2.DANS LE TROPHOBLASTE, les
cellules tueuses naturelles de la
mere détruisent toute cellule ne
portant pas d’antigénes HLA. Pour-
tant, elles épargnent les cellules
feetales dépourvues de ces anti-
génes. Pour expliquer ce phéno-
méne, les auteurs ont placé en
culture des cellules tueuses et des
cellules cibles ne portant pas *
de HLA; la cellule tueuse libére
alors de la perforine, une molécule
qui troue la membrane de la cel-
lule cible et la lyse (a]. En fai-
sant exprimer I'antigéne HLA-G a
la surface de la cellule cible, les
auteurs ont montré que la cellule
tueuse ne sécrete plus de perfo-
rine (b).Mais I'ajout d'un anticorps
anti-HLA-G, qui empéche la fixation
du récepteur de la cellule tueuse
sur la molécule HLA-G de la cel--~
lulecible, restaure la fonction Iyti-
que de la cellule tueuse{c].
Les HLA-G inhibent donc la mort
des cellules qui les portent, tel-
les les cellules feetales.

', Pérforine;

exvivo (a partir des produits dinterruptions
volontaires de grossesse, nous avons obtenu
des cellules feetales et maternelles).

In vitro,nous avons mis en culture les
cellules des lignées humaines n’exprimant
aucun antigene HLA, ni HLA-G, etnous les
avons mises en contact avec des cellules
tueuses naturelles provenant du sang vei-
neux d’individus sains. Ces dernieres
détruisent les cellules en culture (voir Ia
figure 2). Puis nous avons introduit le
gene HLA-G dans les lignées humaines, qui
synthétisent alors des antigenes HLA-G a
leur surface. Selon I’origine des cellules
tueuses, prélevées dans le sang de diffé-
rents individus, la présence de HLA-G
sur les cellules en culture inhibe I'activité
lytique des cellules tueuses avec une effi-
cacité allant de 78 a 95 pour cent.

Dans une autre expérience, nous avons
traité avec des anticorps anti-HLA-G les
cellules exprimant les molécules HLA-G. Les
anticorps se fixent sur les HLA-G et nous
avons constaté que les cellules tueuses natu-
relles détruisent a nouveau la quasi-tota-
lité des cellules en culture. Ainsi, les HLA-G
inhibentbien les cellules tueuses naturelles.

Est-ce aussile caslors d 'une grossesse ?
Nous avons étudié I'activité lytique des cel-
lules tueuses naturelles a partir de tissus
feetaux et maternels, a savoir des cellules
trophoblastiques et des cellules tueuses infil-
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trantla decidua utérine, obtenues apres des
interruptions volontaires de grossesse.

Ces cellules trophoblastiques expriment
de faibles quantités d’antigénes HLA-C et
ne portent ni HLA-A ni HLA-B. In vitro, les
cellules tueuses maternelles, abondantes
dansla decidua utérine, détruisent des cel-
lules n’exprimant pas ou peu de molécu-
les HLA classiques a leur surface, a l'instar
des cellules trophoblastiques. Pourtant, les
cellules trophoblastiques feetales survivent
et ne sont pas rejetées par ces cellules
tueuses maternelles. Comment expliquer
cet apparent paradoxe?

HLA-G inhibe la mort
des cellules fetales

En 1999, nous avons montré ex vivo que
la présence de la protéine HLA-G protége
les cellules trophoblastiques de I'activité
destructrice des cellules tueuses naturel-
les maternelles. La protection est particu-
lierement efficace puisque les cellules
feetales sont épargnées méme quand nous
les mettons en présence de cellules tueu-
ses provenant de meres différentes.
Enoutre, quand nous avons traité avec
des anticorps anti-HLA-G les cellules humai-
nes en culture, nous avons montré que
les cellules tueuses naturelles détruisent
les cellules trophoblastiques. Et pour déter-
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miner si les antigenes HLA-C, présents en
faible quantité sur les cellules fcetales, pro-
tegent contre les cellules tueuses, nous
avons réalisé des expériences semblables
avec un anticorps anti-HLA-C. Ce dernier
ne restaure pas la destruction des cellules
trophoblastiques par les cellules tueuses.
Seule la présence des antigenes HLA-Gala
surface des cellules fcetales les protege.

En conséquence, la molécule HLA-G
inhibe les cellules tueuses naturelles.
Comment agit-elle ? Elle se fixe sur des
récepteurs inhibiteurs de la cytolyse: ILT2,
ILT4 et KIR2DL4. Ce dernier surtout est
présent a la surface des cellules tueuses
naturelles infiltrant la decidua utérine.
La liaison du HLA-G au récepteur de la
cellule tueuse naturelle bloque le signal
intracellulaire qui déclenche la migra-
tion des granules contenant la perfo-
rine vers le site de contact. La perforine
n’est alors plus sécrétée: la cellule feetale
n’est pas détruite.

Des le début de la grossesse, a partir
d’unseul gene, les cellules fcetales produi-
sent en fait sept formes de HLA-G; quatre
sont membranaires (HLA-G1, HLA-G2,
HLA-G3 et HLA-G4) et s’expriment a la sur-
face des cellules feetales, et trois formes
solubles (HLA-G5, HLA-G6 et HLA-G7) sont
sécrétées dans le plasma sanguin et le
liquide amniotique. Danslenoyau, le géne
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estd’abord transcrit en ARN messager, une
sorte de copie du géne. Puis ce que I'on
nomme un épissage alternatif alieu:1’ARN
messager peut subir des coupures et des
ligatures qui conduisent a la suppression
de certaines régions dans I’ARN final. Ainsi,
sept ARN messagers différents apparais-
sent et quittent le noyau. Ils migrent dans
le cytoplasme de la cellule ot ils sont tra-
duits en sept protéines distinctes qui ont
des structures et des formes différentes (voir
I'encadré ci-dessous).

En 2001, nous avons montré que tou-
tes les formes membranaires et solubles
de HLA-G protegent le foetus des cellules
tueuses maternelles. Les formes membra-
naires de HLA-G jouent un rdle de tolé-

rance immunitaire localement, la ot1 s'im-
plantel’embryon, tandis que les formes cir-
culantes auraient une activité systémique,
dansl’ensemble del'organisme feetal. Mais
pourquoi plusieurs formes de HLA-G
existent-elles dans le tissu feetal ?
Certains feetus n’expriment pas toutes
les formes de molécules HLA-G, carils pré-
sentent dans leur génome deux variants
nommés null du gene HLA-G. A cause d'une
mutation ponctuelle, le gene HLA-G nullne
produit pas les formes HLA-G1, HLA-G4
et HLA-G5. Pourtant, des adultes portent
deux variants null dans leur génome,
preuve que leur développement feetal n’a
pas été interrompu (et qu'ils exprimaient
des molécules HLA-G fonctionnelles). Au

laboratoire, nous avons fait exprimer ce
variant muté dans des cellules dépourvues
d’antigenes HLA-G; celles-ci produisent les
protéines HLA-G2 et HLA-G6. Et ces antige-
nes protegent les cellules contre les cellu-
les tueuses naturelles. Ainsi, une mutation
dans le gene HLA-G peut empécher la syn-
these de certaines formes de HLA-G, mais
d’autres sont encore exprimées.

En outre, les formes solubles d'antige-
nes HLA-G sont nécessaires a I'implanta-
tion del’embryon dans 1'utérus maternel.
Quand on réalise une fécondation in vitro,
on introduit dans l'utérus d’une femme
un embryon «étranger». Cet embryon a
été obtenu apres une fécondation in vitro
entre un ovocyte (issu ou non de la future

LA SYNTHESE DES SEPT ANTIGENES HLA-G CHEZ LE FEETUS

es cellules feetales expriment un antigéne HLA particulier,
I. nommé HLA-G. Cette protéine existe en fait sous sept isoformes.
Chaque cellule feetale porte deux variants du gene HLA-G, un sur le
chromosome paternel et un sur le chromosome maternel.

Dans le noyau, chaque variant est transcrit en ARN messager, une sorte
de copie du géne (un seul est représenté). L' ARN messager subit alors un
épissage alternatif: certaines régions sont supprimées, d'autres sont ra-
boutées, de sorte que |'on obtient sept versions différentes de I'ARN mes-
sager. Ces sept ARN messagers migrent dans le cytoplasme ou ils sont tra-
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duits en protéines. Ces derniéres transitent dans le réticulum endoplasmi-
que d'ou elles sortent en ayant acquis leur conformation finale. Puis elles
se déplacent dans la cellule via des vésicules de transport; les antigenes
HLA-G de surface, HLA-G1, HLA-G2, HLA-G3 et HLA-G4, s'expriment a la mem-
brane plasmique de la cellule foetale; les HLA-G solubles, HLA-G5, HLA-G6 et
HLA-G7, sont sécrétées dans le sang du feetus et le liquide amniotique.

Tous ces HLA-G inhibent I'activité des cellules tueuses maternelles. Si
une mutation du géne HLA-G provoque une perte d'expression de certai-
nes formes, il en reste toujours d'autres pour protéger le foetus.
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mere) et un spermatozoide. L'embryon
produit des molécules HLA-G avant d’étre
implanté dans 1'utérus. En 2010, en étu-
diant 4212 cultures d’embryon, I'équipe
de Vera Rebmann, de1'Université de Essen
en Allemagne, a montré que l'implanta-
tion de l'embryon et la réussite de la gros-
sesse dépendent de la quantité de HLA-G
solubles libérés par I'embryon; plus elle
estimportante, plus la grossesse a de chan-
ces de se dérouler jusqu’a son terme.

Les antigénes HLA-G sont donc néces-
saires a la tolérance feeto-maternelle. Leur
absence ou leur quantité insuffisante
devrait donc provoquer des avortements
spontanés, ¢’est-a-dire des rejets du foetus
par l'organisme maternel. En 2000, nous
avons étudié 1'expression de HLA-G lors
de la prééclampsie, une pathologie de la
grossesse qui se manifeste par une hyper-
tension artérielle chez la mere et conduit
ades avortements ou a des accouchements
prématurés. Les causes de lamaladie sont
inconnues, mais on observe un défaut de
vascularisation du placenta, qui ne regoit
pas suffisamment de sang maternel. Pour
compenser ce manque de sang vers le
feetus, l'organisme de la meére en envoie
davantage (d'otI'hypertension artérielle)
ou prive en oxygene ses organes vitaux,
ce qui peut aboutir a des défaillances réna-
les par exemple.

Leur absence cause
des avortements

Le placenta est d’autant plus vascularisé
qu'il crée des replis (ou invaginations) dans
la decidua utérine. Nous avons montré,
avec des placentas normaux, que ce degré
d’invasion est d’autant plus grand que
I'expression des HLA-G est importante.
Pour les placentas prééclamptiques, I'ex-
pression des HLA-G est diminuée, et la
forme HLA-G3 estabsente. A noter que l'ex-
pression des HLA-G dans le trophoblaste
est indépendante des anomalies chromo-
somiques embryonnaires.

D’autres pathologies pendant la gros-
sesse peuvent conduire a des fausses cou-
ches spontanées. C’est le cas des infections
du trophoblaste par I'herpesvirus et le
cytomégalovirus. Dans ces deux cas, on
n’observe pas d’expression des molécu-
les HLA-G a la surface des cellules feeta-
les. Quand une protéine, telle HLA-G,
est synthétisée dans une cellule, elle est
assemblée dans le cytoplasme. Cette pré-
protéine subit ensuite une maturation
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3. UHERPESVIRUS peut infecter le trophoblaste, quand une femme est contaminée pendant sa
grossesse. Or, dans les cellules trophoblastiques, ce virus sécréte des protéines quiinhibent le trans-
port des vésicules contenant les antigénes HLA-G du réticulum endoplasmique a la membrane. Lex-
pression des HLA-G diminue, de sorte que les cellules tueuses maternelles peuvent rejeter le feetus.

dans un compartiment du cytoplasme
nommé le réticulum endoplasmique. Puis
la protéine sort du réticulum endoplas-
mique par des vésicules de transport
qui la conduisent a la membrane cellu-
laire. Or I'herpesvirus sécrete des pro-
téines, telle ICP47, qui inhibent une
protéine de transport participant au trans-
fert des molécules HLA-G du réticulum
endoplasmique vers la surface cellu-
laire (voir la figure 3). La diminution du
nombre de HLA-G dans le trophoblaste
provoque un avortement (car les cellules
tueuses naturelles de la mere le rejettent).

De méme, dans le trophoblaste, le cyto-
mégalovirus diminue l'expression mem-
branaire des HLA-G et de HLA-C via deux
mécanismes distincts ; une protéine virale
s’associe a ces deux antigeénes et les retient
dans le réticulum endoplasmique; une
autre inhibe le transport du réticulum
endoplasmique vers la surface cellulaire.

Les antigénes HLA-G permettent donc
lanidation deI'ovule fécondé dans 1'uté-
rus, en empéchant le systeme immuni-
taire maternel de le rejeter. Un défaut
d’expression de ces molécules — a cause
d’un virus ou d’autres infections, par
exemple parasitaires — aboutit souvent
a une fausse couche.

Différentes équipes ont confirmé ces
résultats in vivo. En 2005, Spyros Dendri-
nos, de I'Université d’ Athénes, et ses col-
legues ont suivi la gestation de souris
transgéniques exprimant les molécules
humaines HLA-G. Ils ont montré que
les HLA-G sont présents dans le sérum des

souris juste apres la fécondation et leur
concentration augmente progressivement
pendant la gestation. En interrompant la
gestation de ces souris avec un agent anti-
progestérone, la mifepristone (RU486),
les biologistes ont constaté une diminu-
tion immédiate et importante des quan-
tités de HLA-G circulant dans le sang,
accompagnée d un avortement. Ces résul-
tats montrent que les HLA-G existent tres
tot apres la fécondation; chez la femme,
ils seraient un marqueur de bon déroule-
ment de la grossesse.

Qui plus est, les singes rhésus expri-
ment une molécule nommée Mamu-AG
proche des antigénes humains HLA-G. Au
début des années 2000, Ted Golos, de1'Uni-
versité du Winsconsin aux Etats—Unis, et
ses collegues ont montré le r6le fondamen-
tal de cet homologue lors de la gestation;
ils ont bloqué la molécule Mamu-AG,
soit avec un anticorps neutralisant, soit
avec un ARN interférant qui empéche la
transcription du géne. Dans les deux cas,
ils ont observé un arrét du développement
placentaire et une altération de la vascu-
larisation existant entre la mere et le foetus.
Ainsi, in vivo, les molécules d’histocom-
patibilité sont essentielles a lamise en place
d’un environnement favorable au bon
développement de la gestation.

Parailleurs, les antigenes HLA-G ont une
autre fonction: ils permettraient aux cellu-
les feetales de migrer dans le sang et les
tissus de la mere. Ce mécanisme, qualifié
de microchimérisme, estla présence dans
un organisme, a une faible concentration,
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