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HLA-DM ou comment rendre
les molécules HLA de classe Il présentables

Les molécules codées par les génes
du complexe majeur d’histocompati-
bilit¢ (CMH) de classe II jouent un
role central dans la réponse immuni-
taire en présentant des peptides exo-
genes (c’est-a-dire issus de la dégra-
dation de protéines extracellulaires
endocytées par la cellule) aux récep-
teurs des lymphocytes T CD4. Chez
I’homme, le CMH est constitué par
les génes HLA de classe II situés sur
le bras court du chromosome 6 (ban-
de p 21.3). Du centromeére vers le té-
lomeére, plusieurs sous-régions HLA
de classe II ont été identifiées : HLA-
DP, HLA-DN, HLA-DO, HLA-DQ, et
HLA-DR. A I'exception de DN et de
DO, tous les hétérodimeéres HLA de
classe II sont composés de deux
chaines o et B, respectivement co-
dées par les génes A et B du locus cor-
respondant. Ces chaines sont extreé-
mement polymorphes (excepté pour
DRa et DPal) et sont présentes a la
surface cellulaire.

En 1991, la sous-région HLA-DM est
venue s’ajouter a cette liste grace a la
description simultanée des génes
HLA-DMA et HLA-DMB humains [1]
et des génes Ma, Mbl et Mb2 murins
(2].

Les génes et les protéines HLA-DMA
et HLA-DMB

Les génes HLA-DMA et HLA-DMB
sont localisés entre les geénes HLA-
DNA et HLA-DOB, a proximité des
génes TAPI et TAP2 [3] qui codent
pour le transporteur de peptides in-
dispensable a la présentation de pep-
tides endogenes (c’est-a-dire dérivés
de protéines synthétisées dans la cel-
lule) par les molécules du CMH de
classe I (figure 1). Récemment, une
organisation génomique précise des
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génes HLA-DM a été publiée [4].
Les génes HLA-DMA et -DMB sont
respectivement composés de cinq et
six exons. Comme pour tous les
autres génes du CMH de classe II, le
geéne HLA-DMB est plus long que le
gene HLA-DMA. L’homologie de sé-
quence entre les génes HLA-DM et
les autres génes du CMH de classe 11
ou de classe I étant relativement
faible (= 30%), on peut penser que
HLA-DMA et -DMB sont des genes an-
ciens et qu’ils ont di diverger en
méme temps que les génes du CMH
de classe I et II.

Les génes HLA-DMA et -DMB sont
sous le contréle d’un promoteur
proximal présentant une grande ana-
logie avec les autres génes HLA de
classe II. La séquence nucléotidique

révele I'existence de boites consensus
X et Y, responsables de la fixation de
protéines transrégulatrices indispen-
sables a I’expression des molécules
HLA de classe II. Comme les autres
génes HLA de classe II, les génes
HLA-DM sont inductibles par l'inter-
féron-y. Dans les lymphocytes B, les
génes HLA-DMA et HLA-DMB sont
tous les deux transcrits en un ARN
messager de 1,2 kb, mais aucune ex-
pression n’a pu étre détectée dans les
lymphocytes T.

Les genes HLA-DMA et HLA-DMB
codent, respectivement, pour des
protéines de 261 et 263 acides ami-
nés dont I’organisation est similaire
a celle des autres molécules HLA de
classe II. La partie extracytoplas-
mique C-terminale divisée en un do-
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Figure 1. Localisation des génes HLA-DMA et DMB dans la région HLA
de classe Il. Les génes HLA-DMA et -DMB (en rouge) sont localisés, au ni-
veau du bras court du chromosome 6, dans la région HLA de classe Il. Les
produits de ces génes sont impliqués dans la présentation de peptides anti-
géniques par les molécules HLA de classe Il. Parmi les nombreux autres
génes connus situés dans cette région, on peut citer: (1) les génes HLA de
classe Il proprement dits dont les produits, présents a la membrane, forment
des hétérodimeres responsables de la fixation des peptides antigéniques (en
bistre); (2) & cété de ces génes fonctionnels, il existe également plusieurs
pseudo-genes (blancs),; (3) enfin, les génes codant pour les molécules TAP et
LMP impliquées dans la présentation de peptides antigéniques par les molé-
cules HLA de classe | (hachurés).



maine distal et un domaine proxi-
mal est composée de 191 acides ami-
nés pour la chaine HLA-DMa et
189 acides aminés pour la chaine
HLA-DMP. La partie intra-cytoplas-
mique N-terminale est beaucoup
plus courte avec 9 acides aminés
pour la chaine HLA-DMoa et 22
acides aminés pour la chaine HLA-
DMB. Ces deux parties sont séparées
par une portion transmembranaire
riche en acides aminés hydrophobes.
HLA-DMa posséde deux sites poten-
tiels de N-glycosylation, alors que
HLA-DMB n’en posséde qu’'un. Sans
aucune glycosylation post-traduc-
tionnelle, la chaine HLA-DMa aurait
un poids moléculaire relatif de 26,2
et un pl de 4,1, alors que la chaine
HLA-DMB aurait un poids molécu-
laire de 27,1 et un pl de 7,2. Les pre-
miéres modélisations du dimére
HLA-DM permettent de prédire
I’existence d’un site de liaison pepti-
dique similaire a celui décrit pour
les molécules HLA-DR. Néanmoins,
la présence de nombreuses cystéines
susceptibles de former des ponts di-
sulfure rendrait la molécule HLA-
DM plus rigide et permet de pré-
voir une capacité de liaison pepti-
dique plus restreinte.

Les genes du CMH de classe II sont
caractérisés par un polymorphisme
plus ou moins important suivant le
locus et les génes HLA-DMA et HLA-
DMB ne dérogent pas a cette réegle.
A Theure actuelle, les génes HLA-
DMA et HLA-DMB présentent quatre
alleles chacun, officiellement réper-
toriés dans la derniére mise a jour
de la nomenclature des facteurs du
systtme HLA. Cette nomenclature
ne prend en compte que le poly-
morphisme de I’exon 3 qui code
pour le domaine le plus proximal
par rapport a la membrane [5-7]. Il
est donc peu probable que ce poly-
morphisme ait quelque influence
sur la structure de I’éventuel site de
liaison peptidique des molécules
HLA-DM. Un polymorphisme de
I’exon 2 du géne HLA-DMB a égale-
ment été décrit dans la population
hispanique, mais étant donné la
faible représentation du variant
(seulement 1 %), ce polymorphisme
n’a pas été pris en compte pour
I'instant dans la nouvelle nomencla-

I ture.
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Etant donné le profil d’expression
des produits des génes HL.A-DMA et
HILA-DMB, superposable a celui des
molécules du CMH de classe 11, leur
similarité structurale avec la molécu-
le HLA-DR, et la grande analogie de
séquence entre les génes HLA-DM et
leurs homologues murins (> 70%),
la fonction des molécules HLA-DM
semble étre au tout premier plan.

Role des molécules HLA-DM

La structure tridimensionnelle hypo-
thétique des molécules HLA-DM, a la
fois proche de celle des molécules
HLA-DR par leur organisation en do-
maines al, B1, a2 et B2, et fonciére-
ment différente du fait de sa rigidité,
semble indiquer que le rdle de ces
molécules dans la capture et/ou la
fixation de peptides antigéniques est
plutét restreint. Ainsi, les toutes pre-
miéres études proposaient un role
dans la présentation de peptides par-
ticuliers. Cette hypothése était fon-
dée sur I'exemple de I'antigéne mu-
rin Mta, trés proche des molécules
du CMH de classe I, et spécialisé
dans la présentation de peptides mi-
tochondriaux [8].

Ce sont en fait les travaux de E. Mel-
lins et de D. Pious qui ont permis de
cerner d’un peu plus prés le réle des
molécules HLA-DM. En effet, le cri-
blage de mutants, dérivés de la li-
gnée B lymphoblastoide 8.1.6 par
mutagenése chimique et sélection-
nés négativement par un anticorps
monoclonal 16.23 capable de recon-
naitre un épitope conformationnel
sur le domaine PB1 des molécules
HLA-DRS3, a permis d’isoler le clone
9.5.3. Ainsi, le clone 9.5.3 présente
une densité membranaire de molé-
cules HLA de classe II normale puis-
qu’il exprime I'épitope reconnu par
I'anticorps anti-HLA-DR total, L243,
mais il n’exprime pas I'épitope
conformationnel reconnu par 16.23.
De plus, ce mutant est déficient dans
la présentation d’antigénes natifs
exogenes, malgré une présence
quantitativement normale de ces
molécules HLA de classe II a la sur-
face [9]. Cette étude pilote a, pour la
premiere fois, émis I’hypothése de
I'existence de molécules différentes

des molécules HLA de classe II, ayant
un roéle important dans la présenta-
tion et I'apprétement des antigénes
exogenes. Tres vite, par I'analyse de
la cartographie génomique de diffé-
rents mutants de méme phénotype
et présentant des délétions dans la
région HLA de classe II, les génes co-
dant pour ces molécules ont été lo-
calisés entre les génes DNA et DOB
[10]. Les molécules HLA-DR expri-
mées par ces mutants ne présen-
taient pas les caractéristiques des
molécules HLA-DR des cellules pa-
rentales normales dont ils étaient is-
sus. Ainsi, les molécules HLA-DR ne
contenaient-elles  pas  I’épitope
conformationnel reconnu par I'anti-
corps 16.23 et avaient-elles perdu
leur stabilité dans des solutions de
détergents. L’analyse des complexes
HLA-DR/peptide de ces mutants a
révélé que 60% a 70 % des molé-
cules DR étaient associées a un grou-
pe de peptides dont la séquence est
centrée sur les résidus 80-103 de la
chaine invariante: cette séquence a
été appelée CLIP (pour class II asso-
ciated invariant chain peptide) [11, 12].
Le fait que des complexes HLA-
DR/CLIP aient également été re-
trouvés dans des cellules normales,
mais dans une proportion plus
faible, indique que ces complexes
peuvent représenter un intermédiai-
re physiologique qui se serait accu-
mulé dans les mutants.

En fait, le lien entre cette fonction
indispensable a la présentation des
antigénes exogenes par les molécules
HLA-DR, appelée CIIP (pour class I
presentation locus) et les génes HLA-
DM n’a été fait que récemment [13,
14]. Il s’est avéré que le mutant 9.5.3
présentait une substitution nucléoti-
dique unique qui introduisait un co-
don stop dans le deuxiéme exon de
HLA-DMB [13]. Ainsi, les transfec-
tions des génes HLA-DMA et HLA-
DMB dans les mutants 2.2.93 [13] et
9.5.3 [14] respectivement ont permis
de restaurer le phénotype caractéris-
tique des cellules souches normales,
a savoir la capacité de présentation
des antigénes exogenes natifs par les
molécules HLA-DR.

L’étude d’'un mutant HLA-DRA ex-
primant le méme phénotype que les
mutants HLA-DM a permis d’appor-
ter plus de précision sur la relation
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Figure 2. Voies de présentation des antigéenes par les molécules HLA de clas-
se ll. Trés tét lors de leur synthése, dans le réticulum endoplasmique, les
molécules HLA de classe | sont associées a la calnexine. La calnexine lie tou-
te molécule qui n‘a pas atteint la conformation nécessaire a sa sortie du réti-
culum endoplasmique [16]. Une fois correctement assemblé, le complexe tri-
moléculaire HLA de classe I/32-microglobuline/peptide transite par I'appareil
de Golgi avant de s’exprimer a la surface cellulaire. Dans le réticulum endo-
plasmique, le complexe HLA de classe Il (af)/chaine invariante (li) s’associe
également a la calnexine (non schématisé) jusqu’au moment ou trois tri-
meéres ofli se lient, le nonameére résultant pouvant alors sortir du réticulum
endoplasmique [17]. Une fraction des triméres afli (= 3%) est directement
transportée vers la surface cellulaire, ou les complexes afli sont rapidement
internalisés [18] (voie accessoire représentée par des fleches fines). La majo-
rité des triméres ali est dirigée gréce a la li vers un (des) compartiment(s)
endosomiques acides (voie principale représentée par des fléches épaisses).
C’est au sein de ces compartiments que la chaine invariante est dégradée,
permettant ainsi aux diméres af} de fixer les peptides antigéniques issus de
la dégradation de protéines exogenes endocytées dans la cellule. Il existe
une voie alternative de présentation faisant intervenir des molécules of
mdres d’abord exprimées a la surface cellulaire puis internalisées dans les
endosomes précoces et enfin recyclées et exprimées a nouveau a la surface
cellulaire. Les molécules HLA-DM ont été mises en évidence dans le com-
partiment appelé MIIC (pour MHC class Il compartment), trés riche en com-
plexes of/peptide (voir figure 3, pour détail). (RE: réticulum endoplasmique;
TGN': réseau trans-golgien.)
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éventuelle entre HLA-DR et HLA-DM
[11]. En effet, une mutation ponc-
tuelle en position 96 de la chaine
DRa introduit une N-glycosylation
supplémentaire qui altére la confor-
mation des molécules HLA-DR ainsi
que leur résistance a des détergents
et cela sans modifier leur expression
membranaire. En outre, ce mutant
est déficient dans la présentation
d’antigénes natifs internalisés par en-
docytose, fonction restaurée apres
transfection du géne HLA-DRA in-
tact. Etant donné les caractéristiques
similaires des mutants DM et de ce
mutant DRA, il est tentant de penser
qu’'une association directe, via la
chaine DRo, entre les molécules
HLA de classe II et les molécules DM
est indispensable a la fonction DM.
Cette association physique serait en
tout point comparable a celle des
molécules TAP et HLA de classe I
dans le réticulum endoplasmique
avant la formation du complexe HLA
de classe I/peptide [15] .

La voie classique de présentation des
antigénes natifs exogénes par les mo-
lécules HLA de classe II dépend de
I'expression de molécules nouvelle-
ment synthétisées (et plus particulie-
rement des molécules HLA-DR), de
la chaine invariante et de HLA-DM.
Paralléelement, deux autres voies de
présentation par les molécules HLA
de classe II ont été décrites (figure 2).
La premiére est une voie alterne de
présentation des antigénes exogeénes,
indépendante de toute synthése pro-
téique, de méme que de I’expression
de la chaine invariante et de HLA-
DM, qui met en jeu des molécules
HLA de classe II mures recyclant a la
surface cellulaire [19]. La deuxiéme
est une voie de présentation d’anti-
génes endogénes cytosoliques, syn-
thétisés dans la cellule, qui serait phy-
siquement séparée de la voie
classique de présentation par les mo-
lécules HLA de classe I. Cette voie
endogéne des molécules HLA de
classe II est indépendante des génes
TAP, mais nécessite I’expression des
genes HLA-DMA et -DMB [20].

Fonction intrinséque des molécules
HLA-DM

L’incapacité des mutants HLA-DM de
présenter un répertoire normal de
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complexes CMH de classe II/peptide
ainsi que la nécessité des molécules
DM pour les voies de présentation fai-
sant intervenir des molécules HLA de
classe II néosynthétisées ont permis
de proposer plusieurs hypothéses sur
la fonction intrinséque des molécules
HLA-DM (figure 3). (1) HLA-DM pour-
rait agir telle une molécule chaperon-
ne des molécules HLA de classe II et
interviendrait, soit dans le transport,
soit dans le repliement conformation-
nel nécessaire a la bonne fixation du
peptide dans le site peptidique. (2)
Etant donné la structure des molé-
cules HLA-DM, celles-ci pourraient
assurer une fonction de fixation non
spécifique de peptides. Dans ce cas,
elles serviraient de navette pour la li-
vraison des peptides dans le comparti-
ment acide ou ils s’associent aux mo-
lécules HLA de classe II avant
l'expression des dimeéres off a la
membrane. (3) HLA-DM pourrait
également étre requise pour une éli-
mination efficace des produits de la
dégradation de la chaine invariante.
Dans ce modéele, le site de fixation
peptidique de HLA-DM aurait évolué
pour une fixation spécifique et exclu-
sive de CLIP. La présence de HLA-
DM comme un réceptacle de CLIP
permettrait I’élimination de CLIP en
I'absence de protéases dans un com-
partiment qui contient probablement
des peptides immunogenes, sensibles
a toute activité protéasique. Les argu-
ments apportés par deux études ré-
centes sur les conséquences d'un dé-
ficit HLA-DM sur les propriétés et les
fonctions des molécules murines I-A?
[21] et I-Ak [22] sont en faveur de cet-
te derniére hypothése.

Quel que soit le modele considéré,
les molécules DM auraient donc un
role fondamentalement différent de
celui des molécules HLA-DR, c’est-a-
dire que le complexe peptide/DM
ne serait pas un ligand du récepteur
des lymphocytes T et sa fonction se-
rait essentiellement intracellulaire.
L’analyse des séquences de DMB et
de Mb permet de suggérer ces deux
aspects. En effet, d’une part, elles ne
présentent aucune analogie avec les
autres chaines B des molécules du
CMH de classe II dans le domaine 2
responsable de l'interaction avec le
corécepteur CD4 [23]. D’autre part,

mmmmmmm clles divergent des chaines B des mo-
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lécules du CMH de classe II en trois
ou quatre positions trés conservées
(80-83) qui sont impliquées dans le
transport et le ciblage des molécules
HLA-DR vers la surface cellulaire
(24]. Enfin, I'utilisation d’anticorps a
permis de localiser les molécules
HLA-DM exclusivement dans la cellu-
le et plus précisément dans le com-
partiment MIIC (pour MHC class II
compartment) trés riche en complexes
of/peptide.

Figure 3. Réles hypothétiques des
molécules HLA-DM dans la présenta-
tion des antigénes exogeénes par les
molécules HLA de classe ll. Les mo-
lécules HLA-DM, exprimées essen-
tiellement & l'intérieur des cellules
présentant I’antigéne, pourraient in-
tervenir dans la présentation antigé-
nique. Trois modéles ont été propo-
sés. A. L’hétérodimére DMA-DMB
agirait comme une molécule chape-
ronne permettant le repliement
conformationnel adéquat des molé-
cules HLA de classe Il indispensable
a la fixation des peptides antigé-
niques. B. L’hétérodimére DMA-DMB
se comporterait comme une «navet-
te a peptides », convoyant ainsi jus-
qu’au compartiment MIIC (pour MHC
class Il compartment, trés riche en
complexes ofi/peptide) les peptides
antigéniques qui  s’associeraient
alors aux molécules HLA de classe .
C. L’hétérodimére DMA-DMB consti-
tuerait un réceptacle pour les pep-
tides CLIP issus de la dégradation de
la chaine invariante, qui seraient ain-
si éliminés, libérant alors le site de
fixation des molécules HLA de classe
Il pour les peptides antigéniques.

HLA-DM et auto-immunité

Au moment de la découverte des
geénes TAP et LMP, certaines équipes
s’étaient intéressées a I'association
éventuelle de ces génes avec cer-
taines maladies auto-immunes asso-
ciées au composant HLA de classe II,
sans que des résultats nets et una-
nimes aient été obtenus [25]. Jus-
qu’a présent, aucune étude compa-
rable concernant les génes HLA-DM
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n’a été publiée, vraisemblablement
en partie a cause d’un polymorphis-
me restreint. Il serait néanmoins in-
téressant de réaliser une telle étude
en tenant compte des déséquilibres
de liaison qui ont été décrits entre les
génes DM et les autres génes du sys-
téme HILA de classe II [26].

Du fait de la grande analogie de
structure de leurs régions promo-
trices, I'expression des génes HLA-
DM et des autres génes HLA de classe
II est vraisemblablement coordonnée
et inductible par I'interféron y. Dans
les lymphocytes B, les premiers résul-
tats semblent indiquer que la fixation
du peptide antigénique a I’hétérodi-
mere HILA de classe II dépendrait du
niveau d’expression des molécules
HILA-DM [14]. Au vu de ces résultats,
les auteurs suggerent qu’en cas de di-
minution de I'expression des génes
HLA-DM le répertoire des peptides
antigéniques présentés par les molé-
cules HILA de classe II soit modifié,
privilégiant la présentation de pep-
tides normalement non présentés
[14] et pouvant constituer un des
mécanismes d’auto-immunisation Bl
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