifen
© Shared
Endosome
® ®
2 ®
TRAPP °
CCR4 o
®*ge
o ® e
O . ® ©
o
0 ™ @
Sie
®
e o
Ribosome ®
-2 ee
®
o ° [
mRNA-associated
® °
-6 -4
C
Prazosin

e Tamoxifen hits

...No Po®e0 o o

@ Prazosin hits

30 40

R score

20

M score
ER Peroxisome
LR Y
A
. v
o &’
L ]
Py ‘. Lysosome
& ®
. %
- °
COPI °
Plasma membrane
Exocyst - *
” §  Golgi
14-3-3
)
Histone
CCT
.
{
Proteasome
Mitochondrion
0 2 4
PC1
Tamoxifen
o8,
[ ]
Lysosomal:
transmembrane
soluble
peripheral
30 40 0 10 20 30 40
M score

Figure R.2.3. Dynamic organellar mapping to identify the subcellular changes in protein

distribution upon drug treatment.

MutuDCs were treated with either prazosin, tamoxifen or DMSO (control) for 4 h, in biological duplicate and samples were
processed as described in Figure R.2.2A. Statistical comparison of organellar maps made with different treatments was

petrformed to identify proteins with profile shifts/altered subcellular localisation.

(A) Drug-induced shifts in protein subcellular localization detected using a ‘MR’ plot analysis. For each protein, the movement
(M score) and the reproducibility of the movement (R score) between maps was determined. Purple lines indicate cut-offs for

significance. In prazosin plot the hits from tamoxifen treatment are shown for comparison (and vice-versa).
(B) Shifting proteins from tamoxifen and prazosin-treated samples represented on the organellar map of MutuDCs.

(C) MR plot highlighting all detected lysosomal proteins (soluble, transmembrane and peripheral (located on the cytosolic side

of the membrane)).
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Organellar maps to determine biological activity of small molecules in DCs

A variety of “hidden phenotypes” and promiscuous effects have been observed for
numerous clinically approved drugs (MacDonald ez a/., 2006). These additional phenotypes can
often be beneficial for novel therapeutic indications, yet there are few approaches to detect the
cellular effects of a compound in an unbiased manner. To characterise the mechanism of antigen
import enhancement, we developed a generic strategy to evaluate the biological activity of
pharmacological compounds through comparative spatial proteomics (Figure R.2.3A). The
approach is based on our previously developed method for generating organellar maps, to
pinpoint the subcellular localisations of thousands of proteins in a single experiment (Itzhak ez
al., 2017, 2018). Many if not most cell biological processes are accompanied by protein
subcellular localisation changes (Lundberg and Borner, 2019). The comparison of organellar
maps made under different physiological conditions allows the capture of drug induced protein
translocations (Itzhak e# a/., 2016), and thus provides a universal and scalable tool for inferences

about cellular responses and drug targets.

To generate organellar maps, we separated post-nuclear supernatants from MutuDCs
into five pellets obtained by differential centrifugation (Figure R.2.2A). Each pellet was mixed
1:1 with a SILAC heavy “reference” membrane fraction and the samples were analysed by MS.
To generate abundance profiles, we calculated heavy-to-light ratio for each protein in each
fraction. Using organellar markers we previously established for HeLa cells (Itzhak ez a/., 2016),
we confirmed clustering of proteins from different organelles (e.g. lysosome, peroxisome, and
mitochondria) and protein complexes (e.g. proteasome, CCR4-NOT complex) (Figure R.2.2B,
R.2.2C). These maps cover over 2000 proteins expressed in DCs can be mined for protein
subcellular localisation, absolute abundance (copy numbers and cellular concentrations), as well

as nearest neighbours (i.e. potential interaction partners) via a web resource (http://dc-
biology.mrc-lmb.cam.ac.uk, see also Figure RS.2.3).

To investigate the effects of import enhancers on organellar dynamics, we prepared
organellar maps from MutuDCs treated with prazosin, tamoxifen, or vehicle (control), for 4 h
in biological duplicates (six maps in total). To detect significant protein translocations, maps of
control and drug-treated cells were compared using MR (Movement and Reproducibility) plot

analysis (Figure R.2.3A). Tamoxifen treatment led to spatial rearrangements of 56 proteins in
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Figure R.2.4. Prazosin and tamoxifen lead to lysosomal leakage.

(A) Analysis of whole cell proteome and cytosol fractions from MutuDCs treated with prazosin, tamoxifen, or DMSO (control)
for 4 h. The relative abundance of proteins from prazosin or tamoxifen vs vehicle-treated cells in whole cell vs cytosol
proteomes. The histograms show distributions of all (grey) vs lysosomal (blue) proteins. P values were calculated using the
Kolmogorov—Smirnov test. n=2 for whole cell lysates (SILAC quantification), n=4 for cytosol fractions (label-free

quantification)).

(B, C) MutuDCs stably expressing Galectin3-YFP were treated with prazosin and imaged continuously for 40 min. (B) Examples
of Galectin3-YFP-positive structures observed in prazosin-treated cells. (C) Quantification of Galectin3-YFP recruitment in
control and prazosin-treated cells. Circle sizes correspond to the area of Galectin3-YFP spot(s) in each cell at each time point.

Representative data from ten cells imaged in one of two independent experiments.
See Figure RS.2.4 and Supplemental Movie RS.2.4.
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MutuDCs, whereas prazosin was more specific, and affected only 33 proteins. The majority of
prazosin hits (27/33) mapped to the lysosomal compartment (Figure R.2.3B). These hits
comprised 23 out of 24 detected soluble lysosomal enzymes (e.g. cathepsins) as well as three
transmembrane proteins (Figure RS.2.3). Out 13 proteins shifting with both drug treatments,
12 also mapped to lysosome (and for the remaining lysosomal prazosin hits, the M scores in the
tamoxifen sample were just below the threshold). Other proteins that shifted upon tamoxifen
treatment included components of COPI vesicles, stress granules (e.g. Caprinl, G3bpl), or
CCR4-NOT complex (Figure R.2.3B). Thus, while tamoxifen has pleiotropic effects and

prazosin is highly specific, there is a common effect of both compounds on lysosomal proteins.

We went on to analyse the overall behaviour of lysosomal proteins detected in MutuDCs
in more detail (Figure R.2.3C). While the majority of soluble lysosomal proteins had high M
scores (shift to the right of the MR plot), lysosomal transmembrane proteins show little or no
translocation (Figure R.2.3D). This difference in behaviour of soluble and transmembrane
proteins suggests that lysosomal contents are either secreted into the extracellular space or

leaked into the cytosol.
Prazosin and tamoxifen induce lysosome permeability

To determine whether lysosomal contents in prazosin and tamoxifen treated cells are
secreted or leaked, we performed quantitative proteomic analyses of whole cell extracts and
cytosolic fractions. We observed significantly elevated levels of lysosomal enzymes in the cytosol
of prazosin and tamoxifen-treated MutuDCs relative to control cells (Figure R.2.4A). Since the
levels of these proteins were not changed in whole cell proteome (Figure R.2.4A), we concluded
that both prazosin and tamoxifen facilitate lysosomal leakage. Similar to what we observed using
organellar maps, the prazosin effect is mostly restricted to lysosomal proteins, whereas

tamoxifen affects a larger and more diverse set of proteins.

To rule out that the observed lysosomal leakage was caused by increased compartment
fragility and enhanced rupture during cell fractionation, we tested permeability of
endolysosomal compartments 7 vivo. To this end, we used galectin-3-YFP probe and video
microscopy. Galectin-3 is a cytosolic protein that associates with the carbohydrates on the

luminal side of the endolysosomal compartments when membranes are damaged (Thurston ez
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Figure R.2.5. Antigen impotrt enhancement is a consequence of lysosomal trapping.

(A) Physicochemical properties (according to DrugBank data) of all the compounds present in the FDA library and of those
active in the antigen import assay (yEC50 < 40 uM, see Figure R.2.2D). All but one of the hits have physicochemical properties
similar to those of lysosomotropic compounds (blue box). In the inset, schematic representation of the mechanism of lysosomal
trapping. Membrane permeable small molecules diffuse freely across the membrane of acidic compartments. Protonation of
weakly basic residues decreases membrane permeability and leads to accumulation of protonated compounds in the endo-
lysosomal lumen.

(C) MutuDCs cells were imaged immediately before and after addition of 5 pM prazosin-BODIPY. Data representative from
three independent experiments.

(D) Antigen import assay (Figure R.2.2A) was performed in the presence of prazosin, importazole, tamoxifen and DbeQ with
or without NH4Cl. Representative plots are shown (prazosin, n = 3; tamoxifen and DbeQ, n = 2)

See Figure RS.2.5.
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al., 2012). In control cells, galectin-3 signal is diffuse and galectin-3-positive structures are rarely
observed (Supplemental Movie RS.2.4). Following addition of prazosin, however, there are
frequent bursts of galectin-3-YFP recruitment to vesicular and tubular compartments in
MutuDCs (Figure R.2.4B, R.2.4C, and Supplemental Movie RS.2.4). The morphology of these
compartments is reminiscent to the endolysosomal structures previously observed in prazosin-
treated cells (Zhang ez al., 2012). The accessibility of the lysosomal lumen to a cytosolic probe
demonstrates that membranes become permeable to proteins. In summary, we conclude that
both prazosin and tamoxifen target lysosomes, causing membrane destabilisation and leakage

of lysosomal contents, including internalised antigens, into the cytosol.

Lysosomotropic properties of quinazolinamines mediate import enhancement

Considering the highly specific effect of prazosin on lysosome permeability, we
hypothesised that the effect on antigen import might be mediated through lysosomal trapping
of the drugs. Lysosomal trapping occurs when a compound readily crosses membranes at
neutral pH, but becomes protonated and membrane impermeable at acidic pH (Figure R.2.5A,
inset). This phenomenon has been observed for several classes of amine group-containing,
amphiphilic compounds (Nadanaciva ez a/, 2011). Interestingly, all but one (auranofin) validated
hits have physicochemical properties of lysosomotropic compounds, i.e. pKa between 6.5 and
11 and logP value greater than two (Figure R.2.5A). We used BODIPY-conjugated prazosin to
determine whether prazosin undergoes lysosomal trapping (Figure RS.2.5). Indeed, within
seconds following addition, prazosin-BODIPY rapidly accumulated in vacuolar compartments
in MutuDCs (Figure R.2.5B). To test whether lysosomal trapping is required for antigen import
enhancement, we performed the B-lactamase import assay in the presence of NH4CI to
neutralise the lysosomal pH. For all four compounds tested (prazosin, tamoxifen, DbeQ, and
importazole), the enhancement of B-lactamase import was completely abolished in the presence
of NH,CI (Figure R.2.5C). Therefore, the four drugs require low endocytic pH to enhance

antigen import.

Antigen export enhancers augment cross-presentation and cross-priming

To determine if enhanced antigen import results in increased antigen cross-presentation

to CD8" T cells, we fed DCs with soluble OVA (sOVA) before treatment with the drugs and

143



SOVA 3T3-OVA @ SOVAZ) EF-OVA {3 SOVA
10
- — 10 i = ;
8 s |Prazosin 3 mgiml 8 %1 Prazosin 8 "] Prazosin 8 " Prazosin 3 mg/ml
E‘ o Amg/mi 'E Ctrl 'E' 08 'E'O 84 - NH4Cl
,lg“ 0.6 P }% 1.0 % o8 %08 + NH4C!
.% 04 03 mg/ml % % ad %“
= 0imgml  ® 08 s & 3 mg/ml
) 0 i L0 mg/ml ] K] 02 ) 02 T = 0 mg/ml
= 00 t7r—m—m-T—— F 00— o - v v T X
0 25 5 10 20 0 1:321:16 1:8 1:4 12 00 01 03 10 30 0 25 5 10 20
Concentration [uM)] 3T3: DC ratio sOVA [mg/ml] Concentration [pM]
sOVA @ _ MHC | peptide -~
= 1.0 =& 100 _
g, |mmoxifen 5 " ]Prazosin & control g 10 i
08 | sOVA
= 2 Ctrl 40 \\  sOVA/Prazosin =08 e
5 = 4 % § 1nM
= 08 © e % : =06
® 7 € 100 2
2 04 3 - =
B 0 - o 8o g o4
o o 60 o
= 02 2 a0 SOVA EFfPrazosin = 024 . e
8 @ 20 3 ’ = 0nM
- 0.0 Ar———— & 0 00
0 25 5 10 20 0 1:321:16 18 1:4 1:2 o 10f w0t 10f 0 25 5 10 20
Concentration [pM] 373 : DC ratio cD8&6 Concentration [pM]
E F MC38-OVA-GFP
1000 Vehicle
i 7504 2111
sOVAEF ) sOVA EF 3T3-OVA Peptide /
. 500
'%%1 Prazosin %1Poly (I:C) 1%1Prazosin 1001 Prazosin
_ 80 Ctrl 80{Ctrl a0 {Ctrl a0 Ctrl 250
- 80 60 a0 60 0 ]
o . o, s
- E 40 40 40 40, g 000 Prazosin
S+ 20 20 20 20 © 750 7/10 e
™ g > A
=8 0 0 ol 500 4 4
SO 0 0030103 1 3 0 0030103 1 3 0 1:321:16 18 14 12 0 1 3 10 30100 4
2z MHC I-p [pM] 250 o F
T § 100 100 100 100 g _oda ]
.
FO w 80 80 80 0
= =® 600
- 60 60 60 80
[
(o] 40 40 40 40 400
20 20 20 20 500
0 - T 01 e 0 — . 0 whAR
0 0030103 1 3 0 0030103 1 3 0 1:321:16 1:8 1:4 12 00103 1 3 10 0 il
sOVA [mg/ml sOVA [mg/ml 3T3: DC ratio MHC II+ /ml
[mg/mi] [mg/ml] p [ug/ml] T % 5
Day
é B16-OVA

1000

Iy

Vehicle Prazosin [ §) aPD-1 Fr Prazosin Vehicle

4pD:3 1000 - Prazosin
/
y
‘—J’ —-‘ﬁﬁa‘

aPD-1
Prazosin+PD-1
10 15 10 15 20 10 15 20
Day Day

750

500
500

Volume

o
.
Ry

\

“

.,
TR

Volume
(=]

250

Figure R.2.6. Prazosin enhances cross-presentation and cross-priming.

(A) Antigen cross-presentation assay with B3Z hybridoma in the presence of increasing concentrations of prazosin or tamoxifen. The cells
were pulsed with SOVA for 45 min, followed by 3.5 h incubation in the presence of the indicated compounds.

(B) The effect of prazosin on cross-presentation of cell-derived antigens. 3T3 cells expressing cytosolic OVA were used as antigen source and
co-cultured with MutuDCs for 5h in the presence or absence of prazosin. Mean from three independent experiments +/- SE.

(C) MutuDCs were incubated with sOVA or sOVA EF for 45 min followed by 3.5 h incubation with prazosin. B3Z assay was used to monitor
cross-presentation efficiency (representative plot from three independent experiments, error bars indicate SEM from technical duplicates). For
the analysis of DC activation (histograms), MutuDCs were incubated with sOVA/EF sOVA in the presence and in the absence of prazosin for
5 h, washed, further incubated for 16 h at 37°C, and stained with anti-CD86 (gated for live cells only). Technical replicates +/- SE. Data
representative of three experiments.

(D) Antigen cross-presentation assay with B3Z hybridoma in the presence of increasing concentrations of prazosin with or without 10 mM
NH4Cl was performed as in (A).

(E) The effect of prazosin on antigen presentation to OT-I and OT-1I cells. MutuDC were incubated with sOVA EF, OVA-expressing 3T3s
or MHC class I or II peptides in the presence or absence of prazosin or Poly(I:C). Data representative of three independent experiments.

(F) Tumour growth mice injected s.c. with the MC38-OVA tumour cell line and systemically (IP) treated with prazosin or vector control.
Prazosin of vehicle were injected from the day when tumours became detectable, 3 x week with 0.5 mg prazosin. Lower panel represents best-
fit curves for control and prazosin-treated groups (mean +/- SE). Mice pooled from two independent experiments. Means and SE were
calculated using loess regression, the statistical significance was calculated using ANOVA with FDR Benjamini-Hochberg correction. ** p <
0.01 *#* 5 < 0.0001

(G) Tumour growth curves for mice injected s.c. with the B16-OVA tumour cell line and treated with prazosin and anti-PD-1 Ab alone or in
combination. The treatments were started on the days were tumours became detectable and were performed three times per week (0.5 mg

prazosin and 150 pg anti-PD-1). The numbers indicate number of mice with tumours smaller than 500 mm? at the end of the experiment. The
last panel represents best-fit curves for all groups (mean +/- SE). Mice were pooled from three independent experiments. Means and SE were
calculated using loess regression, the statistical significance was calculated using ANOVA with FDR Benjamini-Hochberg correction. ** p <
0.01, ##+* p < 0.0001.
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incubation with OVA-specific B3Z T cell hybridoma. Both prazosin and tamoxifen treatment
led to a dramatic, concentration-dependent enhancement of B3Z activation (Figure R.2.0A).
We observed a similar enhancement of cross-presentation of cell associated antigens (Figure
R.2.6B, upper panel); in these experiments we co-cultured 3T3s (HZ—Kd) expressing cytosolic
OVA with MutuDCs for 5h and fixed the co-cultures before addition of the B3Z hybridomas.
As demonstrated using a membrane labelling dye (PKH-26"), prazosin did not increase uptake
of cell-associated material (Figure R.2.6B, lower panel). Importantly, we were also able to
enhance cross-presentation of endotoxin-free sSOVA (Figure R.2.6C, upper panel), which is
normally not cross-presented efficiently due to the absence of TLR ligands (Alloatti ez a/., 20106;
Burgdorf ez al, 2008). This enhancement was not due to prazosin-mediated DC activation as we
did not observe up regulation of activation markers in prazosin-treated DCs (Figure R.2.6C,
lower panel). Finally, in accordance with the proposed mechanism of antigen export
enhancement, we did not observe an increase in cross-presentation efficiency in the presence
of NH4CI (Figure R.2.6D). Importantly, prazosin did not enhance T cell proliferation when DCs
were pulsed with the short peptide SIINFEKL, indicating that it does not affect the general
ability of DCs to prime T cells (Figure R.2.6D). Together, these data indicate that facilitating
antigen import into the cytosol overcomes the requirement for DC activation during cross-
presentation, and suggest that antigen import might be a key regulatory step that determines

which antigens are destined for cross-presentation.

To determine if antigen presentation to CD4+ T cells was also enhanced by prazosin,
we compared the efficiency of priming of OT-I and OT-II T cells by DCs fed with soluble
endotoxin-free OVA, cell-associated OVA, or the appropriate peptides that bind directly to
MHC molecules. As shown in Figure R.2.5E, presentation of soluble and cell-associated
antigens to CD4* OT-II cells was not affected by prazosin. This was in clear contrast with
Poly(I:C), which strongly enhanced sOVA presentation to CD4* but not to CD8" T cells. Again,
prazosin did not enhance T cell priming when DCs were treated with the short peptides directly,
which would not require import into the cytosol for presentation. In summary, prazosin

enhances antigen cross-presentation selectively and independently of DC maturation.

Finally, we investigated whether prazosin could be used to enhance antigen cross-

presentation and anti-tumour immunity zz vzve. In mice bearing MC38-GFP-OVA tumours, we
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observed reduced tumour growth following systemic treatment with prazosin (Figure R.2.0F).
In the more aggressive tumour model B16-OVA, prazosin alone was insufficient to control
tumour growth and neither was a checkpoint inhibitor, anti-PD-1. However, combination of
prazosin and anti-PD-1 led to a synergistic effect and a significant delay in tumour growth
(Figure R.2.6G). We conclude that a combination of checkpoint blockade and increased antigen

cross-presentation can overcome resistance of certain tumours to immunotherapy.
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Figure RS.2.2. Summary of the EC50 plots from the secondary screen.

Related to Figure R.2.1.

39 compounds were analysed using the B-lactamase assay: 37 top ranked compounds from the primary screen and two
compounds with no phenotype were included (fosfomycin calcium and thioguanine). No treatment (blank) and vehicle (DMSO)
controls were included on each plate. The screen was performed with five doses for each of the drugs (1.25 - 40 uM). Wells
with fewer than 500 cells were excluded from analysis. The proportion of the cells with efficient 3-lactamase translocation was
determined and these raw phenotype measurements were normalised by dividing each value by the mean of the “DMSO”
control wells from the corresponding plate. drFitSpline function from the grofit R package was used to estimate the yEC50
(50% of the max effect) values. The fold-increase and concentration values were log2(x+1) transformed for spline fitting. The
concentration values were log2 transformed. The red lines indicated max and min import efficiency, the horizontal dotted line

indicates the yEC50 value and the vertical line the corresponding compound concentration.
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Discussion

In this study, we developed a strategy to harness the natural capacity of DCs to cross-
present antigens by modulating a specific step involved in antigen processing: import into the
cytosol. To enhance antigen import, we used small molecules identified through a
pharmacological screen. We demonstrated that import is a rate-limiting step for cross-
presentation, in particular for antigens free of pathogen-derived signals. This observation
reinforces the hypothesis that import into the cytosol is a regulated step (Zehner ef al., 2015),
and implies that endogenous signals that drive import and cross-presentation in the absence of

infection await identification.

Boosting antigen import and cross-presentation synergises with anti-PD-1-mediated
immunotherapy in a tumour model unresponsive to the antibody alone, suggesting that cytosolic
antigen cross-presentation plays a critical role in anti-tumour immune responses. Thus,
enhancing antigen cross-presentation with small molecules provides a new strategy for
combination therapies with checkpoint blockers. The major advantage of this approach, in
comparison to tumour antigen-containing vaccines is that enhancing the natural capacity of DCs
to route internalised antigens for cross-presentation does not require prior identification of

specific epitopes.

Here we report over 30 FDA-approved small molecule enhancers of antigen import and
we characterise in detail the effects of two molecules (prazosin and tamoxifen) in more detail.
Using a combination of proteomics, microscopy, and bioinformatics, we concluded that import
enhancement occurs as a consequence of lysosomal trapping of the drugs, enhancing lysosomal
permeability. A number of mechanisms have been described by which lysosomotropic
compounds destabilise membranes. For instance, sunitinib and mefloquine, present among our
top hits, have the ability to directly fluidise lysosomal membranes (Zhitomirsky ez al., 2018).
Other enhancers of antigen import, such as chlorpromazine, perphenazine, or fluphenazine
have been proposed to displace lysosomal lipid hydrolyses from the inner leaflet of the lysosome
and to destabilise membranes through changes in their lipid composition (Kornhuber e af,
2010). While the lysosomotropism of phenothiazines has been extensively studied,
lysosomotropic properties of quinazolinamine-derived compounds — the most potent chemical

group in the antigen import assay — has not been widely reported. Interestingly, the drug library
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Figure RS.2.3. Sample output from the dc-biology.mrc-lmb.cam.ac.uk web tool for a selected
gene, Tapl.

Related to Figure R.2.2.

The maps cover over 2000 proteins expressed in MutuDCs; for each protein included in the map we identified a set of nearest
neighbours and predicted the localisation. Neighbours include potential interacting partners or proteins localised to the same
subcellular structure. The output of the web resource includes: representation of the query on the PCA map, profiles of the
query and nearest neighbours, prediction of the subcellular localisation, absolute abundance (copy numbers and cellular

concentrations), as well as a list of the nearest neighbours. In a separate section of the webtool, we provide absolute abundance
for over 7000 proteins detected in MutuDCs.
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used here includes several other lysosomotropic compounds or compounds previously shown
to permeabilize lysosomes that were not active in the 3-lactamase assay (e.g. norfloxacin and
ciprofloxacin which destabilise lysosomes in cancer cells). Further work will be required to
determine what confers selectivity of the compounds, but differences in pH, membrane
composition, and proteolytic content of endolysosomal compartments are likely to influence

the extend and consequences of lysosomal trapping.

Many of the clinically approved drugs demonstrate unexpected activities that have either
a harmful or a beneficial effect for the patient (Pushpakom e7 a/, 2019). These hidden effects
can also be exploited for new therapeutic indications in drug repositioning approaches. Yet,
predicting or identifying effects of small molecules on target cells remains challenging. Here, we
took advantage of the fact that localisation and/or trafficking patterns of proteins are integral
to most aspects of cellular functions. We demonstrated that comparative organellar mapping
provides an effective and generic strategy for unbiased identification of biological effects of
small molecules. This approach can be used to characterise changes in subcellular localisation
of thousands of proteins simultaneously (without the need for antibodies or protein tagging)
and to characterise on- and off-target effects in any cell type of choice (including primary cells).
To our knowledge, this is also a first report of organellar mapping in cDCls (or dendritic cells
altogether), and it provides a useful resource of information on subcellular localisation and
abundance of poorly characterised proteins that are not expressed in common cell lines

(organellar map and full proteome composition are available at http://dc-biology.mrc-

In summary, through a combination of small molecule screening and proteomics-based
molecular mapping, we established a new approach for enhancing presentation of antigens
sampled by DCs in the absence of strong immunogenic signals. Enhancing cross-presentation
with small molecules may in the future provide therapeutic regimes for patients that do not

respond to currently available treatment options.
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Figure RS.2.4. Whole cell protein expression levels in MutuDCs.

Related to Figure R.2.3.

Protein expression levels in MutuDCs from prazosin or tamoxifen treated (4h) cells relative to untreated controls (log 2 scale).
Quantification was achieved by metabolic labelling (SILAC; averages of two replicates are shown). 5848 proteins were quantified
across all four experiments. Proteins that changed significantly in abundance are highlighted in colour.
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Methods

Compounds and antibodies

For flow cytometry, the following antibodies were used: anti-CD86-PE (clone GL.1, BD
Pharmingen #553692), anti-CDG69-PE (clone H1.2F3, BD Pharmingen #553237), anti-CD25-
PerCPCy5.5 (clone PC61, BD Pharmingen #551071), anti-CD4-APC (clone RM4-5, BD
Pharmingen #553051), anti-CD8a-Pacific Blue (clone 53-6.7, BD Pharmingen #5581006), anti-
Va2-PeCy7 (clone B20.1, BD Pharmingen #560624), anti-CD8ux-PeCy7 (clone 53-6.7, BD
Pharmingen #552877), anti-Voa2-eFluor®450 (clone B20.1, eBiosciences #48-5812-82), anti-
CDG69-eFluor®450 (clone H1.2F3, eBiosciences #48-0691-82), anti-CD25-FITC (clone 7D4,
BD Pharmingen #553072), anti-CD8a-PerCP-Cy5.5 (clone 53-6.7, eBioscience, #45-0081-82),
anti-TCR vf 5.1-PE (clone MR9-4, BD Pharmingen #553190), anti-CD4-PE-Cy7 (clone RM4-
5, BD Pharmingen #552775), anti-CD19-eFluorf®450 (clone 1D3, eBioscience, #48-0193),
anti-CD3-eFluot®450 (clone 17A2, eBioscience, #48-0032-80), anti-CD11¢-FITC (clone HL3,
BD Pharmingen #553801), anti-CD11b-PetCPCyanine5.5 (clone M1/70, eBioscience #45-
0112-80), anti-F4/80-FITC (clone BM8, eBioscience #11-4801-81), anti-NKp46-PE (clone
29A1.4, eBioscience #12-3351-80), anti-MHC 1 (H-2Kb)-FITC (clone AF6-88.5.5.3,
eBioscience #11-5958-80), anti-MHC II (Iab)- eFluot®450 (clone AF120.1, eBioscience #48-
5320-80).

The following small molecules were used: DbeQ (#SML0031), PR-619 (#SML0430),
prazosin (#P7791, all three from Sigma), importazole (XXX), tamoxifen (#19262), prazosin-
BODIPY (ThermoFisher Scientific, #B7433), SCREEN-WELL® FDA approved drug library
V2 (Enzo, #BML-2843-0100). Where not specified otherwise, prazosin and tamoxifen were

used at 10 pM concentration.
Cell lines and cell culture

MutuDC (obtained from Hans-Acha Orbea) cells (Fuertes Marraco e al., 2012) were
grown in IMDM, supplemented with 8% FCS (Biowest-Biosera), 10 mM HEPES, 2 mM
Glutamax, 100 IU/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin and 50 pM B-mercaptoethanol (all
from Life Technologies).
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Figure RS.2.5. Prazosin modified with BODIPY is active in the antigen import assay.

Related to Figure R.2.5.
A. Comparison of the chemical structures of prazosin and prazosin-BODIPY.
B. Activity of prazosin-BODIPY in the -lactamase assay.
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NIH/3T3 expressing a non-secretable form of OVA were obtained from Matthew
Albert (Yatim ez al., 2015), and cultured in DMEM (Life Technologies) supplemented with 10%
FBS (Biowest), 0.1 mM non-essential amino acids, 1 mM sodium pyruvate, 10 mM HEPES and
50 M B-mercaptoethanol (all from Life Technologies). Necroptosis was induced by treatment

with a specific drug ligand (AP20187, BB homodimerizer, Clontech).

B16-OVA cells (Falo e# al., 1995) were cultured in RPMI, supplemented with 10% FCS
(Biowest-Biosera), 2 mM Glutamax, 100 IU/ml penicillin and 100 pg/ml streptomycin (all from
Life Technologies) and selected with G418 2 mg/ml (Life Technnologies) and hygromycin B
60 ug/ml (Gibco).

MC38-OVA (Gilfillan e al., 2008) cells were grown in DMEM, supplemented with 10%
FCS (Biowest-Biosera), 2 mM Glutamax, 100 IU/ml penicillin and 100 pg/ml streptomycin (all
from Life Technologies).

All cell lines testes as mycoplasma-negative by PCR.
Animals

C57BL/6] mice and C57BL/6] recombination activating gene 1 (Ragl)-deficient OT-
I and OT-II'TCR (Va2, V@5.1) transgenic mice were obtained from Charles River Laboratories,
Janvier and Centre de Distribution, Typage et Archive Animal (CDTA, Otleans, France). Mice
wete used between 8-12 weeks old. Wild-type C57BL/6] mice for tumour experiments were

always obtained from the aforementioned sources.

All animal procedures were in accordance with the guidelines and regulations of the

Institut Curie Veterinary Department and all mice used were less than six months old.
Antigen import assay and library screen

MutuDCs were seeded at 150,000 cells/well in U-bottom 96-well plates and incubated
with 10 mg/ml B-lactamase (Sigma, #P0389) for 3 h at 37°C. The cells were then washed and
incubated with small molecules at indicated concentrations for 2 h at 37°C. CCF4 loading was
performed as described]1 for 45-60 min at RT. To increase the sensitivity of the assay, the plates
were then incubated for 16 h at RT21 in CO2 independent media supplemented with 8% FCS,

and 2 mM Glutamax. Immediately before the flow cytometry analysis, the cells were stained
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with Fixable Viability Dye eFluor® 780 (eBioscience) diluted 1:2500 in PBS. Proportion of the
live cells with a high ratio of blue to green (V450/V530) fluotrescence was used as a measute of

the efficiency of antigen import into the cytosol.

Primary screen of the FDA library. Enzo FDA-approved drug library was screened in
the course of three independent experiments. Each 96-well plate contained three media-only,
DMSO only, 4 uM DbeQQ (enhancement control), and 10 uM PR-619 (inhibition control) wells
to control for data reproducibility between the plates. The screen was performed once and 37

top ranked compounds were selected for validation.

Validation screen. The secondary screen was performed at six concentrations (1.25 — 40
uM) for each compound, in two biological repeats. Media-only and vehicle (DMSO) controls
were included on each plate. Wells with less than 500 cells were excluded from analysis. The
raw phenotype measurements (percent of cells with a high ratio of blue-to-green fluorescence)
were normalised by dividing each value by the mean of media-only control wells from the
corresponding plate. The EC50 values were estimated using a drFitSpline function from the
grofit R package. (log2(x+1) transformed values were used for spline fitting). Note that for some
drugs the max effect might not have been reached at the maximum concentration tested, which

might result in underestimation of the EC50 values).
Chemical class and target assignment

The information about chemical classes and candidate targets was downloaded from
DrugBank database (Law ef a/., 2014). The classes and targets enriched in the group of active vs
non-active compounds are represented with the coloured squares. The enrichment of chemical

classes and targets in active vs non-active compound groups was calculated using Fisher’s test.
Proteomic analyses

Cell culture for SILAC labelling. For metabolic labelling, MutuDCs were grown in
IMDM SILAC culture medium (Thermo, #88423), supplemented with 8% (V/V) dialysed fetal
calf serum (PAA, #A11-107), 50 uM B-mercaptoethanol (Gibco), Pencilin and Streptomycin
(Sigma), 10 mM HEPES (pH 7.4), and either: 42 mg/L 13C06,15N4-L-Arginine HCI (Silantes,
#201604302) and 73 mg/1L. 13C6,15N2-L-Lysine HCI (Silantes, #211604302) for SILAC heavy
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culture medium; or 42 mg /L L.-Arginine HCl and 73 mg/L L-Lysine HCI with standard isotopic
constituents (Sigma, #A6969 and #L.8662) for SILAC light culture medium. Cells were allowed

at least seven doublings prior to experiments, to ensure complete labelling.

Drug treatment for proteomic experiments. Tamoxifen (Sigma, #T5648) or prazosin
(Sigma #P7791) were resuspended in DMSO to make a 10 mM stock, and stored frozen at -
20°C in single-use aliquots. For treatment of MutuDCs, drugs were added to the culture medium
at a final concentration of 20 uM (whole cell proteomics) or 10 pM (dynamic organellar maps
and cytosol analysis); control cells were treated with DMSO (vehicle) only. Cells were incubated

at 37 °C for ~4 h, prior to harvesting,.

Whole cell proteomics. MutuDCs were grown in SILAC light or SILAC heavy culture
medium, in 15 cm dishes, to 70-90% confluency. SILAC heavy labelled cells were treated with
tamoxifen or prazosin (20 pM); SILAC light labelled cells were treated with DMSO (vehicle)
only. Cells were incubated for 3h 45 min at 37 °C, and harvested. Cell pellets were lysed in SDS
buffer (2.5% (w/V) SDS, 50 mM Tris-HCl, pH=8.0), and incubated at 90°C for 10 min. To
shear genomic DNA, lysates were passed through a QIAashredder (Qiagen). Lysates were then
processed for analysis by mass spectrometry as described below. For the repeat experiment, the
SILAC labelling of control and treated cells was swapped. Protein concentrations were
estimated by BCA assay. Equal amounts of control and treated samples (ie SILAC light and
heavy, or vice versa) were pooled, and acetone precipitated as described (Itzhak ef a/., 2016).
Samples were subjected to tryptic digest using the FASP method (Wisniewski ez @/, 2009).
Peptides were fractionated into six fractions using strong cation exchange (Kulak e a/, 2014)

(SCX), prior to mass spectrometric analysis.

Cytosol analysis. MutuDCs were cultured in SILAC light or SILAC heavy growth
medium, in 10 cm dishes, to 70-90% confluency. SILAC light cells were treated with tamoxifen
or prazosin (10 uM), or vehicle (DMSO); SILAC heavy labelled cells were left untreated, and
served as internal reference. Treatments were performed in quadruplicate (two pairs of replicates
prepared on two different days). Cells were harvested and resuspended in STE buffer (250 mM
sucrose, 0.5 mM MgClz, 0.2 mM EGTA, 25 mM Tris-HCI, pH = 7.5 at 4°C). Aliquots of SILAC
heavy labelled cells were mixed with proportional aliquots of the tamoxifen-, prazosin- or

DMSO-treated SILAC light cells. Cells were lysed mechanically in a Dounce homogenizer (tight
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pestle, 40 strokes, on ice). Lysates were centrifuged at 2,000 x g for 10 min at 4°C, to pellet cell
debris und nuclei. Post nuclear supernatants were centrifuged at 135,000 x g for 45 min at 4°C
to pellet organelles and microsomes. Supernatants were the cytosolic fraction. Protein
concentrations were estimated by BCA assay; aliquots were acetone precipitated and subjected
to in-solution digest and stage-tip peptide cleanup as previously described (Itzhak ez al, 2016),

prior to mass spectrometric analysis.

Dynamic organellar maps. Organellar maps were prepared essentially as described
(Itzhak ez al., 2016), with minor modifications to the protocol. Briefly, MutuDCs were cultured
in SILAC light or SILAC heavy growth medium, in 15 cm dishes, to 70-90% confluency. SILAC
light cells were treated with tamoxifen or prazosin (10 uM), or vehicle (DMSO), for 4 h; SILAC
heavy labelled cells were treated with vehicle (DMSO), and served as reference. Two dishes
were used for each treatment (SILAC light cells), and four dishes to generate the SILAC heavy
reference. Unlike in (Itzhak ez a/, 2016), the same reference was used for treated and control
maps. Cells were harvested (with the drugs or DMSO added to the PBS (-) cell detachment
buffer), chilled on ice, lysed mechanically in STE buffer (250 mM sucrose, 0.5 mM MgClz, 0.2
mM EGTA, 25 mM Tris-HCI, pH = 7.5 at 4°C), with a Dounce homogenizer, and centrifuged
at 1,000 x g for 10 min to pellet nuclei and cell debris. Post-nuclear supernatants of SILAC light
labelled cells were then subjected to a series of differential centrifugation steps (4,000 x g for 10
min; 10,000 x g for 15 min; 20,000 x g for 20 min; 40,000 x g for 20 min; 80,000 x g for 30 min).
Post nuclear supernatant from SILAC heavy cells was centrifuged once at 80,000 x g for 30 min
to obtain the reference fraction. All pellets were resuspended in SDS buffer (2.5% (w/V) SDS,
50 mM Tris-HCI, pH=8.0), and heated to 90 °C for 3 min. Protein concentrations were
estimated by BCA assay. Equal amounts of SILAC heavy reference fraction were mixed with
each SILAC light subfraction, acetone precipitated and subjected to in-solution digest and stage-

tip peptide cleanup as described (Itzhak e a/., 2016), prior to mass spectrometric analysis.

Fractionations were prepared in duplicate, on two different days (six maps total — two

controls, two from cells treated with tamoxifen, and two from cells treated with prazosin).

Mass spectrometry and data processing. Mass spectrometric analysis was performed
as described (Itzhak ez a/, 2016), using a Thermo EASY-nL.LC 1000 HPLC coupled to a Q
Exactive HF Hybrid Quadrupole-Orbitrap (Thermo Fisher Scientific, Germany). HPLC
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gradient lengths varied for the different experiments. For analysis of whole proteomes, each of
the SCX peptide fractions was analysed with a 240 min gradient (24 h per sample in total). For
the analysis of cytosol and fractions from the organellar maps, each sample was analysed with a
single 150 min gradient. Raw files were processed with MaxQuant software Version 1.6 (Cox
and Mann, 2008), using the murine reference proteome (Swiss-Prot canonical and isoform data)

database downloaded from UniProt (www.uniprot.org).

Bioinformatic analysis of the proteomic data

Protein groups identified through MaxQuant analysis were filtered to remove reverse
hits, proteins identified with modified peptides only, as well as common contaminants. Further

processing depended on the individual experiment:

Copy number estimates of proteins expressed in MutuDC. To estimate absolute
protein abundance in MutuDCs, the SILAC datasets used for full proteome analysis of drug-
treated cells were used (see below). Each of the four dataset combined control cells and drug
treated cells. From each dataset, the protein intensities from the control cells were selected, to
obtain four replicate full proteomes. Intensities within each replicate were summed, and all
replicates were linearly normalized to the same summed intensity. Next, only proteins detected
in at least two replicates were retained (7427 in total). Copy number estimates were calculated
using the Proteomic Ruler (Wisniewski ez a/, 2014), as implemented in Perseus software (V1.5,
(Tyanova e al., 20106), and described in Itzhak e al., 2016. Protein intensities were scaled to

molecular mass.

Drug-induced changes in whole cell proteomes. For analysis of drug-induced
changes in whole cell proteomes, only proteins with at least three SILAC quantification events
in each of the four experiments (2 x control vs tamoxifen, 2 x control vs prazosin) were retained
(5848 proteins). SILAC ratios were linearly normalized to a column median of 1 in each
experiment, logarithmised, and analysed with the ‘Significance A’ tool in Perseus software
(Tyanova ez al., 2016). Proteins that changed significantly in both replicate experiments with one
drug (FDR=0.05 within each replicate, Benjamini-Hochberg correction), with a consistent

direction of change, were considered as hits for this drug. Proteins that changed significantly
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across both replicates and both drug treatments, with a consistent direction of change in all four

measurements, were considered as hits common to both drugs.

Drug-induced changes in cytosol. For analysis of drug-induced changes in cytosol,
only proteins with at least three SILAC quantification events in each of the four replicates were
retained (2129 proteins). SILAC ratios were linearly normalized to a column median of 1 in each
experiment, and logarithmised. For each protein, the average ratio SILAC light/SILAC heavy
from the four replicates was calculated for each condition, and average control (DMSO) ratios
were then subtracted from average treatment (tamoxifen or prazosin) ratios. Thus, for every
protein, the average change in cytosolic levels caused by either tamoxifen or prazosin relative to

DMSO was obtained.

The log ratios from the whole cell proteome and cytosol analyses were plotted against
each other for each treatment (including only proteins detected in both). To compare
distribution of lysosomal proteins with distribution of all detected proteins the Kolmogorov—

Smirnov test was performed.

Organellar maps. Generation of organellar maps and outlier testing followed the
principles described in detail (Itzhak ez @/, 2018; 2016), with some modifications to
accommodate a comparison across three conditions. Only proteins with high quality SILAC
ratios in all 30 subfractions, i.e. across all six maps, were retained (1857 proteins). (High quality
SILAC ratios are those calculated from three or more quantification events. In addition, ratios
calculated from only two quantification events are also included in the high quality set if the
corresponding MaxQuant ratio variability is below 30%). Each map consisted of a set of five
SILAC ratios for each protein, mirroring its distribution across the differential centrifugation
fractions. SILAC ratios were inverted, and divided by the sum of all five ratios across the map.
This yielded for each protein a ‘per map’ normalised profile (summing to 1). For the MutuDC
control map shown in Figure R.2.2C/3B, all proteins passing the high quality filter in both
replicates were included (2121 proteins). To visualize the map the prcomp function in R was
used, with the following parameters: (center = TRUE, scale. = TRUE). Organellar marker
proteins were initially chosen from our previously published set, and augmented as described

(Itzhak et al., 20106).
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Subcellular localisation predictions in MutuDC. Organellar maps from the two
control map replicates (0-1 normalised, Supplemental Data RS.2.2) were annotated with 559
markers for 12 organellar compartments, by cross-matching our previously derived set of
human marker proteins (Itzhak e a/., 2016). Support vector machines (implemented in Perseus
software, V1.0, (Tyanova e al., 20106)) were trained to predict organellar association as described
((Itzhak ez al., 20106)), with an overall recall of 93% and a median F1 score of 0.88 across all

compartments (Supplemental Data RS.2.2).

Drug induced protein movements. To identify proteins that moved significantly and
robustly, our previously reported MR (movement and reproducibility (Itzhak ez a4/, 2016))
analysis was applied, with minor modifications. Unlike in our previous study, here only one
reference fraction was used to generate the control and treatment maps. This reference came
from cells treated with DMSO only. A different normalization was therefore required, to allow
the outlier test to detect changes in membrane association as well as organellar localization
shifts. SILAC ratios were first normalised within each fraction to a column median of 1. Next,
for each protein, SILAC ratios were inverted, and weighted with fraction yields (determined by
BCA assay (Itzhak et al, 2016). Within each map all data were then summed. This reflected
overall amount of protein detected in each map (prep yield). The smallest prep yield was set to
one, and correction factors for the other five maps were calculated relative to this value. All data
within a map were then globally normalised through division by the prep yield correction factor.
The result were six maps in which the sum of all data points is equal. Next, for each protein the
ten data points from the two tamoxifen replicates and the ten corresponding data points from
control replicates were divided by the sum of all of these ratios. The same was repeated for the
ten data points from the two prazosin replicates, using the same ten control data points. This
procedure results in an additional “within treatment” normalisation of the maps. Next, for each
protein, the treatment profiles were subtracted from the corresponding control profiles, to yield
‘delta’ profiles. For every protein, four delta profiles, with five data points each (two sets from
tamoxifen and two sets from prazosin treatment) were obtained. Delta profiles from treatment
replicates were combined into one profile (ten data points) and analysed with the multivariate
outlier test in Perseus software (Perseus 1.6, 101 iterations, quantile = n*0.75) (Itzhak e a/,
2016). Movement (M) scores were calculated as the negative log(10) of the FDR corrected p

values (Benjamini-Hochberg method). For example, an M score of four identifies significantly
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moving proteins with an FDR of 0.01%. The reproducibility (R) score was calculated as the
Pearson correlation of the two five-data point delta profiles within treatment replicates. A
significance cut-off corresponding to a p-value of 0.05 (R=0.8) was chosen. Since the R-score
represents an additional filter, orthogonal to the M-score, further multiple hypothesis correction
of the p-value was not required. Each protein with significant M (>4) and R (>0.8) scores was
considered as shifting significantly. Thus, for every protein two sets of M and R scores were
obtained, reflecting shifts caused by tamoxifen or prazosin treatment. Each treatment produced

a partially overlapping list of shifting proteins.
Antigen presentation assays

T cell activation assay. DCs were incubated for 5 h with different concentrations of
soluble grade VII OVA (Sigma Aldrich #A7641) or soluble endotoxin-free OVA (Hyglos
#300036). Minimal peptide OV Az2s7.264 was used as a control for the capacity of DCs to activate
T cells. Unless indicated otherwise, MutuDCs were incubated with soluble OVA for 45 min,
followed by a 3.5 h incubation with small molecules. Next, DCs were washed three times with
0.1% (vol/vol) PBS/BSA, fixed with 0.008% (vol/vol) glutaraldehyde duting 3 min at room
temperature, washed twice with 0.2 M glycine and once with 0.1% (vol/vol) PBS/BSA, and
finally B3Z hybridoma T cells were added (Sanderson and Shastri, 1994). After 16 h, T cell
activation was measured detecting 3-galactosidase activity by optical density at 590 nm using

chlorophenol red-B3-D-galactopyranoside (CPRG) as substrate for the reaction.

Activation assay. DCs were incubated with different concentrations of grade VII OVA
(Sigma Aldrich #A7641), endotoxin-free OVA (Hyglos #3000306), or control minimal peptides
(OVA2s7.264 and OV Asz3339). Where indicated, prazosin was added at 10 uM or Poly(I:C) at 5
pg/ml. After 5h, DCs were washed three times with PBS containing 0.1% (vol/vol) BSA and
co-cultured with purified OT-1 CD8" or OT-II CD4+ T for 16h. For monitoring T cell
activation, CDG69 and CD25 staining on TCR* CD8* populations was measured by flow

cytometry.

Cell-associated antigens. 1x105 MutuDC were seeded in round bottom 96-well plates
with 3T3-OVA cells at various 3T3-OVA:MutuDC ratios (1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32). The co-
cultures were incubated at 37°C in the presence of prazosin (10 pM) or DMSO (1:1000). After
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5h, the co-cultures were washed, fixed and co-incubated with B3Z hybridomas following
protocol described in the section above or washed and co-cultured for 16h with purified 1x10s
purified OT-I or OT-II T cells. After 16h, T cells were stained for CD69 and CD25 to monitor

T cell activation.
Cell uptake assay

NIH/3T3 were stained with the PKH-26 membrane dye (Sigma Aldrich, #PKH26-GL)
following the manufacturer’s instructions. 1x105s MutuDC were plated in 96 round bottom-well
plates together with PKH-26+ 3T3s at different 3T3:MutuDC ratios (1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32).
The co-cultures were incubated in the presence of prazosin (10 uM) or DMSO for 2h or 5h at
37°C, 5% CO2, ot left on ice for 5h. Cells were then stained with anti-CD11¢c-APC (clone HL3,
BD Pharmingen #550261) and violet live/dead Dye (ThermoFisher #1.34955) and fixed to

prevent further uptake.

Percentage of PKH-26+ MutuDCs (CD11c+ cells) was determined. Phagocytic index
was calculated by subtracting the percentage of PKH-26+ cells in CD11c+ gate obtained at 4°C

from the petrcentage of this subset measured at 37°C after 2h or 5h of incubation.
DC activation

To assess DC activation, 1x10s MutuDC were seeded in round bottom 96-well plates
and incubated for 5h with endotoxin-free OVA (Hyglos #3000306) or grade VII OVA (Sigma
Aldrich #A7641-250MG), in presence or absence of DMSO or prazosin (10 pM). After 5h,

cells were washed twice with medium, cultured for additional 15h, and finally stained for CD86.
Tumour growth experiments

MC38-GFP-OVA. WT mice were injected subcutaneously with 2x10s OV A-expressing
MC38 cells 100 ul of cold-sterile 1x PBS. The experiment was then conducted as described
previously. Tumour growth was measured three times a week and volume was calculated as
(height X width2)/2 (whete width is the shorter measurement). When tumour size reached 1000

mms, the mice were euthanised.
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B16-OVA. WT mice were injected subcutaneously with 2.5x105s OVA-expressing B16
cells in 100 pl of cold-sterile PBS. When tumours became visible, usually within a week, mice
were randomly assigned to different treatment groups. Injections of prazosin (0.5 mg/mouse)
and/or anti-PD1 antibody (200 pg/mouse) were then performed three times per week, starting
the day of tumour appearance. Vehicle (cold water and/or PBS) was injected into control mice.
Tumour growth was measured three times a week and volume was calculated as above. When
tumour size reached 1000 mms, mice were euthanized. To control for toxic effects of prazosin,
we performed a pilot experiment in which mice were treated for a period of one month with:
0.5 g prazosin in 1 ml, administered IP, 3x a week (total of 13 injections, total dose: 7.5 g

prazosin per mouse); no adverse effects were observed.

The mean growth rate curves were estimated using loess function in R. The statistical
significance analysis was performed in Prism using ANOVA with FDR Benjamini-Hochberg

correction.
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Si 'induction artificielle de perturbations endomembranaires par des peptides lytiques
constitue une stratégie efficace dans la délivrance cytosolique d’anticorps ou de protéines
bioactives (Akishiba e# al, 2017; El-Sayed ez al., 2009; Li et al., 2015b), existence physiologique
d’une telle voie a longtemps été débattue, et son role dans export cytosolique et la présentation
croisée d’antigenes, controversé (Rodriguez ef al, 1999). L’absence de machinerie connue de
réparation membranaire, et 4 fortiori endomembranaire, a en effet largement compliqué la
démonstration expérimentale de la pertinence immunologique, notamment a I’état basal, de
possibles évenements de rupture des membranes intracellulaires. En 2014, I'identification du
complexe ESCRT-III comme régulateur général de l'intégrité des membranes biologiques a
ouvert la voie a 'appréciation du role de cette machinerie dans des processus supposément
régulés par des cassures membranaires, comme la présentation croisée d’antigenes

extracellulaires.

Ce travail de thése a donc consisté en I'évaluation, puis en la caractérisation de
I'implication ’ESCRT-III dans 'export cytosolique des antigenes et la présentation croisée.
Souvent compliquée en raison des fonctions pléiotropes d’ESCRT-III a Téchelle cellulaire
(discutées ultérieurement dans cette partie), cette étude a également revétu un caractere assez
« risqué » en début de these. En effet, Phypothéese de départ était uniquement basée sur ’élégante
publication de deux équipes de 'Institut Curie (Jimenez ef al., 2014) et ne reposait sur aucun
criblage génétique ou protéomique. Par ailleurs, Pexploration de la fonction I’ESCRT-III dans
les cellules dendritiques, jamais réalisée auparavant, a nécessité I'établissement et la longue mise

au point de nouveaux modeles, souvent rendus difficiles par le caractere vital des sous-unités

d’ESCRT-IIL.

Dans cette discussion, je souhaiterais donc revenir sur le défi technique et scientifique
qua représenté étude d’ESCRT-III dans la population immunitaire « hyper-réactive »
constituée par les cellules dendritiques. Ces deux aspects ont sans aucun doute compliqué et
souvent limité le travail présenté ici, mais lui ont probablement aussi conféré, en tous cas je

Pespére, une partie de sa nouveauté et de son originalité.
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1. CRITIQUE ET CHOIX DES MODELES ET METHODES
EMPLOYES

Les contraintes imposées par la quantité de cellules requise pour I’étude des voies de
présentation antigénique, et notamment de la présentation croisée, ainsi que par le caractere vital
d’ESCRT-III ont conditionné le choix de la majorité des approches et modeles utilisés dans
cette étude. Apres les avoir justifiés et discutés, je reviendrai en détail sur les tests fonctionnels

employés zn vitro et in vivo, et développerai leurs avantages et limitations.

1.1. Modéles cellulaires

La multiplicité des antigénes employés, la diversité de leur forme physique et des
traitements appliqués aux cellules dendritiques rendues ou non déficientes pour différentes
sous-unités ’ESCRT-1II requicrent un grand nombre de cellules. Ce critere, difficile a satisfaire
par l'utilisation unique de cellules dendritiques spléniques primaires (obtention de moins de
2.106 cellules par souris), trouve une résolution grace a 'emploi alternatif de cellules dendritiques
primaires dérivées de moelle osseuse (BMDCs) ou d’une lignée de cDC1 immortalisées appelées
MutuDC (Fuertes Marraco e¢f al., 2012). Dans la présente étude, les cDC1 et cDC2 spléniques
ont été consacrées a la réalisation d’observations microscopiques destinées a asseoir la relevance
physiologique de la voie « de rupture membranaire », tandis que les MutuDC ont servi dans

toutes les expériences fonctionnelles pour les raisons développées ci-apres.

Si immense majorité des études et des conclusions relatives au déroulement
intracellulaire de la présentation croisée ont été réalisées dans des BMDCs, ces cellules,
largement considérées comme modele de choix dans le domaine, divergent par certains aspects
du type cellulaire dont elles sont censées se rapprocher, au moins partiellement : les cDC1. En
effet, au-dela de I'absence de correspondance physiologique entre les ¢cDC1 et les BMDCs
différenciées a partir de progéniteurs extraits de la moelle osseuse en présence de GM-CSF ou
de FLT3L, ces dernieres empruntent en partie la voie vacuolaire en vue de la présentation croisée
d’ovalbumine soluble (Murshid e 4/, 2010), tandis qu'a ’homéostasie, les cDC1 emploient

exclusivement la voie cytosolique pour présenter les peptides dérivés de ce méme antigene
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(Segura et al., 2009). Par ailleurs, au regard du réle suggéré du récepteur au mannose dans le
ciblage de 'ovalbumine vers des compartiments faiblement dégradatifs (Burgdorf ez a/., 2007),
I'expression exclusive de ce récepteur par les BMDCs (Segura e al., 2009) pourrait également

influencer les voies engagés en aval de I'internalisation de cet antigene.

Avec ces considérations a Pesprit, nous avons décidé d’employer un autre modele de
cellules dendritiques dérivées de cDC1 immortalisées, appelé MutuDC et déja éprouvé par
Patrycja Kozik, ancienne postdoctorante au sein de I’équipe et dont les travaux sur ces cellules,
auxquels j’ai contribué, sont présentés dans ce manuscrit de these. Les MutuDC, mises au point
par le laboratoire de Hans Acha-Orbea (Fuertes Marraco 7 al., 2012), sont issues de tumeurs
DC qui se développent dans les souris transgéniques exprimant le « large T antigen » du virus
oncogeéne SV40, sous le contréle du promoteur CD11c (Steiner ez al, 2008). A Pinstar des cDC1
dont elles sont dérivées, les MutuDC expriment CD8u«, Clec9a, DEC-205, TLR3 ainsi que le
facteur de transcription IRF8 et montrent de faibles niveaux d’expression de TLR7 et IRF4,
caractéristiques des cDC2 (Fuertes Marraco e¢f al., 2012). De plus, ces cellules présentent une
plus faible capacité dégradative que les BMDCs (comparer les PhagoFACS de cette étude et
ceux de Alloatti ez al, (2015)), sans doute a rapprocher de leur efficacité en termes de
présentation croisée. Malgré leur nature transformée et leur faible sensibilité au LPS, un ligand
de TLR4 tres utile dans I'étude de la présentation croisée (Alloatti ez al., 2015) auquel les BMDCs
répondent remarquablement, les MutuDC montrent des profils de cellules activées a la suite
d’un traitement par d’autres ligands TLR, comme le CpG (TLRY) ou le Polyl :C (TLR3), utilisés
dans cette étude. En dépit de leur homogénéité, un parameétre souvent surestimé dans les
cultures de BMDCs plus hétérogenes qu’il n’y parait (Helft ez al, 2015), et de leur utilisation
progressive par les chercheurs du monde entier (Schulz e 4/, 2018), 'emploi des MutuDC se
heurte a une certaine méfiance du domaine (voir les remarques des reviewers a ce propos dans
le « point by point » de ce manuscrit), liée au caractére nouveau et en cours de validation de ce

modeéle.

Malgré ces quelques défauts, leurs caractéristiques fonctionnelles, proches des ¢cDC1,
ainsi que leur facilité de transduction, notamment en vue dune stratégie de « silencing »
lentivirale (voir point suivant) font des MutuDC un outil de choix, probablement amené a se

généraliser, dans I’étude des acteurs moléculaires de la présentation croisée.
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1.2. Approche perte de fonction et stratégie de « silencing »

La possible participation d’ESCRT-III a la régulation de l'export cytosolique des
antigenes a guidé le choix de I'approche « perte de fonction », visant a « éteindre » I'expression
de deux de ses sous-unités, Chmp4b et ChmpZ2a, cruciales pour la réalisation de toutes les

fonctions cellulaires portées par ce complexe.

Dans un premier temps, 'approche CRISPR/Cas9 a été envisagée. Afin de la mettre en
ceuvre, des MutuDC exprimant de facon stable 'endonucléase Cas9 ont été transduites, grace a
des vecteurs lentiviraux, avec trois ARN « guides » contrdles ou spécifiques de Chmp4b. Dix
jours apres transduction, ces six types de MutuDC différents ont été testés pour leur capacité
d’export cytosolique et de présentation croisée des antigenes. Les cellules dendritiques
transduites avec des ARN guides spécifiques de Chmp4b présentent toutes une faculté
légerement augmentée a transloquer les antigenes dans le cytosol et a les présenter aux
lymphocytes T CD8-+, par rapport aux cellules transduites avec des ARN guides non-relevants.
Les mémes cellules, utilisées pour répéter expérience a jour 21 post-transduction, ne montrent
cependant plus aucun effet sur 'un ou I'autre des parametres mesurés (données non montrées).
Cette observation a rapidement suggéré que Iédition efficace du génome induite par
CRISPR/Cas9 et la perte d’expression résultante (KO) de Chmp4b constituent un élément
contre-sélectionné dans les cellules cibles, probablement en raison du caractere vital de ce gene.
En effet, les souris déficientes pour Chmp4b meurent toutes au jour embryonnaire 7,5 — 8,5
(Lee et al., 2007). Ainsi, la plupart des MutuDC bel et bien KO pour Chmp4b disparaitraient
avant le délai choisi pour la réalisation des tests fonctionnels. Selon cette hypothese, les cellules
restantes évaluées a jour 10 post-transduction pour 'export cytosolique et la présentation croisée
d’antigénes correspondraient a une population porteuse de mutations hypomorphes, voire
silencieuses, de Chmp4b, a l'origine du faible mais néanmoins robuste effet observé. Dans ce
contexte, la stratégie de silencing par CRISPR/Cas9 et les délais qu’elle impose apparaissent peu
adaptés a la caractérisation de I'extinction d’un géne vital, comme Chmp4b. Nous avons donc
procédé a une seconde approche, basée sur la transfection de siARN, largement employée dans
les cellules de mammiferes (Gong ez al., 2017, Jimenez ef al., 2014; Olmos ¢z al., 2015), en raison
de ses délais de mise en place plus courts. La transposition aux MutuDC d’une technique de

transfert par lipofection efficace dans les BMDCs (Pedersen ez a/, 2009) n’a cependant jamais
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conduit a la diminution attendue des niveaux ’ARNm codant pour Chmp4b dans les cellules

transfectées.

La facilité¢ d’infection des MutuDC par les lentivirus, associée a la nécessité de mise en
place d’un silencing rapide et aigu, a finalement motivé la mise en ceuvre d’une stratégie basée
sur la transduction lentivirale de shARN murins. Afin de réduire autant que possible la
possibilité d’effets « hors-cible », nous avons choisi de cibler deux membres d’ESCRT-III,
Chmp4b et Chmp2a, et ce, grace a deux shARN différents par cible. Ce systeme robuste, a
lorigine de faibles variations d’une expérience a autre, entraine un « knock-down » efficace des
deux cibles sus-citées, estimé par RT-qPCR en labsence d’anticorps fiables. Comme
préalablement supposé, la perte d’expression de Chmp4b ou Chmp2a conduit a la mort
progressive (en quelques jours) des cellules transduites, raison pour laquelle nous avons réalisé
les tests fonctionnels décrits dans les parties suivantes a jour 3 post-transduction. Ce délai
autorise une diminution efficace des niveaux ’ARNm de Chmp4b et Chmp2a, sans pour autant
compromettre sérieusement la viabilité cellulaire (Figure R.1.2A et Figure RS.1.2A). Face a
I'impossibilité d’établir des lignées cellulaires stablement déficientes pour ces deux protéines, les
MutuDC ont été transduites et « silencées » a chaque nouvelle expérience. A cette occasion,
différents controles, explicités dans la partie suivante, ont été réalisés de facon systématique afin

de rendre compte de Iefficacité du silencing.

1.3. Controles de Pefficacité du silencing

Comme précédemment mentionné, Pefficacité de la stratégie de perte de fonction par
shARN a été évaluée par RT-qPCR, a jour 3 post-transduction. A ce stade, la décroissance des
niveaux d’ARN, débutée a 24h post-transduction pour les shRNA forts et a 48h post-
transduction pour les shRNA faibles (Figure RS.1.2B), atteint un niveau minimal, probablement
suffisant pour induire la diminution de I'expression de Chmp4b et Chmp2a, deux protéines aux
demi-vies courtes (32h pour Chmp4b, 23h pour Chmp2a — données tirées de Schwanhiusser ¢
al., (2011) et évaluées dans des NIH/3T3). Afin de rendre compte des conséquences
fonctionnelles de la perte de fonction de Chmp4b et Chmp2a, activation des cellules
transduites, rapportée par Maminska ef a/, (2016) comme résultante du silencing ’ESCRT-III,

a également été mesurée a jour 3 post-transduction, par 'intermédiaire d’un marquage de surface
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pour CD86, CMH-II et CMH-I et par RT-qPCR, grace a des amorces spécifiques des ADNc
des transcrits codant pour TNF, IL-13 et RelB (Maminiska ef a/, 2016). La caractérisation
complete de I’état inflammatoire des cellules dendritiques, consécutif au silencing de Chmp4b
et Chmp2a, souffre sans aucun doute de l'absence de dosage cytokinique, réalisé dans les
surnageants de culture par ELISA. La présence de ces molécules pro-inflimmatoires est
cependant fortement suggérée par augmentation de expression de CD86 dans les cellules

controles, co-cultivées dés jour 1 post-transduction avec des cellules dendritiques déficientes

pour ESCRT-III (Figure RS.1.5.).

1.4. Tests fonctionnels

L’aspect pluridisciplinaire de ce projet de recherche (immunologie, régulation du trafic
intracellulaire, induction de voies de mort cellulaire) a nécessité I'optimisation de techniques
existantes au sein du laboratoire ainsi que la mise au point de nouveaux protocoles adaptés au
modele choisi. Je reviendrai sur les avantages et inconvénients des principaux tests utilisés dans
cette étude, avant d’expliciter la facon dont nous avons essayé de controler certains des biais

inhérents a certains d’entre eux.

1.4.1. Rendre compte de la survenue de dommages endomembra-
naires : observation microscopique des foci galectine-3

Les dommages réparés par ESCRT-III correspondent a des atteintes de petite taille,
inférieure a 100 nanometres (Jimenez ez al., 2014) et donc complexes a suivre et a quantifier.
LorsqwESCRT-III échoue a compenser la survenue de ces éveénements de rupture
endomembranaire, ces derniers évoluent vers des Iésions de plus grande taille, éliminées par
lysophagie et permissives a l'accumulation intraluminale de lectines cytosoliques, comme
galetine-3 (Maejima e7 a/., 2013). La reconnaissance par galectine-3 des glycoconjugués présents
au niveau de la face luminale des compartiments intracellulaires endommagés entraine la
formation de foc, visibles par microscopie (Aits et al, 2015). Ainsi, galectine-3 peut étre
considérée comme un proxy de la survenue de perturbations endomembranaires détectées non

seulement a I’état basal, mais également a la suite d’un traitement des cellules par le LLOME,
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une drogue convertie en composé membranolytique par la cathepsine C présente dans le
lysosome (Aits ef al., 2015). En dépit de sa relative facilité de mise en ceuvre, ce test réalisé dans
des cDC1 et cDC2 purifiées a partir de splénocytes totaux, comporte certains biais que nous
avons tenté de controler. Notamment, les cDC1 expriment davantage galectine-3 que les cDC2
(Luber e# al., 2010 et Figure RS.1.1C). Afin d’exclure le possible caractere causal de ce facteur
sur le phénotype différentiel obtenu, un test de corrélation entre intensité de fluorescence de
galectine-3 et nombre de foci observés a été réalisé et n’a révélé aucun lien significatif entre ces
deux parametres (Figure RS.1.1D). La galectine-3 ne détient pas le monopole du marquage des
compartiments lysés et I'utilisation d’autres lectines de la méme famille comme outil de détection
des dommages endomembranaire a été envisagée (Thurston e al, 2012). Cependant, 'absence
de détection en protéomique de galectine-8 dans les cellules dendritiques spléniques (Luber ez
al., 2010) a limité le choix de la lectine choisie pour rendre compte de la perméabilisation des
compartiments intracellulaires des cDC1 et cDC2. Un second biais réside possiblement dans
I'expression supérieure de cathepsine C, responsable du clivage du LLOME, dans les cDC2,
suggérée par les données de transcriptomique disponibles (immgen.org). En revanche, les
résultats obtenus en protéomique démontrent une répartition équivalente de cette protéase dans
les deux sous-populations de cellules dendritiques spléniques (Luber ez a/., 2010). Il semble donc
peu probable que cet élément influence les résultats obtenus (et développés ci-aprés). A ce jour,
nous ne sommes pas en mesure d’élucider les raisons pour lesquelles les cDC2 meurent
davantage en réponse au LLOME. Bien qu’initialement décrit comme exergant une action pro-
apoptotique (Thiele and Lipsky, 1990), le LLOME induit un type de mort cellulaire non
compensé par Iutilisation simultanée d’un inhibiteur a large spectre de caspases, appelé z-VAD-
FMK (données non montrées). Nous ne pensons cependant pas que ce facteur suffise a lui seul
a expliquer le phénotype de survenue accrue de Iésions dans les cDC1, puisque ce dernier est
également reproduit dans des conditions expérimentales sans effet sur la viabilité des cDC2.
Enfin, un traitement court avec le LLOME (30 minutes ici) permet de s’affranchir partiellement
de la mise en ceuvre de la machinerie autophagique, dont les manifestations précoces, comme
I'ubiquitination des protéines lysosomales (Maejima ef al, 2013), n’interviennent que plus

tardivement (Radulovic e a/., 2018).

170



DISCUSSION

1.4.2. Quantifier Pexport cytosolique des antigénes : principe et
limites du test B-lactamase

Comme évoqué en introduction de cette these, les premiceres preuves expérimentales du
déroulement de I'étape d’export cytosolique des antigénes résultent de I'observation du blocage
de la synthese protéique, occasionné par le transport de la gélonine, une toxine inhibitrice de
Pactivité traductionnelle des ribosomes (Kovacsovics-Bankowski and Rock, 1995). Par la suite,
un second test, basé sur 'export du cytochrome c et 'induction apoptotique qui en découle, a
été développé (Lin ez al., 2008). Bien que déterminantes dans la démonstration de I'existence de
la voie cytosolique et de la supériorit¢é des cDC1 a I'employer, ces deux approches
expérimentales pechent par leur toxicité et leur caractére peu quantitatif. Afin de pallier ces
défauts, notre équipe a modifié et adapté (Cebrian ez a/, 2011) une approche initialement
développée pour mesurer la fuite de pathogenes dans le cytosol, consécutive a la rupture du
compartiment microbien (Ray ez /., 2010). Brievement, les cellules dendritiques — a I’époque,
des BMDCs — sont d’abord chargées avec du CCF4, un substrat cytosolique composé de deux
fluorochromes (hydroxycoumarine et fluorescéine) séparés par un site de clivage par une
enzyme, la B-lactamase. En 'absence d’enzyme, grace a un processus de FRET, le CCF4 produit
une fluorescence verte, correspondant a I’émission de la fluorescéine apres excitation a 450 nm.
Le clivage du CCF4 par la 8-lactamase entraine I'interruption du signal FRET et 'émission d’une
fluorescence bleue, a la suite de ’excitation a 450 nm. Aprés marquage avec le CCF4, les cellules
sont incubées pendant différents temps, a 37°C, en présence de 'enzyme. Lorsque cette derniere
est efficacement transportée dans le cytosol, elle y clive son substrat: le ratio entre les
fluorescences bleue et verte est alors immédiatement quantifié par cytométrie en flux, et utilisé
comme reflet de Defficacité de Iexport cytosolique de la B-lactamase (Vivar ez al, 2010).
Contrairement aux BMDCs, les MutuDC perdent le CCF4 2 37°C etle testa alors été 1égerement
modifié par Patrycja Kozik : les MutuDC sont d’abord incubées avec la B-lactamase, puis
chargées avec le CCF4. Une étape supplémentaire d’incubation sur la nuit, a température
ambiante, a également été rajoutée afin d’accroitre la sensibilité du test (Kozik ez a/, en
préparation — papier joint aux résultats de ce manuscrit). En dépit de son absence de toxicité,
de sa facilit¢ de mise en ceuvre et de la quantification précise qu’il autorise, ce test integre
néanmoins un biais majeur aux résultats. En effet, la $-lactamase est produite dans des bactéries

et donc contaminée par des endotoxines. En conséquence, le test B-lactamase apparait
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relativement inadapté lorsqu’il s’agit de déterminer I'influence précise des TLRs dans I'export.
Il nous semble cependant qu’il n’en demeure pas moins un outil valide dans I’étude des autres

aspects de ce processus intracellulaire, y compris ceux développés dans ces travaux de these.

1.4.3. Etudier les conséquences de Dlexport cytosolique des
antigeénes : tests fonctionnels de présentation croisée

Afin de rendre compte de la capacit¢ des MutuDC déficientes pour ESCRT-III a
engager les voies de présentation croisée, nous avons tiré parti des multiples outils
expérimentaux développés autour de 'antigene modele OVA. Un clone T spécifique du peptide
immunodominant de TOVA (OVAzs7-26¢ ou SIINFEKL) s’est avéré particuliecrement adapté a
notre étude. En effet, contrairement a la situation observée chez les lymphocytes T primaires
OT-I, TIactivation de I’hybridome B3Z est indépendante de I'engagement des molécules de
costimulation CD80/86 (signal 2) et repose exclusivement sur la reconnaissance de SIINFEKL
présenté dans un contexte CMH-I (Karttunen and Shastri, 1991) (signal 1). Ce systéme permet
donc de s’affranchir grandement de Iinfluence des molécules de costimulation, induites en
Iabsence de stimulation dans les cellules dendritiques déficientes pour ESCRT-III, et par
conséquent de révéler les aspects intracellulaires régulés par cette machinerie. C’est également
la raison pour laquelle cet hybridome a été employé dans les expériences d’induction de NF-»B

par le ligand CpG du TLRY (Figure R.1.3).

1.5. (Absence de) Mode¢les in vivo et stratégie compensatoire

Afin d’étendre les conclusions obtenues z vitro a un contexte physiologique, plusieurs
mode¢les de souris invalidées pour différents composants ’ESCRT-III, de fagon constitutive
ou conditionnelle, ont été envisagés et testés. En 'absence de souris Chmp4box/fiox €t a titre
préliminaire, la fréquence des cDC1 et cDC2, reflet de leur viabilité, a d’abord été évaluée dans
des souris spécifiquement déplétées pour Chmp4c dans les cellules dendritiques (Chmp4cios/flox
CD11c-Cre), disponibles dans I'équipe de Philippe Benaroch. Cependant, 'observation de
fréquences similaires de cDC1 et cDC2 dans les souris CD11c-Cre+ et CD11c-Cre-a assez tot

suggéré une contribution faible, voire nulle, de Chmp4c au maintien de la viabilité cellulaire
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(données non montrées) et par extension, au processus de réparation membranaire. Cette
conclusion n’est pas totalement surprenante : Chmp4c est principalement décrit en tant que
« retardateur » de l'abscission cytokinétique (Carlton ez al, 2012). Or, cette fonction repose
entierement sur son recrutement préalable par Alix (Christ ez a/., 2016), un adaptateur dont la
perte d’expression n’influence pas la réparation des lésions endomembranaires (Skowyra ez al,
2018). L’absence de phénotype dans les cellules dendritiques KO pour Chmp4c est aussi
probablement liée 2 un phénomene de redondance et de compensation, notamment par
Chmp4b. En effet, la libération de virions dans les cellules déficientes pour Chmp4c est
comparable a celle observée dans les cellules controle (Morita e al, 2011). En revanche, la
production virale est séveérement affectée par la perte de Chmp4b, ce qui suggere une
prépondérance du réle de cette sous-unité dans les phénomenes de déformation membranaire
(Morita et al., 2011). De facon analogue, les BMDCs issues des souris Chmp2b KO, ne
présentent qu’une capacité deux fois supérieure d’export par rapport aux BMDCs WT (données
non montrées). Ce résultat soulignhe a nouveau I'importance d’ESCRT-III dans I'export
cytosolique des antigenes, mais la faible différence constatée entre BMDCs WT et Chmp2b KO
complique l'utilisation de ce modele pour évaluation fonctionnelle i vivo. Ces observations
confirment également le role accessoire de la sous-unité Chmp2b dans la réparation
membranaire (Gong ¢f al., 2017b), comme dans le bourgeonnement viral (Morita e7 al., 2011) et
la reformation de I'enveloppe nucléaire (Olmos e7 al., 2015). Ces deux modeles ont donc été
abandonnés au profit de 'expérience présentée dans la partie Résultats de ce manuscrit. Si elle
n’est pas idéale et demeure limitée dans ses conclusions, cette expérience basée sur le transfert
adoptif de lymphocytes OT-I et de MutuDC chargées avec de TOVA permet tout de méme de
confirmer la supériorité des cellules déficientes pour ESCRT-III a activer les lymphocytes T

CD8-, au sein d’un organisme « entiet ».
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2. CRITIQUES ET PERSPECTIVES DES RESULTATS OBTENUS

2.1. La rupture endomembranaite comme mécanisme
d’export cytosolique des antigénes

2.1.1. Rappel et discussion des résultats obtenus

Afin de rendre compte de la survenue éventuelle de phénomeénes de rupture
endomembranaire dans les cDC1 et cDC2, nous avons comparé le nombre de fo/ galectine-3
dans ces deux sous-populations de cellules dendritiques, a la suite de différents traitements. De
facon frappante et dans toutes les conditions expérimentales explorées ici, 'abondance de ces
marqueurs de perméabilité membranaire est supérieure dans les cDC1 et correle donc avec la
capacité de présentation croisée de cette sous-population de cellules dendritiques. Au regard de
la nature des dommages marqués par galectine-3 (voir section 1.4.1. de cette discussion), deux
hypotheses complémentaires se posent alors. La supposition la plus intuitive consiste a penser
que les ¢cDC1 réparent de facon moins efficace les 1ésions endomembranaires. En accord avec
ce postulat, les cDC2 expriment davantage Chmp2a (ESCRT-III), Chmp2b (ESCRT-III),
Vpsda et Vps4b (complexe de dissociation ’ESCRT-III) (Luber ef a/., 2010), ce qui pourrait
leur conférer une capacité supérieure d’excision des dommages membranaires (N. B. : les autres
composants d’ESCRT-L, -II et -III sont exprimés de facon équivalente par les cDC1 et cDC2).
Alternativement, les compartiments intracellulaires des cDC1 pourraient étre le sicge d’atteintes
plus importantes et/ou plus nombreuses, comme suggéré par le recrutement de nombreuses
sous-unités d’ESCRT-III dans les endolysosomes de cette sous-population. La survenue accrue
de lésions dans les cDC1 pourrait ainsi submerger la capacité basale de résolution par ESCRT-
III et conduire au phénotype observé. Au-dela de I'induction différentielle de foc7 dans les cDC1
et cDC2, 1l est en outre fascinant de constater que la fréquence des perturbations marquées par
galectine-3 reflete Defficacité avec laquelle sont présentés les peptides dérivés de deux
préparations d’OVA, contaminées ou non avec des endotoxines. Ces résultats révelent
collectivement une corrélation remarquable entre perméabilité endomembranaire et
présentation croisée, renforcée par la nature des compartiments ciblés par galectine-3 dans les

cDCI1. En effet, a I’état basal, galectine-3 est enrichie dans les endosomes précoces des cDCl,
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Figure D.2.1. : Modéle comparatif du r6le ’ESCRT-III dans les cDC1 et cDC2

Contrairement au modele présenté en Figure D.2.4., cette figure s’appuie uniquement sur les éléments démontrés par nos résultats.
Ainsi, nous observons dans les cDC1 des dommages plus nombreux qui suggerent a la fois une survenue accrue de lésions
endomembranaires dans cette population de cellules dendritiques (indiqué par le recrutement massif ’ESCRT-III dans les
compartiments de ces cellules), et peut-étre également une capacité inférieure de résolution des atteintes intracellulaires. Ces
dommages provoquent le recrutement d’ESCRT-III 4 la membrane des endo/phagosomes et leur réparation (partielle ? totale ?),
ce qui restreint export cytosolique des antigenes et de la présentation croisée.
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par rapport a ceux des cDC2 (données de protéomique d’Elodie Segura), ce qui laisse supposer
la présence de ruptures au niveau de ces compartiments a partir desquels s’opere probablement

I'export cytosolique des antigenes (Howland and Wittrup, 2008).

En accord avec deux études précédemment publiées (Radulovic ez 2/, 2018; Skowyra e
al., 2018), nos résultats démontrent également quESCRT-III est nécessaire a la réparation de
ces dommages. En effet, 'absence de Chmp4b provoque 'accumulation de forz galectine-3,
indicatifs de la présence de lésions non excisées par ESCRT-III. De fagon étonnante, nous ne
retrouvons pas ce phénotype dans les cellules déficientes pour Chmp2a (données non
montrées). Dans ce cas précis, il est possible que le cou plus resserré des vésicules ébauchées
(Morita et al., 2011) limite I'acces de galectine-3 a la lumiére endosomale et la détection des foci.
Ce parametre ne semble pas influencer la fuite de la B-lactamase (possiblement exportée sous
forme partiellement dépliée et donc stériquement moins encombrante), puisque la perte
d’expression de Chmp2a, comme celle de Chmp4b, augmente drastiquement le transport
cytosolique de cet antigéne, de facon intrinseque et indépendante de I'induction de NF-»B,
consécutive au silencing I’ESCRT-III. Nos résultats concourent a I’élaboration d’'un modele
(Figure D.2.1.) selon lequel I'export cytosolique des antigenes fait suite a I'apparition de
dommages ciblant les compartiments endocytiques et excisés par ESCRT-III. Par ce biais,
ESCRT-III préserve la viabilité cellulaire mais limite le transport des antigenes dans le cytosol
et la présentation croisée dans les cellules dendritiques. Si notre étude participe a la réévaluation
de ’hypothéese de « la rupture du compartiment », elle ne résout cependant pas completement
totalement la question de la nature des dommages a lorigine de la translocation cytosolique des

antigenes, discutée dans la section suivante.

2.1.2. Origine des dommages endomembranaires

A la lumiére de la littérature et des résultats évoqués a la fin de cette étude, nous
dégageons deux principales théories afin de tenter d’expliquer les causes de la rupture du

compartiment endolysosomal dans les cDCI.
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2.1.2.1. L’hypothese lipidique

A Pétat basal, la survenue accrue de dommages intracellulaires dans les cDC1 pourrait
suggérer une certaine fragilité de la membrane limitante des compartiments endolysosomaux
dans cette population cellulaire. En accord avec cette hypothese, les transcrits codants pour
Asahl et Asah2, deux céramidases responsables de la synthése de sphingosine, sont plus
abondamment exprimés dans les cDC1 que dans les cDC2 (immgen.org). Si cet alcool gras est
effectivement associ¢ a la déstabilisation de membranes artificielles (Contreras e al., 2000;
Jiménez-Rojo ez al., 2014; Siskind ez al., 2002), son enrichissement concret dans les membranes
des cDCI1, ainsi que ses conséquences fonctionnelles éventuelles, demeurent purement
spéculatifs en I'absence de lipidomique comparée entre les deux populations de cellules
dendritiques. Cependant, plusieurs études semblent effectivement indiquer que 'abondance de
certains lipides dans les membranes biologiques influence lapparition de lésions et le
recrutement d’ESCRT-III. Ainsi, la diminution du ratio entre phosphatidylcholine et
phosphatidyléthanolamine occasionne une perméabilité membranaire accrue dans les
hépatocytes, a l'origine de pathologies hépatiques (Li ef al., 2006). De facon intéressante, chez
C. elegans, la perte dexpression dune flippase conduit a I'accumulation de
phosphatidyléthanolamine au niveau du feuillet externe de la membrane plasmique. Ce
phénomene s’accompagne du bourgeonnement de vésicules depuis la membrane plasmique
suivi de leur libération, médiée par ESCRT-III, dans le milieu extracellulaire (Wehman ef a/.,
2011). Si ce phénotype d’excision de bourgeons membranaires rappelle celui observé lors de la
réparation de dommages induits par un faisceau laser (Jimenez e al., 2014), il n’est cependant
pas certain quESCRT-III forme des vésicules en réponse a des dommages. En effet, les voies
de réparation membranaire ne semblent pas nécessiter I'intervention d’ESCRT-0 (Jimenez e7 al.,
2014; Radulovic et al, 2018; Skowyra et al, 2018), contrairement a celles aboutissant a la
formation des vésicules sus-mentionnées. Ces modifications de composition lipidique sont
également conditionnées par lirruption d’un contexte inflammatoire et pourraient contribuer
aux transformations fonctionnelles subies par les cellules dendritiques dans un tel
environnement. A cet égard, il est intéressant de constater que lactivation des cellules
dendritiques spléniques totales par le LPS conduit a une accumulation de céramide, le lipide

dont dérive la sphingosine (Ocana-Morgner ef al., 2017).
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Sile réle de ces lipides particuliers dans la fragilisation des membranes biologiques reste
a éclaircir, il semble désormais indéniable que certaines modifications chimiques des lipides,
favorisées notamment par la présence de LPS, induisent un certain degré de perméabilité
endomembranaire. Ainsi, I'activation de NOX2, stimulée par la présence d’endotoxines (Bae ez
al., 2009), entraine la synthese d’especes réactives de 'oxygene, responsables de la peroxydation
de lipides endolysosomaux (Dingjan ef al., 2016). Ce phénomene, a l'origine d’événements de
rupture endomembranaire, pourrait non seulement expliquer la hausse de la fréquence
d’apparition des foez galectine-3 en présence d’OVA contaminée par des endotoxines, mais
également éclairer le phénotype différentiel observé dans les cDC1 et cDC2, notamment a I’état
basal. En effet, 'expression sélective de Rac2 dans les cDC1 dirige 'assemblage de NOX2 a la
membrane endolysosomale (Savina e# al, 2009). En conséquence, cette sous-population de
cellules dendritiques présente des niveaux intraluminaux de ROS bien supérieurs a ceux
observés dans les cDC2, qui expriment plus faiblement Rac2 (Savina ez a/., 2009). I.’abondance
des ROS dans les compartiments endocytiques des cDC1 pourrait ainsi occasionner une certaine
perméabilité endomembranaire, en accord avec nos observations microscopiques notamment

réalisées a I’état basal.

Cette hypothese lipidique évoquée dans la littérature ne manque pas d’intérét, mais
requiert des validations expérimentales supplémentaires. Par ailleurs, nos travaux suggerent que
les Iésions endomembranaires qui conduisent a ’export cytosolique des antigeénes pourraient

résulter d’un autre phénomeéne, comme développé dans la partie qui suit.
2.1.2.2.  L’hypothé¢se nécroptotique

A Tétat basal, ESCRT-III excise sous forme de vésicules les portions de membrane
plasmique endommagées par la présence d’oligomeres de MLKL et contribue donc au maintien
de la viabilité cellulaire (Gong ef al., 2017b). Nos résultats suggerent que ces pores, produits par
I'induction basale de la nécroptose, pourraient également se former au niveau de la membrane
limitante des endolysosomes et entrainer sa rupture, a l'origine de la fuite cytosolique des
antigenes contenus dans le compartiment 1ésé. De fagon analogue aux évenements décrits pour
la membrane plasmique, ESCRT-III restaurerait I'intégrité des compartiments intracellulaires

tout en limitant la fuite incontrélée de leur contenu. Cette conclusion repose sur plusieurs
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observations. En effet, la perte d’expression de Chmp4b et Chmp2a conduit a 'accumulation
d’oligomeres de MLKL et ce, dés jour 3 post-transduction. Le traitement des cellules déficientes
pour ESCRT-III par un inhibiteur de RIPK3, la kinase responsable de I'activation de MLKL,
provoque quant a lui une diminution de la formation de ces oligomeéres, associée a une baisse
drastique de P'efficacité de 'export cytosolique des antigenes. Nous n’observons en revanche
pas d’effet de cet inhibiteur sur le transport de la B-lactamase dans les cellules controle,
probablement en raison d’une gamme dynamique étroite (entre 1 et 3% de cellules compétentes
pour Iexport). Ces résultats appellent une confirmation expérimentale, ainsi que la réalisation
de controles supplémentaires. Nous souhaiterions notamment vérifier que I'inhibiteur utilisé
dans nos expériences, GSK’872, n’inhibe pas l'internalisation de la $-lactamase dans les cellules

traitées.

Si ces résultats apparaissent, a raison, tres préliminaires, ils s’avérent toutefois soutenus
par un certain nombre d’arguments soulevés par des études et observations paralleles. De fait,
a la suite de sa phosphorylation par RIPK3, MLKL s’insere non seulement dans la membrane
plasmique (Dondelinger e al, 2014; Tanzer et al, 2016), mais également dans les
endomembranes (Frank ez a/., 2019; Yoon et al., 2017), par 'intermédiaire de sa liaison a divers
phosphoinositides. Au regard de la perméabilité endolysosomale observée au cours de
I'induction nécroptotique et préalable a la rupture de la membrane plasmique (Vanden Berghe
et al., 2010), il est possible que ces pores perturbent I'intégrité des compartiments intracellulaires
et conduisent a la déstabilisation de domaines endomembranaires. Le caractere précoce de la
rupture endolysosomale pourrait supposer un assemblage initial de MLKL aux endomembranes,
précédant son oligomérisation a la membrane plasmique. Il pourrait également indiquer, en cas
de recrutement simultané de MLKL au niveau de toutes les membranes biologiques, que la
quantité de pores nécessaires a la déstabilisation des compartiments intracellulaires est inférieure
a celle nécessaire a la rupture de la membrane plasmique. Cette seconde hypothese concorde
avec nos observations : a jour 3 post-transduction, les MutuDC déficientes pour Chmp2a (en
particulier) présentent une viabilité comparable a celle des cellules contréle mais montrent déja
une capacité supérieure de présentation croisée, probablement liée a leur faculté accrue de

transport des antigenes dans le cytosol.
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Forts de ces observations, nous avons tenté de confirmer les résultats obtenus avec
I'inhibiteur de RIPK3 (GSK’872) dans des MutuDC KO pour MLKL. Pour ce faire, nous avons
employé la technique CRISPR/Cas9 et utilisé un ARN guide ciblant 'exon 2 de MLKL. Les
MutuDC transduites avec cette construction montrent effectivement une déplétion a hauteur
de 90% de MLKL, détectée par Western Blot par I'intermédiaire d’un anticorps reconnaissant
la région «brace» de cette protéine (AA 126-178 - Hildebrand ef @/, 2014). Ces cellules,
également rendues déficientes pour Chmp4b ou Chmp2a, présentent en revanche une capacité
d’export similaire a celle de leurs homologues silencées pour ESCRT-III mais compétentes pour
MLKL. Ces résultats soulévent deux hypotheses. La premiere consiste a penser que RIPK3
exerce sa fonction kinase sur une autre cible que MLKL. Si nous ne pouvons pas exclure
formellement une telle supposition, la littérature désigne principalement MLKL comme cible
de RIPK3, hormis dans un contexte particulier d’ischémie/reperfusion ot RIPK3 induit la
nécroptose des cardiomyocytes a la suite de la phosphorylation de CaMKII (Zhang ez al., 2016).
S’il est évidemment possible que RIPK3 médie son effet sur 'export par 'intermédiaire de cibles
encore inconnues a ce jour, nous pensons que notre stratégie de déplétion de MLKL pourrait
affecter les résultats obtenus. En effet, comme précédemment mentionné, ’ARN guide utilisé
cible 'exon 2 de MLKL. Or, I'exon 1 suffit a coder le domaine N-terminal (AA 1-125) de cette
protéine (données disponibles sur la CCDS database de NCBI), nécessaire et suffisant a la
formation des pores membranaires chez la souris (Hildebrand ez 4/, 2014). Dans notre systeme,
les MutuDC « KO » pour MLKL pourraient donc continuer a produire une version tronquée,
mais fonctionnelle de MLKL. Afin de tester cette hypothése, nous souhaiterions dépléter
MLKL (et RIPK3) grace a I'approche shARN. En s’attaquant aux ARNm codant pour ces
protéines, cette technique permettrait de détruire lintégralité de la séquence protéique
considérée, et donc de véritablement évaluer 'importance de MLKL dans ’export cytosolique

des antigenes.

De facon intéressante, le complexe pyruvate déshydrogénase constitue une troisicme
cible décrite de RIPK3 au cours de la nécroptose (Yang ef al., 2018). La phosphorylation de ce
complexe par RIPK3 repose sur la capacité de MLKL a former des pores dans la membrane
mitochondriale, et conduit a la synthése de ROS dans ce compartiment. Si la production de ces
especes chimiques et leur libération dans le cytoplasme pourraient théoriquement contribuer

aux évenements de rupture endomembranaire décrits dans la section précédente (Dingjan ez al.,
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2010), il semble cependant qu’elles soient indépendantes de I'activité kinase de RIPK3 dans les
BMDCs (Moriwaki e al., 2014). En effet, dans cette étude, I'utilisation d’un inhibiteur de la
fonction kinase de RIPK3, GSK’843 (différent de celui utilisé dans nos expériences), n’influence
aucunement la production de cytokines pro-inflammatoires, régulée par l'induction de ROS
dépendante de RIPK3 (Moriwaki ef a/, 2014). Or, 'augmentation de 'export cytosolique dans
les cellules déficientes pour ESCRT-III semble reposer sur Iactivité kinase de RIPK3, puisque
son inhibition par GSK’872 compromet ce phénotype. Cependant, afin d’exclure définitivement
un réle des ROS mitochondriaux dans l'induction de la fuite cytosolique des antigenes,
consécutive a la perte d’expression I’ ESCRT-III, nous envisageons de neutraliser les ROS grace

a un composé aux propriétés antioxydantes, ’hydroxyanisole butylé ou BHA.

Par ailleurs et comme souligné en introduction (se référer a la partie 3.1.2.4.), GSK’872
peut, en plus de bloquer lactivité kinase de RIPK3, stabiliser cette protéine et conduire a
I'activation des caspases. Cette derniére est également observée a la suite du silencing de
Chmp4b et Chmp2a mais contribue probablement faiblement au phénotype d’export
cytosolique observé. En effet, la réalisation du test B-lactamase dans des MutuDC contrdle ou
déficientes pour ESCRT-III montre des résultats tres similaires en présence de z-VAD-FMK,
un inhibiteur a large spectre des caspases, ou en son absence (données non montrées). Il semble
donc que l'induction nécroptotique soit responsable, potentiellement par 'intermédiaire de
I'insertion d’oligomeéres de MLKL dans les endomembranes, du phénotype d’export accru
observé dans les cellules déficientes pour Chmp4b ou Chmp2a. A cet égard et méme si 'on ne
peut affirmer avec certitude que ces deux observations sont causalement reliées, il est intéressant
de constater que Hsp90, une protéine chaperonne requise pour la translocation cytosolique des
antigenes (Imai ez a/, 2011), régule également positivement la fonction de RIPK3 et MLKL
(Jacobsen ¢# al., 2016; Park ez al., 2014).

Enfin, P’hypothése nécroptotique pourrait également éclairer le phénotype différentiel
de lésions endomembranaires observé dans les cDC1 et cDC2. En effet, le « profil protéique »
des cDC1 suggere I'induction d’une nécroptose basale supérieure a celle qui pourrait prendre
place dans les cDC2. Ainsi, les cDC1 expriment bien plus fortement RIPK1 et RIPK3 que les
cDC2 (Luber e al, 2010). En outre, P'activation et la stabilité de ces protéines pourraient étre

favorisées par Pexpression inférieure de caspase-8 dans les cDC1, par rapport aux cDC2 (Luber
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et al., 2010). Ainsi, si nos résultats nous orientent vers une origine « nécroptotique » des
dommages endomembranaires réparés par ESCRT-IIL, il est également possible que d’autres
protéines membranolytiques facilitent export cytosolique des antigenes. En effet, la perforine
Mpegl compte parmi les transcrits les plus différentiellement exprimés entre cDC1 et cDC2
(immgen.org). Par ailleurs, certaines conditions physiopathologiques, comme la compaction des
vaisseaux sanguins et lymphatiques au sein des tumeurs solides (Stylianopoulos e al., 2012),
pourraient favoriser la survenue d’éveénements de rupture endomembranaires et le recrutement
d’ESCRT-I1I, a l'instar des phénomenes observés au niveau de 'enveloppe nucléaire (Denais ez
al., 2016; Raab e al, 2016). De plus, au-dela de sa propriété d’excision des dommages
endomembranaires, ESCRT-III pourrait réguler la translocation des antigenes et leur

présentation croisée par 'intermédiaire d’autres fonctions.

2.1.3. Régulation de ’export cytosolique des antigénes par ESCRT-
III : implication de la fonction de réparation membranaire et
au-dela

Si la formation des endosomes multi-vésiculés a longtemps été considérée comme la
fonction primaire ’ESCRT-III, elle pourrait s’inscrire dans un spectre plus large d’activités de
déformation membranaire, dont la réparation des membranes biologiques constituerait le fer de

lance ancestral.
2.1.3.1. Remodelage membranaire par ESCRT-III : aspects évolutifs

En 2008, une fascinante étude phylogénétique a comparé la conservation des différents
complexes ESCRT parmi les 5 grands phyla eucaryotes (Leung ef a/, 2008) : les opisthokonta
(métazoaires et champignons), les amoebozoa (protozoaires simples), les archaeplastida
(eucaryotes capables de photosynthese), les chromalveolata (phylum divers qui comprend
notamment les apicomplexa Plasmodium falciparum et Toxoplasma gondii) et les excavata
(unicellulaires souvent flagellés comme Giardia intestinalis ou Trypanosoma cruzi). Tandis
quESCRT-0 est spécifique aux opisthokonta et quESCRT-I et II sont absents chez de
nombreux apicomplexa, le complexe ESCRT-III et les protéines qui lui sont associées montrent

une conservation remarquable dans tous les phyla eucaryotes (Leung ez al., 2008) (Figure D.2.2.).
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Au sein du complexe ESCRT-III, le degré de conservation des sous-unités qui le constituent
varie : Chmp2, Vps4 et Chmp7 sont retrouvées chez des especes disséminées dans les cing
grands phyla eucaryotes (Leung ef al., 2008). Si cette conclusion n’est probablement guere
surprenante en ce qui concerne Chmp2 et Vps4, nécessaires a toutes les fonctions biologiques
portées par ESCRT-IIL, il en est autrement pour Chmp7. En effet, cette protéine joue un role
purement accessoire (car probablement redondant) dans le bourgeonnement viral (Morita ez al,
2011) et son role dans la formation des endosomes multi-vésiculés est peu documentée. En
revanche, Chmp7 est absolument nécessaire a la reformation et a la réparation de 'enveloppe
nucléaire, a la suite de la mitose (Olmos e7 /., 2016) ou lors de la migration cellulaire (Denais ez
al., 2016). Autrefois sous-estimée, la dissémination de Chmp7 observée dans les différents clades
de I'arbre phylogénétique suggere une participation possible de cette sous-unité au complexe
ESCRT ancestral présent chez le dernier ancétre commun aux eucaryotes. Ainsi, les fonctions
de réparation membranaire portées par ESCRT-III, et notamment celles opérées au niveau de
I'enveloppe nucléaire, pourraient revétir un caractere plus ancestral qu’initialement considéré.
Selon cette hypothese, les autres manifestations des fonctions d’ESCRT-III — formation des
endosomes multi-vésiculés, fermeture du phagophore, régulation de la présentation croisée... -
correspondraient essentiellement a une diversification et a une cooptation de la fonction

ancestrale de réparation.

2.1.3.2. Implication possible de I'autophagie canonique et non-canonique dans
le phénotype observé d’export cytosolique des antigeénes et de
présentation croisée

Au regard de la démonstration récente de 'implication d’ESCRT-III dans la fermeture
du phagophore au cours de 'induction dite « canonique » de 'autophagie (Takahashi ez a/., 2018),
il convient de s’interroger sur les conséquences éventuelles de cette derniere sur le phénotype
observé d’export cytosolique des antigénes et de présentation croisée. A ce jour, les modalités
selon lesquelles autophagie canonique régule la présentation croisée d’antigénes demeurent
obscures et le cadre de réflexion mal défini. Plusieurs hypotheéses sont évoquées : la diminution
sélective de la présentation croisée d’antigenes solubles par les cellules dendritiques spléniques
déficientes pour Atg7 a d’abord suggéré que linduction des voies autophagiques pourrait

contribuer a la création d’un compartiment faiblement dégradatif au sein duquel les antigenes
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solubles seraient préservés (Mintern ez al., 2015). Cette interprétation éclaire ainsi également la
raison pour laquelle, dans cette étude, la présentation croisée d’antigénes cellulaires, acquis par
phagocytose et dont les épitopes sont probablement moins rapidement dégradés, se déroule
indépendamment du caractere fonctionnel ou non de la voie autophagique (Mintern e# al., 2015).
Dans ce cadre de réflexion et au regard du réle d’Atg7 dans I’élongation de 'autophagosome,
nous pourrions envisager que la déplétion d’ESCRT-III perturbe la formation de ce
compartiment protecteur et réduise la présentation croisée d’antigenes solubles. Or, nous
observons non seulement le phénotype inverse, mais ce dernier est également conservé dans le
cas d’antigenes particulaires, pour lesquels la présentation croisée est a priori indépendante de
I'autophagie (Mintern ez al, 2015). Ainsi, dans notre systeme, si I'autophagie contribue
effectivement au phénotype observé, il est peu probable qu’elle le fasse par I'intermédiaire de la
formation d’'un compartiment de stockage faiblement dégradatif. Une seconde illustration
possible, mais spéculative, ’ESCRT-III dans le processus autophagique résiderait dans sa
capacité a réparer les 1ésions induites par les pores MLKL. En effet, ces dernieres se forment
également a la surface des autophagosomes/autophagolysosomes et inhibent le flux
autophagique, a la suite de I'induction nécroptotique (Frank ez a/, 2019). ESCRT-III pourrait
ainsi, par I'intermédiaire du retrait des 1ésions causées par les oligomeres MLKL, garantir la
fonction dégradative des compartiments autophagiques, mais également des compartiments
endocytiques. Je profite de ce moment de la discussion pour souligner que le devenir des pores
MLKL suite a I'excision des dommages qu’ils provoquent est inconnu. Les observations
microscopiques de Gong ¢7 al., (2017b) semblent indiquer une localisation de MLKL a la base
du bourgeon excisé. Il est donc possible que la libération de la vésicule endommagée provoque
la dissociation des oligomeres et leur recyclage dans le cytoplasme. Cependant, en I'absence
d’expériences permettant de détecter formellement MLLKL dans les ectosomes libérés, nous ne
pouvons raisonnablement pas exclure la possibilité selon laquelle les oligomeres MLKL seraient
éliminés par ESCRT-III en méme temps que la portion de membrane dans laquelle ils sont
enchassés. Cette situation est notamment observée au cours de la pyroptose, un autre type de
mort cellulaire causé par I'insertion membranaire de pores gasdermine D et régulé de fagon
analogue par ESCRT-III (Ruhl e# 4/, 2018). Selon cette dernicre hypothese, la perte d’expression
d’ESCRT-III entrainerait également la persistance endomembranaire des pores MLLKL, qui en

plus d’entralner la rupture des compartiments atteints et Pexport des antigénes contenus,
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préserverait lesdits antigenes en vue de leur translocation. Dans ce cas de figure et contrairement
a la premicere hypothese mentionnée, 'autophagie limiterait 'export cytosolique des antigénes
et la présentation croisée, en vertu de son role dans I'acheminement d’antigénes vers des

compartiments dégradatifs.

Dans ce méme ordre d’idées, la phagocytose associée a LC3 (désignée par
lacronyme LAP), une forme «non-canonique» d’autophagie, a trés récemment
été identifiée comme régulateur négatif de Iexport cytosolique des antigenes et
de la présentation croisée (Sil e al, 2019 - disponible sur BioRxiv grace au lien suivant
https:/ /www.biorxiv.org/content/10.1101/789867v1). En effet, les BMDCs déficientes pour
Rubicon, une protéine spécifiquement impliquée dans la LAP, séquestrent les antigenes dans
des compartiments plus précoces que leurs homologues compétentes pour Rubicon. En
conséquence, ces antigenes mieux préservés sont exportés et présentés plus efficacement, ce qui
conduit a I'induction de puissantes réponses antitumorales. Si 'implication ’ESCRT-III dans
la LAP est encore inconnue a ce jout, nous pourrions cependant I'estimer en mesurant par
Western Blots les niveaux cellulaires de Rubicon et de LLC3-II, la forme de 1.C3 liée aux

membranes, dans les MutuDC déficientes ou non pour ESCRT-II.

2.1.3.3.  Trafic des complexes CMH-1/peptide et dégradation

Les résultats présentés dans ce manuscrit de these suggerent que 'augmentation de la
présentation croisée d’antigénes découle directement de I'induction de P'export cytosolique
observée dans les cellules déficientes pour ESCRT-III. Cependant, a I'aune de I'implication
d’ESCRT-III dans la dégradation de protéines membranaires internalisées, dont pourraient faire
pattie les complexes CMH-I/peptide, il est possible que le phénotype obsetvé en présentation
croisée résulte également d'un défaut de dégradation de ces complexes. Ainsi, dans les MutuDC
silencées pour ESCRT-IIL, la perturbation de l'internalisation des complexes CMH-I/peptide
au sein de vésicules intraluminales conduirait a leur recyclage membranaire plutét qu’a leur
dégradation. S’il reste a démontrer, ce phénomeéne participerait a I’établissement et au maintien
d’un nombre plus important de complexes CMH-I/peptide a la membrane des cellules
déficientes pour Chmp4b ou Chmp2a qu’a celle des cellules controle. Afin de rendre compte de

la possible contribution de ce parametre a nos observations, nous pourrions tenter de détecter
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les complexes CMH-1/peptide présents dans les endosomes de recyclage Rab11+ et comparer
leur abondance dans les cellules déplétées ou non pour ESCRT-III. Entre nos mains, le clone
dédié a la reconnaissance de tels complexes n’a jamais montré de résultats probants et nous
envisagerions donc une stratégie alternative, basée sur I'utilisation des cellules RMA-S,
déficientes pour le transporteur TAP2. Incapables d’importer des peptides dans les
compartiments contenant les molécules de CMH-I, les cellules RMA-S ne stabilisent ces
molécules a la membrane plasmique qu’en présence d’un peptide, d’affinité connue, ajouté au
milieu extracellulaire. Grace au peptide SIINFEKIL, nous souhaiterions donc comparer la
cinétique de dispatition des complexes CMH-1/peptide stabilisés a la membrane plasmique dans
les cellules controle ou déficientes pour ESCRT-III. De cette fagon, nous pourrions rendre
compte d’'un éventuel recyclage accru et/ou d’une dégradation diminuée en I'absence d’une

machinerie ESCRT-III fonctionnelle.

2.2. ESCRT-III comme possible régulateur central de la
biologie des cellules dendritiques

Dans cette étude, 'approche perte de fonction a été employée afin d’évaluer la possible
contribution d’ESCRT-III a 'export cytosolique des antigénes et a la présentation croisée. Si ce
type d’approche ne correspond a aucune situation physiologique connue, des mutations de
plusieurs membres des complexes ESCRT sont recensées chez '’homme dans de nombreux

cancers et dans certaines maladies neurodégénératives.

2.2.1. Mutations A’ ESCRT-I et III chez ’homme : cas des cellules
tumorales et des neurones

Initialement identifié comme suppresseur de tumeur (Li and Cohen, 1996), la fonction
de TSG101 dans les cellules tumorales a été récemment réexaminée. En effet, cette protéine
s’avere surexprimée dans de nombreux cancers (sein, ovaire, prostate, nasopharynx, leucémie),
en raison de I'abondance d’un variant d’épissage particulier appelé TSG101A154-1054 dont le
produit de traduction stabilise la protéine native et la protege de la dégradation (Gayther ef al.,

1997; Klaes ez al., 1999; Lin ef al., 1998; Oh et al., 2007; Sun et al., 1997). En conséquence, les
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cellules tumorales porteuses de ce variant acquicrent un phénotype invasif caractérisé par un

potentiel prolifératif et migratoire élevé (Chua e al., 2019).

Sila description des mécanismes a I'origine des propriétés pro-métastatiques de TSG101
est encore préliminaire (Liu ez a/., 2019), les phénomenes responsables de la toxicité neuronale
causée par des mutants de Chmp2b sont mieux connus. En effet, ces mutations, identifiées chez
des patients atteints de démence frontolatérale, codent toutes pour une version tronquée, et
donc probablement constitutivement active (voir Partie 4.2.2. de I'introduction) de la protéine
(Skibinski ez al., 2005; van der Zee ef al., 2008). De facon intéressante, les souris transgéniques
porteuses de la mutation humaine présentent des inclusions toxiques positives pour p62 et pour
I'ubiquitine, ce qui suggere une dérégulation de la voie autophagique associée, dans ce modele,
a un défaut de dégradation (Ghazi-Nooti ez al, 2012). De plus, 'expression de cette version
mutante de Chmp2b dans des neurones murins en culture conduit a laccumulation
d’autophagosomes, responsables d'une mort cellulaire massive et ce, en seulement quelques

jours (Lee and Gao, 2009; Lee ¢t al., 2007).

Siles conséquences immunologiques de ces mutations d’ESCRT-I et III n’ont a ce jour
pas été décrites, les niveaux d’ESCRT-III pourraient cependant étre modulés au cours du cycle

de vie des cellules dendritiques et réguler la fonction de ces dernieres.

2.2.2. Cycle et durée de vie des cellules dendritiques

Contrairement a une idée longtemps répandue, les cellules dendritiques spléniques sont
renouvelées rapidement, au bout d’environ 3 jours (Kamath ez 2/, 2002), ce qui suggere une
durée de vie relativement courte de cette population immune dans leur organe de résidence. De
plus, la vitesse de renouvellement des cellules dendritiques spléniques apparait influencée par le
contexte inflaimmatoire auquel elles sont exposées. Ainsi, I'injection intraveineuse de LPS
provoque non seulement la mort d’une fraction des cellules dendritiques, mais induit aussi le
recrutement de cellules nouvellement différenciées dans la rate (Kamath ez @/, 2000). L’un des
mécanismes évoqués pour tenter d’expliquer la mort des cellules dendritiques dans un tel
environnement repose sur l'activation du facteur de transcription NFAT, consécutive a la liaison
sélective du LPS a CD14 et visiblement indépendante de 'engagement de TLR4 (Zanoni ef al.,

2009). Or, 1a déplétion de NFAT, ainsi que celle de CD14, ne suffisent pas a restaurer totalement
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Figure D.2.3. : Diminution de Pexpression ’ESCRT apres stimulation au LPS dans des BMDCs

Cette heatmap, générée par nos soins, est tirée des données de RNAseq générées par Garber ¢z al., (2012) dans des BMDCs, traitées
ou non au LPS.



DISCUSSION

la viabilité des cellules dendritiques spléniques a la suite de l'injection de LPS (Zanoni ef al.,

2009).

Ainsi, en dehors de I'apoptose, supposément controlée par NFAT, d’autres voies de
mort cellulaire, comme la nécroptose, pourraient contribuer a ce processus. En effet, cette voie
est induite en aval de TLR4 en réponse au LPS et conduit, en association avec un inhibiteur a
large spectre des caspases, a la mort des macrophages 7z vivo (He et al., 2011). Dans ce cadre, il
est possible que l'injection seule de LLPS suffise a provoquer la mort cellulaire des ¢<cDC1 par
nécroptose. Comme précédemment mentionné, cette sous-population de cellules dendritiques
montre des niveaux protéiques de caspase-8 plus faibles que ses homologues cDC2 (Luber ez
al., 2010). Ce parametre, associé a I'expression élevée de RIPK3 dans les cDC1, pourrait évoquer
une susceptibilité accrue de ces cellules vis-a-vis de I'induction nécroptotique, stimulée entre
autres, par le LPS. A cet égard, il est frappant de constater qu’a ’état basal ou en réponse au
LPS, les ¢cDC1 subissent un renouvellement plus rapide que les cDC2 (Kamath ez a/, 2002),
associ¢ a des taux de mortalité plus élevés. Cette observation initiale fut confirmée et enrichie
par la démonstration de 'implication du récepteur au glucocorticoides dans le processus décrit.
Selon le modéle proposé, 'apoptose sélective des cDC1 serait causée par la liaison du récepteur
aux glucocorticoides a son ligand, dont la sécrétion est stimulée par I'injection de LPS (Li e7 al.,
2015a). Si les auteurs de cette é¢tude ne fournissent pas d’explication relative a la mortalité accrue
des cDC1 dans ce systeme, un élément de réponse pourrait résider dans 'expression supérieure

des caspases effectrices 3 et 6, observée dans cette sous-population (Luber ez a/., 2010).

Ce mécanisme ¢légant et convaincant n’exclut cependant pas ’engagement possible des
voles nécroptotiques, dans les cDC1, en réponse au LPS. Un argument supplémentaire en faveur
de 'implication de ces voies tient a la diminution massive des transcrits codant pour les sous-
unités ’ESCRT-II1, a la suite du traitement de BMDCs par le LPS (Garber ¢7 a/., 2012) (Figure
D.2.3.)). Cette diminution de Pexpression transcriptionnelle des sous-unités constitutives
d’ESCRT-III pourrait partiellement compromettre la réalisation de la fonction d’excision des
dommages nécroptotiques, portée par ce complexe. En conséquence, les cellules dendritiques
verraient leur viabilité diminuer de fagon plus ou moins drastique, en fonction de leur niveau
basal d’induction nécroptotique. Selon cette hypothéese, les cDC1 (voir deuxieme paragraphe de

cette sous-partie) connaitraient un épisode nécroptotique plus important que leurs homologues
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Figure D.2.4. : Modele spéculatif de la régulation de la fonction des cDC1 par ESCRT-III

Ce modeéle s’appuie sur certaines données préliminaires et sur la littérature pour supposer un role général ’ESCRT-III dans la
physiologie des cellules dendritiques a Iétat basal et en contexte infectieux. Selon ce modele, 'induction nécroptotique basale serait
plus élevée dans les cDC1 que dans les cDC2. Dans les cDC1, elle serait a 'origine de fréquents dommages endomembranaires,
causés par l'insertion de MLKL. En contexte infectieux, la diminution des niveaux d’expression d’ESCRT-III exacerberait le
phénotype observé a I’état basal : export cytosolique maximal, activation des cellules dendritiques et grande susceptibilité a la mort
cellulaire par nécroptose.
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cDC2. Cette observation sous-tend également en partie le modele spéculatif global de régulation

de la fonction des cDC1 par ESCRT-III, développé dans la section suivante.

2.2.3. Vers un modéle spéculatif global de régulation de la fonction
des cDC1 par ESCRT-III

A partir de nos observations et des données disponibles dans la littérature, nous avons
¢laboré un modele possible de régulation de la fonction des cDCl1, centré sur I'induction
nécroptotique et son controle par ESCRT-III (Figure D.2.4.)). En l'absence de stimulus
inflammatoire, les niveaux cellulaires de caspase-8, RIPK1 et RIPK3 conditionnent l'intensité
de la nécroptose basale et des dommages endomembranaires et membranaires qu’elle génere.
Ainsi, le « profil nécroptotique » des cDC1, caractérisé par 'expression inférieure de caspase-8
et supérieure des kinases RIPK1 et RIPK3, conférerait a cette sous-population une capacité
supérieure d’export cytosolique (Lin 7 al, 2008 et cette étude) ainsi qu’une durée de vie réduite
(Kamath ez al., 2000, 2002), par rapport a leurs homologues cDC2. Ces caractéristiques de base
se verraient amplifiées dans un environnement pathologique, par exemple lors d’une infection
bactérienne ou en contexte tumoral. Dans ces conditions, la liaison du LPS (et peut-étre de
HMGBI1 en cas de mort induite par les traitements chimiothérapeutique ?) a TLR4 provoquerait
une diminution de I'expression des sous-unités ’ESCRT-III, associée a une perturbation des
fonctions cellulaires associées. A la suite de Pengagement de TLR4, les cellules dendritiques et 4
Jortiori les cDC1, connaitraient de ce fait une période de potentialisation de leurs fonctions
immunes : la réduction de 'excision des dommages nécroptotiques par ESCRT-IIII favoriserait
la fragilisation des compartiments endocytiques et donc Pexport cytosolique des antigénes
contenus. De plus, dans les ¢cDC1, la présentation croisée pourrait également étre facilitée par
I'exacerbation de la réponse de NF-xB, consécutive a la baisse des niveaux cellulaires ’ESCRT-
IIT (Maminska ez al., 2016). Enfin, bien qu’elle puisse optimiser les capacités de présentation
croisée des cDC1, cette diminution de I'expression ’ESCRT-III induite par le LPS contribuerait
¢galement a rendre ces cellules plus sensibles a la mort cellulaire (Kamath e a/., 2002), exécutée
par lintermédiaire des voies nécroptotiques si 'on en croit notre hypothése. De fagon

intéressante, ces phénomenes pourraient aussi survenir dans les cDC2 et conduire, dans une
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moindre mesure cependant, a 'émergence d’une capacité a induire des réponses cytotoxiques,

conformément aux résultats obtenus apres activation de ces cellules (Desch e a/., 2014).

2.3. Conclusion générale

Nos travaux nous ont donc permis de mettre en évidence le role ’ESCRT-III dans la
régulation de 'export cytosolique des antigenes au cours de la présentation croisée. Nos données
suggerent notamment quwESCRT-III interviendrait dans Texcision de Iésions
endomembranaires d’origine nécroptotique, responsables de la fragilisation et 7 fine, de la
rupture du compartiment endocytique contenant les antigénes. Si la multiplicité des fonctions
portées par ESCRT-III peut compliquer Iinterprétation des résultats obtenus, notre étude a
néanmoins le mérite d’apporter des éléments supplémentaires en faveur de ’hypothese de la
« rupture du compartiment », grace a la manipulation, pour la premicre fois, d’'une machinerie
endogene impliquée dans ce processus. A Tissue de cette thése, j’ai la sensation a la fois
frustrante et excitante de laisser davantage de questions « en suspens » (nature des dommages
endomembranaires, bases de la susceptibilité accrue des cDC1 a ces dommages, role 'ESCRT-
IIT a I’échelle de la physiologie générale des cDC1...) que de questions résolues, mais j'imagine
que cela révele peut-étre un peu de la richesse et de Pambition du projet que nous avons tenté
de conduire au mieux, en dépit de nos biais cognitifs, de nos hypothéses parfois fausses et des
limitations techniques rencontrées. J’espére avoir réussi a travers ce manuscrit a ouvrir un peu
le champ de réflexion et a remettre en perspective certaines données de la littérature, tout au
long de I'introduction et grace au modele spéculatif exposé a la fin de cette discussion. A I'heure
actuelle, la manipulation thérapeutique ’ESCRT-1II en vue de potentialiser I’export cytosolique
des antigeénes et la présentation croisée dans un contexte antitumoral, a la facon de la Prazosine,
ne semble pas constituer une stratégie optimale et souhaitable en raison du caractere vital de
cette machinerie. Il est cependant possible que d’éventuels travaux, basés sur nos résultats,
identifient des médiateurs cellulaires en amont ’ESCRT-III, spécifiquement impliqués dans la
réparation des dommages endomembranaires. De telles molécules, si elles existent, pourraient
représenter des cibles pharmacologiques de choix, en conjonction avec des traitements
immunothérapeutiques actuels, comme les anticorps inhibiteurs de « checkpoints ». Enfin, la

réhabilitation de I'hypothese de la « rupture du compartiment » pourrait également ouvrir la
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porte a 'exploitation de cette voie, notamment par 'intermédiaire de encapsulation d’antigenes
tumoraux dans des particules « hérisson » (« hedgehog particles ») (Bahng ez a/., 2015), véritables
vaisseaux nanotechnologiques potentiellement capables de rompre les endomembranes et de

promovoir I'entrée des substrats immunitaires dans les voies de présentation croisée.
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Cross-priming refers to the induction of primary cytotoxic CD8™ T cell responses to
antigens that are not expressed in antigen presenting cells (APCs) responsible for T cell
priming. Cross-priming is achieved through cross-presentation of exogenous antigens
derived from tumors, extracellular pathogens or infected neighboring cells on Major
Histocompatibility Complex (MHC) class | molecules. Despite extensive research efforts
to understand the intracellular pathways involved in antigen cross-presentation, certain
critical steps remain elusive and controversial. Here we review recent advances on
antigen cross-presentation, focusing on the mechanisms involved in antigen export to
the cytosol, a crucial step of this pathway.

Keywords: dendritic cells, cross-presentation, cytosolic antigen export, ERAD, endosomal leakage

INTRODUCTION

Dendritic cells (DCs) play a central role in immune homeostasis by linking innate sensing to
adaptive immune responses. After sampling antigens in peripheral tissues, DCs mature and migrate
to lymph nodes, where they initiate adaptive immune responses by presenting processed antigens
in the context of Major Histocompatibility Complex (MHC) molecules to T cells. For a long time,
the generally accepted paradigm supposed that exogenous antigens were exclusively presented
via MHC-II molecules to CD4™ T cells, while endogenous cytosolic antigens, derived from self
or foreign proteins, were loaded on MHC-I, thereby leading to naive cytotoxic CD8' T cell
activation. Yet, this simple assumption failed to explain how cytotoxic immune responses could
be mounted against pathogens that do not readily infect DCs. This apparent contradiction was
resolved by the discovery of cross-presentation, a process enabling the delivery of exogenous
antigens to the MHC-1 pathway for cross-priming CD8™ cytotoxic T cell responses (1, 2). Since
its first description over forty years ago, our understanding of the sequence of events governing
antigen cross-priming has extensively increased, leading to the description of two main pathways
of antigen cross-presentation, referred to as “vacuolar” and “cytosolic.” While the requirement for
cross-presentation in the initiation of anti-tumor immune responses is now well established (3-7),
its control and the precise intracellular routes involved remain incompletely understood and, for
some parts, controversial.

Here, we review the most recent advances in the analysis of antigen cross-presentation in mouse
(unless stated otherwise), with a particular emphasis on the advances in understanding of antigen
export to the cytosol, a crucial, yet debated, step of the cytosolic pathway.

PATHWAYS FOR ANTIGEN CROSS-PRESENTATION

In 1976, seminal work by M. Bevan showed that exogenous antigens could be presented on
MHC-I molecules and prime cytotoxic immune responses, thereby unearthing a novel antigen
presentation pathway that he called cross-priming (1, 2). However, the molecular mechanisms
underlying cross-priming and “cross-presentation” remained elusive until the early nineties.
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At that time, several lines of evidence reported that
cross-presentation of bacterial antigens [i.e., the 257-264
H-2KP-restricted epitope of ovalbumin (OVA) fused to E. coli Crl
protein] was resistant to proteasome inhibitors (8) (suggesting
lysosomal processing of the corresponding peptides), unaffected
by brefeldin A (BFA) treatment (8-10) [arguing against a
critical role for endoplasmic reticulum (ER)-Golgi transport]
and most of the time, occurred independently from TAP, the
transporter mediating peptide import into the ER (8, 11).
These observations led to the first description of the “vacuolar
pathway.” After internalization, antigens remain confined in
intracellular compartments, where they undergo lysosomal
degradation, a process largely dependent on cathepsin S activity
(12), and followed by loading onto post-Golgi MHC-I molecules.

Simultaneous studies with particulate, non-bacterial antigens
(i.e., bead-bound OVA), showed that TAP1 deficiency in
macrophages, as well as BFA treatment, abolished their ability
to cross-present exogenous antigens, thereby suggesting that
antigen-derived peptides must be transferred from the cytosol
to the ER to bind newly synthesized MHC-I molecules (13).
Additionally, cross-presentation was disrupted by proteasome
inhibitors (13-16), consistent with a model in which antigens
are delivered into the cytosol before proteasomal degradation
and peptide import into the ER. This pathway, later termed
the “cytosolic pathway,” implies the export of antigens from
endocytic compartments to the cytosol. The first experimental
evidence of this crucial step was provided by the use of gelonin,
a membrane-impermeant toxin that inactivates ribosomes when
transferred to the cytosol. Macrophages phagocytosing gelonin-
coated beads displayed reduced protein synthesis, indicating
export of bead-bound gelonin to the cytosol (13, 14).

The aforementioned pivotal studies used mouse macrophages
as models of antigen-presenting cells (APCs). It later became
clear that DCs, rather than macrophages, cross-present antigens
and cross-prime cytotoxic immune responses efficiently (17,
18), by means of different properties of their phagocytic
pathway, including lower degradation capacity (19). When
considering DCs, these cells represent a series of ontogenically
and functionally diverse populations. In mice, two main
resident DC subsets are found in the spleen and lymph nodes,
namely Batf3-dependent CD8" XCR1" DCs (DCls) and IRF4-
dependent CD8~ CD11b™ DCs (DC2s) [reviewed in (20)].
At steady state, DCls cross-present cell-associated antigens
more efficiently than their DC2 counterparts, a capacity first
attributed to their increased ability to capture this type of
antigen (21, 22). Later experiments showed that higher cross-
presentation efficacy in mouse DCls is intrinsic and unrelated
to the route of antigen uptake (23, 24), thus contrasting with
the FcyR-dependent optimization of cross-presentation observed
in human DCls (25). In mouse, surface receptors, including
Clec9A/DNGR-1 (26-29) or mannose receptor (MR) (30),
were proposed to preferentially deliver antigens to the cross-
presentation pathway, most likely through delaying delivery
of their cargoes to late endosomal and lysosomal degradative
compartments. DCls also bear specialized endocytic properties
that reduce/delay acidification and degradation of endocytic
cargo (19, 31).

Consistent with these in vitro observations, mice deficient
for DC1s (5), or displaying cross-presentation-defective DCs
(4, 6), fail to mount cytotoxic immune responses against tumors
and to control tumor development, even after treatment with
checkpoint blockers. Although DCls are best suited for cross-
presentation both in vitro and in vivo, DC2s’ ability to cross-
present is increased by targeting antigens to DC2 specific
receptors, such as FcyR (32) or DCIR?2, in a stimulatory context
(33), thus suggesting that both DC1 and DC2 are capable of
cross-presenting antigens depending on the conditions.

The relative contributions of the cytosolic and vacuolar
pathways to in vivo cross-presentation and cross-priming
remain unclear. TAP dependency can potentially affect both
pathways, as it impairs the exit of MHC-I molecules from
the ER (34-37). Whether critical players in cross-presentation,
such as Sec22b (4, 38, 39) or Rab43 (40), which are both
required for effective cross-priming, are selectively involved
in one or both pathways is unknown. The best available
evidence for the cytosolic pathway being predominant in
cross-priming comes from a study using mice defective for
the immunoproteasome subunit LMP7. These mice show
impaired cross-priming for an immunoproteasome-dependent
H-Y epitope, supporting a critical role for proteasome-dependent
processing, and therefore, for the cytosolic pathway in vivo
(41). Since delivery of internalized antigens to the cytosol
is very ineffective in most cell types, DCs might have
developed specialized pathways to link these two subcellular
compartments.

BIOLOGICAL PARAMETERS INFLUENCING
ANTIGEN EXPORT TO THE CYTOSOL

Nature of Cytosolic Export-Competent
Cells

By using gelonin activity or cytosolic fluorescence quantification
as readouts, initial studies showed that inflammatory (14)
or activated (16) mouse macrophages displayed a measurable
ability to export bead-conjugated (14) or soluble (16) cargo
into the cytosol. Further work revealed that soluble or
complexed antigens also get access to the cytosol in steady-
state bone-marrow derived DCs (BMDCs) or in a DC cell
line, without prior activation (17, 18). Moreover, antigen
export to the cytosol is more efficient in DCs than in
macrophages, as illustrated by subcellular fractionation and
subsequent western blotting (18). To assess whether DC
subsets differ in their capacity to perform such transfer, Lin
et al. developed a cytochrome c-based assay relying on the
selective apoptosis of cells exporting exogenous cytochrome
c into the cytosol (42). Only a fraction of DCls showed
susceptibility to cytochrome c-induced apoptosis, indicating a
functional specialization for endosome to cytosol transport in
these cells (42, 43). Notably, this cytochrome c-sensitive DC1
population strictly corresponds to the cohort of efficient cross-
presenters, whereas cytochrome c-resistant DCls cross-present
antigens inefficiently and share other functional features with
DC2s (42).
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Nature of Antigens Exported to the Cytosol
Early microscopy observations showed that fluorescent (i.e.,
dextrans) or soluble (i.e., enzymatically active horseradish
peroxidase: HRP) antigens gained access to the cytosol in DCs
(17, 18). While 3-40K dextrans are rapidly relocated to the
cytosol, higher molecular mass dextrans (500-2,000 K) remain
vacuolar (18), suggesting that antigen export to the cytosol
is size-selective (18, 44). Particulate antigens, which are more
efficiently cross-presented than soluble ones (14), often form
large aggregates and therefore require dissociation before their
translocation to the cytosol. Indeed, inhibition of vacuolar
acidification abolishes the disaggregation of immune complexes
and their subsequent cytosolic export (18), thus pointing to a
crucial role of slightly acidic endo/phagosomal pH in this process.
While some degree of degradation might favor antigen export
to the cytosol due to the size-restriction of transported antigens
(18), high proteolytic activity, favored by acidic pH, could destroy
MHC-I-binding epitopes. In this regard, regulation of endocytic
pH is of crucial importance. In DCs’ endocytic compartments,
incomplete assembly of v-ATPase proton pump together with
Rab27a-dependent recruitment of NOX2 jointly lead to active
alkalinization of luminal pH (19, 45), thereby preserving antigens
from detrimental excessive degradation (46).

Export to the Cytosol and DC Activation
Aside from putative intrinsic properties of DCls, extrinsic
signals, such as Toll-Like Receptor stimulation, influence antigen
export to the cytosol. Indeed, short (3-5h) lipopolysaccharide
(LPS) stimulation of BMDCs increases the proportion of cells
displaying exogenous HRP in their cytosol (47). A possible
explanation for the observed LPS-mediated increase in antigen
export may reside in the requirement for TRIF in this process
(48). Until recently, absence of quantitative reliable antigen
export assays based on endotoxin-free reagents impeded detailed
analysis of the role of DC activation in antigen transport to the
cytosol. Recently published export assays should overcome this
limitation (49).

Kinetics of Antigen Export to the Cytosol in

DCs

Kinetics studies showed that HRP appeared in BMDC cytosol
only 15 min after internalization (17). Rapid egress suggests that
antigens are exported from early endosomes (50), as supported by
microscopy experiments (51) or by mathematical modeling (52).
The latter predicts that 20 min after internalization, cytosolic
export of yeast-derived antigen competes with degradation
associated with maturation of the endocytic compartment. Thus,
only a tiny fraction of, at least, non-complexed antigens released
after this time point might contribute to cross-presentation.
Cytosolic translocation of HRP immune complexes appears after
60 min, and reaches a plateau after 6h (18). Similar findings
were reported for cytosolic egress of antigens associated to beads
(53, 54). Additionally, these two studies provided compelling
evidence that ER-mediated delivery of MHC-Iloading machinery
to the phagosome rendered this compartment competent for
cross-presentation (55) following TAP-mediated import of
cytosolic peptides (53, 54). While the relative contributions of ER

and plasma membrane to the formation of cross-presentation-
competent phagosomes remain debated (39, 56), Houde et al.
postulated that an ER transporter, Sec61, might be involved in
the translocation of antigens from the phagosomal lumen to the
cytosol (53). This hypothesis was later experimentally supported
by several studies detailed in the next section.

MOLECULAR MECHANISMS OF ANTIGEN
EXPORT TO THE CYTOSOL

ERAD Transporter-Dependent Hypothesis
Existence of a transporter mediating antigen export to the cytosol
naturally imposes conformational constraints on the translocated
antigen. Indeed, antigens are unlikely to be transported in
their native structure, considering the narrow diameter of
known transporter pores, and are therefore expected to undergo
an unfolding step before translocation. Supporting this idea,
fixed OVA is less efficiently translocated into the cytosol
than structurally flexible one (57). Moreover, during unfolding,
reduction of disulfide bonds by GILT, a phagolysosomal thiol
reductase constitutively expressed in APCs, is essential for
cytosolic export of viral disulfide-rich antigens and subsequent
cross-presentation (58) (Figure 1, left panel).

Although the requirement for protein unfolding suggests
that antigens gain access to the cytosol through a transporter,
the nature of the channel mediating this process remains
controversial. Studies attempting to answer this question
reported interactions between unfolded OVA and members of the
ER-associated degradation (ERAD) machinery in ER-associated
compartments (59), consistent with previous findings (53, 54).
This observation led to the hypothesis that the ERAD machinery,
mediating retro-translocation of misfolded proteins from the
ER lumen to the cytosol, potentially through the trimeric Sec61
channel, could also operate from endocytic compartments during
cross-presentation. The first functional insights into ERAD
contributions to antigen export to the cytosol, came from studies
using exotoxin A (ExoA), a bacterial toxin binding to the
cytosolic N-terminal domain of Sec61a, and resulting in channel
closure (60, 61). ExoA treatment reversed the ICP47-mediated
inhibition of TAP, the latter resulting from the translocation of
exogenously delivered ICP47 to the cytosol and its subsequent
interaction with the cytosolic side of TAP (62). This finding,
associated with the observed decrease in OVA cross-presentation
following ExoA treatment (62, 63) or siRNA-mediated silencing
of Sec61 (48, 59), strongly pointed to Sec61 being the channel
controlling antigen export to the cytosol (Figure 1, left panel). In
line with this hypothesis, the expression of the Sec6la, f and y
subunits is increased in DCls, as compared to DC2s, correlating
with their specific cross-presenting ability (64).

However, it has been extremely difficult to address the
precise contribution of Sec61 in antigen cross-presentation and
retrotranslocation from endo/phagosomes, as this channel also
mediates co-translational import of proteins, including MHC-
I, into the ER. To shed some light on this issue, Zehner
et al. used a intrabody-based approach aiming to retain Sec61
in the ER and thereby prevent its recruitment to endocytic
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compartments (48). Expression of the anti-Sec61 intrabody in
BMDCs impairs antigen export to the cytosol and OVA cross-
presentation, consistent with a role for Sec61 outside the ER,
possibly in endosomes. Still, the involvement of Sec61 itself
in ERAD-dependent retrotranslocation remains unclear and
fraught with technical issues [reviewed in (65)]. Additionally,
recent work has shown that sustained inhibition of Sec61 with
a specific toxin, mycolactone, has no effect on antigen export
to the cytosol, and indirectly reduces OVA cross-presentation
through downregulation of other players in the pathway,
including MHC-I (66). While Sec61 involvement in cytosolic
antigen translocation needs further clarification, other ERAD
components, such as Hrdl and Derlin-1, might be alternative
candidates.

Hrdl, an ER-resident ubiquitin ligase tagging ERAD
substrates, exhibits six transmembrane domains, which is
enough to form a channel (67, 68). siRNA-mediated depletion of

Hrdl in DCs results in decreased antigen export to the cytosol
and cross-presentation, as well as impaired MHC-II presentation
(48). These alterations in antigen presentation pathways might
be caused by Hrdl silencing-mediated ER stress and therefore
require further investigation. On the other hand, the protease
Derlin-1 (Derl), comprising four transmembrane domains,
cannot form a channel but could possibly function as an
accessory subunit of the export channel (69) by trapping ERAD
substrates and rerouting them for cytosolic degradation (70). Yet,
antigen cross-presentation is not perturbed by Derl silencing in
both murine BMDCs (48) and human monocyte-derived DCs
(71), thus excluding a putative role for Derl in antigen export to
the cytosol.

To date, the best evidence available suggests that ERAD might
control antigen transfer to the cytosol through the activity of the
AAA ATPase p97. P97 forms an hexameric ring and is thought
to provide the energy necessary for passage of proteins through
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the retrotranslocating channel (72). Exogenous addition of p97
to isolated phagosomes loaded with luciferase leads to luciferase
release, whereas addition of a dominant negative version of p97
fails to do so (62), suggesting a role for the ATPase in antigen
translocation from phagosomes (Figure 1, left panel). Along the
same lines, human and mouse DCs silenced for p97 (59, 71)
or expressing a dominant negative form of p97 (62), display
impaired cross-presentation of MelanA and OVA antigens,
respectively, whereas p97 overexpression enhances this pathway
(73). P97 is recruited to endosomes following mannose receptor
(MR)-poly-ubiquitination. This post-translational modification
proves to be crucial for antigen export to the cytosol and OVA
cross-presentation as expression of a mono-ubiquitinated form
of the MR is sufficient to reduce both processes (73). Of note, MR
poly-ubiquitination is triggered by OVA binding to the receptor,
and is negatively regulated by the ESCRT (Endosomal Sorting
Complex Required for Transport)-I protein TSG-101 (73).

Several studies investigating the role of p97 in antigen
export to the cytosol used the luciferase enzyme to monitor
this intracellular event (62, 74). Following unfolding in
endocytic compartments and subsequent translocation into the
cytosol, luciferase would need to be refolded to exert its
functionality, a process likely mediated by the chaperone Hsp90.
Indeed, cytosolic refolding of exogenous unfolded luciferase is
compromised in Hsp90B-silenced human DCs or in DCs treated
with the Hsp90 inhibitor radicicol (74). Furthermore, Hsp90a
deficiency not only inhibits cross-presentation in mouse BMDCs,
but also decreases cytosolic translocation of OVA, therefore
implying that Hsp90 itself could mediate antigen transport to the
cytosol (43, 57). Additionally, Hsp90 could protect the exported
antigens from premature cytosolic degradation, before Hsp70-
mediated targeting to the proteasome (57) (Figure 1, left panel).

The “transporter hypothesis” has, so far, garnered the most
experimental support, as the main conduit for antigen export.
However, it still raises important questions. Given the high degree
of substrate selectivity during ERAD [reviewed in (65)], the use
of a unique transporter translocating a wide variety of antigens
seems unlikely. Moreover, this hypothesis fails to explain how
large, non-protein molecules, such as dextrans, can be transferred
to the cytosol in absence of ubiquitination, the latter being a pre-
requisite for ERAD-mediated translocation. Altogether, these
observations do not exclude a role for ERAD in antigen export
to the cytosol, but rather suggest the contribution of additional
mechanisms.

Alternative Hypothesis: Rupture of the

Antigen-Containing Compartment

The first descriptions of the cytosolic pathway for cross-
presentation supposed that antigens could escape endocytic
compartments through membrane rupture. This hypothesis, at
that time termed “indigestion model,” relies on the observation
that large particles are more efficiently cross-presented than
small ones, and could thus be responsible for phagosomal
overload, leading to membrane disruption and efficient antigen
leakage to the cytosol (14). Despite intensive use of this
pathway for cytosolic delivery of antibodies or bioactive proteins

conjugated with endosomolytic peptides (75-77), evidence of its
contribution to cross-presentation were lacking, until recently.

ROS, Lipid Peroxidation, and Membrane Rupture

A recent study showed that following LPS stimulation, VAMPS8-
dependent NOX2 recruitment to BMDC endosomes resulted
in Reactive Oxygen Species (ROS) production and subsequent
endosomal lipid peroxidation (78, 79). This alteration of lipid
structure disrupts endosomal membrane integrity, leading to
antigen escape to the cytosol and OVA cross-presentation (78)
(Figure 1, upper right panel). Interestingly, ROS production in
endocytic compartments is intrinsically linked to cells’ cross-
presenting ability. Indeed, DCs show sustained and stronger ROS
production than macrophages (19), the latter subset increasing
phagosomal ROS production, as well as cross-presentation, only
after activation (17, 19). Moreover, ROS generation is higher
in DC1 than in DC2 phagosomes, thereby correlating with
the enhanced ability of DCls to cross-present antigens (31).
Biophysical studies provided mechanistic insights into lipid
peroxidation-dependent membrane rupture. Oxidized lipid-rich
artificial bilayers show higher water permeability (80), as well as
increased membrane curvature, associated with micellization and
membrane destabilization (81).

Changes in Endolysosomal Membrane Lipid
Composition

Aside from lipid peroxidation, enrichment in ceramide, and
to a greater extent in sphingosine, also triggers membrane
permeability to solutes (82). While some studies proposed
that sphingosine-based lipids could form large channels in
membranes through an “all or none” mechanism (83), others
suggested that sphingolipids actually promote membrane
permeabilization by a graded process involving rigidification
of membrane domains and subsequent creation of local
structural defects (82, 84) (Figurel, lower right panel).
Sphingosine synthesis results from ceramide deacetylation
by two ceramidases, encoded by the Asahl and Asah2 genes,
and respectively functioning at acid or neutral pH. Notably,
the expression of both enzymes is higher in DCls than in
DC2s (immgen.org), suggesting that ceramide conversion into
membrane-disrupting sphingosine could be increased in DC1
endocytic compartments. This DCl-specific enrichment in
sphingosine could possibly be mediated by lipid bodies, which
have also been proposed to destabilize some ER or phagosomal
membrane domains during their formation, thereby causing
leakage of the content of these compartments (85). Along the
same line, BMDCs deficient for Igtp, a GTPase controlling
accumulation of lipid bodies, show a selective defect for cross-
presentation (86). Moreover, intracellular accumulation of lipid
droplets correlates with cross-presentation efficiency, as DCls
display significantly higher amounts of these organelles than
DC2s (86). However, pharmacological interference with lipid
body formation fails to influence antigen export to the cytosol in
the context of saponin adjuvant-based cross-presentation (87).
Thus, the precise role of lipid bodies in cross-presentation and
cytosolic antigen leakage remains to be specified.
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Compensatory Mechanisms for Endocytic Membrane
Rupture

Although several lines of evidence point to a contribution
of endocytic membrane disruption and subsequent antigen
leakage into the cytosol, this model has been repeatedly
dismissed owing to its presumable lack of regulation and
ensuing cell toxicity. Indeed, links between endocytic leakage
and cell death were reported in different systems. Silica
crystal-dependent phagosomal rupture, for example, leads to
cytosolic release of intraluminal cathepsin B, which in turn
activates the NLRP3 inflammasome, resulting in pyroptosis (88).
Hydroxychloroquine-mediated cathepsin release from lysosomes
can also trigger caspase activation and apoptosis (89), suggesting
a requirement for control mechanisms to contain damaging
consequences of leakage.

In this regard, the ESCRT machinery, formerly known for its
key role in viral budding or cytokinetic abscission (90, 91), was
recently identified as a core component of biological membrane
repair following damage (92-96). A role for the ESCRT-I protein
TSG101 in antigen export to the cytosol and cross-presentation
has been previously suggested (73). However, increased cytosolic
export observed following TSG101 silencing had been attributed
to TSG101-dependent inhibition of MR poly-ubiquitination,
required for cytosolic antigen translocation. Yet, considering
the dispensable role of ubiquitination in antigen export to the
cytosol (43) and the fact that TSG101 is also required for
ESCRT-III-mediated repair of endolysosomal membranes (95,
96), defects in endocytic membrane repair, concomitant with
TSG101 depletion, may have also contributed to the observed
increased export phenotype (73). Yet, the possible involvement
of ESCRT-III in controlling antigen export to the cytosol has not
been investigated so far.
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news & views

CROSS-PRESENTATION

Translate less, prime better, to improve
anti-tumor responses

The Né-methyladenosine (méA) RNA-modification pathway affects numerous aspects of immune responses.
A new study now demonstrates that m®A modification of transcripts encoding lysosomal proteases limits the
efficiency of tumor-antigen cross-presentation.

Marianne Burbage, Marine Gros and Sebastian Amigorena

cells. T cells monitor intracellular

fate, including intracellular infection or
transformation, for example, through the
presentation of protein-derived peptides
associated with major histocompatibility
complex (MHC) molecules. These
peptides, of precise lengths, are generated
intracellularly by controlled proteolysis,
and the mechanisms that regulate this
process are critical to the homeostasis and
function of the immune system. In a study
published in Nature, Han et al. now describe
a previously overlooked mechanism for the
regulation of antigen degradation with direct
consequences for antigen cross-presentation
and anti-tumor immune responses'.

The authors show that control of the
N¢ methylation of adenosine residues
(m®A) in mRNA, the most frequent mRNA
modification, controls lysosomal functions.
Genetic ablation of the m°A ‘reader’
YTHDF1 in mice leads to improved tumor
control associated with increased infiltration
of the tumor by T cells, while the presence of
myeloid-derived suppressor cells is reduced.
The increased anti-tumor immune responses
in YTHDF1-deficient mice correlate with
improved ability of conventional dendritic
cells (cDCs) to cross-present antigens and
prime T cells. By analyzing YTHDF1-
binding sites on RNA, m°A profiles
and translation speed in wild-type and
YTHDF1-deficient cDCs, the authors show
that YTHDF1 accelerates the translation
of a select set of genes, including genes
encoding molecules involved in lysosomal
degradation and phagosome maturation.
Thus, YTHDF1-deficient cDCs have lower
expression of cathepsins, at the protein level,
than that of their wild-type counterparts
(Fig. 1). Consistent with the known role of
antigen cross-presentation in the therapeutic
effect of immunotherapy with checkpoint
inhibitors, tumor rejection after treatment
with antibody to the checkpoint inhibitor

nly a minority of cellular proteins
are exposed on the surface of

PD-L1 is improved in YTHDF1-deficient
mice, compared with that in their wild-type
littermates that received the same treatment.

m°A is a broadly distributed RNA
modification present on approximatively
25% of mammalian mRNAs. It is deposited
co-transcriptionally by “writers’ (such as
METTL3) and can be bound by ‘readers’
(such as YTHDF1, YTHDF2 and YTHDF3)
and removed by ‘erasers’ (ALKHB5)".
Deposited predominantly near stop
codons and 3’ untranslated regions, m°A
has been associated with the regulation of
mRNA stability and translation efficiency.
Interestingly, although some controversy
remains as to their precise roles, distinct
functions have been described for the
closely related readers YTHDF1, YTHDEF2
and YTHDEFS3. In particular, the binding
of YTHDF1 to mRNA has been proposed
to improve translation by increasing the
delivery of mRNA to translation complexes
or by directly facilitating translation
initiation®. In contrast, the binding of
YTHDF2 to m°A is associated with
increased degradation of mRNA through
the targeting of mRNA from the translatable
pool to degradation complexes’. While
further molecular characterization is
needed for full delineation of the molecular
participants involved in the deposition of
m°A and its role in mRNA biology, loss-
of-function studies have started to shed
light on its importance during multiple
physiological processes.

In the immune system, deletion of the
writer MTTLS3 or its partner MTTL14 in
all T cells (via Cre recombinase expressed
from the T cell-specific Cd4 promoter) leads
to impaired homeostatic proliferation and
differentiation, associated with increased
expression of genes encoding the SOCS
family of signaling inhibitors and thus
to reduced sensitivity to the cytokine
IL-7°. After viral infection, deletion of the
writer MTTL3 or the reader YTHDF2
leads to substantial increases in the

induction of interferon-stimulated genes
due to stabilization of mRNA encoding
interferon-p*. Interestingly, loss of YTHDF1
in mice causes impaired hippocampus-
dependent spatial learning and memory due
to loss of neuronal-transmission-induced
stimulation of translation®. Han et al.
highlight a similar mechanism in DCs
whereby deletion of YTHDF]1 in DCs leads
to a reduction in the rate of translation

of genes encoding molecules involved in
antigen processing'.

The aforementioned findings of Han et al.!
add to a growing body of publications
showing that cross-presentation of tumor
antigens by type 1 cDCs (cDCls) that is
dependent on the transcription factor Batf3
has a crucial role in anti-tumor immune
responses. Initial insights were provided by
the study of Batf3-deficient mice, which lack
both resident CD8* ¢cDCl1s and migratory
CD103* cDCls. Contrary to their wild-type
counterparts, Batf3-deficient mice show
impaired cytotoxic T cell responses and
subsequently fail to control tumor growth,
even in presence of checkpoint inhibitors®.
Subsequent work, however, has shown that
the absence of cDCls impairs immune
responses to tumors through multiple
mechanisms, not simply through antigen
cross-presentation’. Studies of new mouse
models in which the cross-presenting
ability of cDCls is specifically targeted
without perturbation of cDC1 development
(such as Sec22b"® CD11c-Cre* mice or
Wdfy4~"- mice) have confirmed the absolute
requirement for cDC1-mediated cross-
presentation in anti-tumor immunity®*.

Cross-presentation can be achieved
through two main pathways that are
referred to as ‘vacuolar’ and ‘cytosolic’
and notably differ by the intracellular
location of antigen processing and
subsequent loading on MHC class I
molecules. In the vacuolar pathway, the
degradation of antigens and their loading
onto MHC class I molecules occur in
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Fig. 1| Regulation of antigen cross-presentation by YTHDF1. Tumor-derived antigens are captured by cDC1s and transferred to the antigen-containing
compartment, where they are partially degraded by cathepsins. In YTHDF1-deficient DCs (right), the translation rate of cathepsin transcripts is reduced, which
results in better preservation of antigens and increased cross-presentation efficiency. MHCI, MHC class |; A(n), poly(A) tail; ER, endoplasmic reticulum.

the same endolysosomal compartment.
Conversely, in the cytosolic pathway,
antigens are exported from endosomes

to the cytosol, where they undergo
proteasome-dependent degradation. The
resulting peptides, after translocation
mediated by the transporter TAP, are then
loaded on MHC class I molecules in the
endoplasmic reticulum or in endocytic
compartments. Despite the paucity of
studies investigating the contributions of
each pathway in vivo and under various
physiological conditions, the best evidence
so far points to prominent involvement
of the cytosolic pathway”. Additionally,
cDC1s use only the endosome-to-cytosol
pathway under homeostatic conditions’.
Among the unique properties that favor
the delivery of antigens into this cross-
presentation pathway, narrow regulation
of endolysosomal pH and subsequent
limitation of antigen degradation appear to
be hallmarks of cDC1 physiology.

The insight that limited antigen
degradation promotes antigen cross-
presentation emerged from the comparison
of two subsets of antigen-presenting
immune cells with different degrees of
cross-presentation efficiency: cDCs and
macrophages. While macrophages show
large amounts of lysosomal proteases and
active proteolysis at an acidic pH, cDCs
exhibit low levels of lysosomal cathepsins
and attenuated antigen degradation
associated with an increased ability to cross-
present antigens'’. Thus, cDCls express
substantially lower amounts of transcripts
encoding cathepsins Z, H and C than do
their cDC2 counterparts, which is thus
correlated with increased cross-presenting
efficiency'®. Beyond differential expression
of lysosomal cathepsins, cDCls also actively
maintain an endo- and/or phagosomal
alkaline pH that prevents excessive antigen
degradation and the potential destruction
of epitopes by luminal proteases. So far, two
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mechanisms operating at different cellular
levels have been described to explain how
cDC1s regulate the intraluminal pH of
antigen-containing compartments. First,
higher expression of the small GTPase

Rac2 in cDCls triggers recruitment of the
NADPH oxidase NOX2 to phagosomes

and results in proton consumption and the
production of reactive oxygen species, which
elevates the luminal pH'". Concurrently,
silencing of the transcription factor TFEB
in cDCls impairs endo- and/or phagosomal
acidification and thereby promotes cross-
presentation in this subset'’.

The present study by Han et al. adds a
new level of complexity to the current model
by showing that regulation of endo- and/or
lysosomal pH is dictated, at the translational
level, by reading of the m°A modification
of RNA by YTHDF1'. Most interestingly,
YTHDF1-mediated recognition of m°A-
tagged transcripts encoding lysosomal
proteases promotes their translation.
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These findings provide an alternative
mechanism for the regulation of lysosomal
proteolytic activity that relies on the
regulation of cathepsin protein levels,
autonomous to cDCI. As the system here
is pushed to its limits by YTHDF1’s loss of
function, further studies analyzing how m°A
readers, writers and erasers are modulated in
cDCs during immune responses will certainly
improve the understanding of cDC biology.
As these proteases are also required
for the processing of antigens and their
presentation on MHC class II molecules,
we are tempted to propose a model wherein
variations between cDCls and ¢cDC2s in
their YTHDF1 expression could act as a
molecular ‘switch’ that controls the delivery
of exogenous antigens to MHC class I- or
MHC class II-presentation pathways. In
addition, differential activity of the molecular
machineries responsible for the deposition of
m°A on or its removal from mRNA could also
account for differences in cross-presentation

abilities observed in the two cDC subsets.
This would be particularly interesting,

as beyond the ovalbumin used here as
surrogate tumor antigen, numerous genuine
neoantigens resulting from single-nucleotide
polymorphisms have been described in the
B16-F10 melanoma model'”. Most of these
neoepitopes are presented in a MHC class II-
dependent context and trigger CD4+ T cell
responses. In light of this observation, it
would be of outstanding interest to study how
YTHDF1 modulates targeting of exogenous
antigens to presentation via the MHC class I
or MHC class IT pathways.

The striking results presented in this
report shed new light on how antigen
presentation by cDCs can be modulated
in vivo. Indeed, the results suggest that
inactivating YTHDF1 is sufficient to
improve antigen cross-presentation and
the priming of anti-tumor responses and
thus open new perspectives for therapeutic

targeting of this pathway (Fig. 1). a
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GENE REGULATION

Old dog PU.1 reveals new tricks

The transcription factor PU.1 is not needed for the maintenance of neutrophil identity but is essential for the
prevention of excessive tissue damage due to a prolonged immune response. PU.1 restrains the activation of
neutrophils by antagonizing the AP-1 transcription factor JunB.

Richard Dahl

eutrophils are the predominant
N immune cell in the peripheral blood
and are the first line of defense

against bacterial and fungal infections'.
Neutrophils activated by cytokines or
pathogen-associated antigens respond with
the generation of reactive oxygen species,
anti-microbial peptides and inflammatory
cytokines. Overactivation can lead to tissue
damage and autoimmunity; therefore, a
feedback inhibitory response is needed to
attenuate neutrophil activity. In this
issue of Nature Immunology, Fischer
et al. report a novel role for the Ets family
transcription factor PU.1 (encoded by Spil)
in restraining neutrophil activation through
regulation of the inflammatory epigenome
of neutrophils”.

PU.1 has been well studied for its
role in the development of immune
cells’. Germline null mutations in Spil
result in a complete loss of immune cells
(monocytes, granulocytes, B cells and T
cells)**. Subsequent studies of conditional
deletion of Spil have demonstrated that

520

PU.1 is dispensable for the development
of lymphoid cells from common lymphoid
progenitors and subsequent B cell
function®’. In contrast, disruption of PU.1
in common myeloid progenitors and
granulocyte-monocyte progenitors results in
a block in the differentiation of granulocytes
and monocytes. Deletion of Spil in adult
mice via a MxI-Cre transgene results in a
decrease in mature granulocytes, common
myeloid progenitors, granulocyte-monocyte
progenitors, common lymphoid progenitors
and hematopoietic stem cells.

Fischer et al. generate PU.14%* mice,
in which Spil is deleted specifically in
mature neutrophils®. PU.14% neutrophils
are morphologically indistinguishable
from wild-type neutrophils, and analysis of
peripheral blood, spleen and bone marrow
by flow cytometry does not reveal any
significant differences in the neutrophil
population due to deletion of Spil. The
loss of granulocytes after the induction of
Spil deletion in adult mice appears to be
not due to a requirement for PU.1 in the

maintenance of neutrophil identity. Instead,
the granulocyte loss is due to a combination
of the short half-life of granulocytes and
the inability of Spil-"- hematopoietic stem
and progenitor cells to repopulate the
mature neutrophil population. Whole-
transcriptome profiling of neutrophils
identifies a role for PU.1 in regulating
transcription in mature neutrophils, with
almost 1,000 genes expressed differentially
in Spil™" cells relative to their expression
in wild-type cells. Gene sets associated
with myeloid differentiation (monocytes-
granulocytes) do not have significantly
different expression but, interestingly, the
top-ranked gene ontology (GO) sets affected
in the absence of PU.1 encode molecules in
pathways involved in the immune response.
Neutrophils are the most important
fungicidal immune cells during the early
stage of an infection. To determine if the
gene-expression changes noted above result
in functional consequences, Fischer et al.
challenge wild-type control and PU.14%:
mice with the fungus Candida albicans’.
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