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GLOSSAIRE

Alléle : Chacun des deux génes de méme fonction occupant un site homologue sur chacun des

deux chromosomes d'une paire.

Alloanticorp : Anticorps produit entre individus non identiques appartenant & une méme

espece.

Allogreffe : Greffe pratiquée entre deux individus d'une méme espéce génétiquement
différents.

Angiogenése : Formation de nouveaux vaisseaux a partir de vaisseaux préexistants ou de

précurseurs des cellules endothéliales (hémangioblastes).

Apoptose : Mécanisme de mort cellulaire programmée, intervenant pendant le développement
de lembryon et permettant la différenciation des organes définitifs a partir des structures

embryonnaires.

Autocrine : est un mode de signalisation cellulaire impliquant des messagers chimiques
hormones, cytokines qui agissent sur la cellule méme qui les a synthétisés a travers des

récepteurs de la membrane cellulaire.

Avortement spontané : est actuellement défini comme l'expulsion non provoquée du produit
de conception avant que le feetus ne soit viable, soit autour de 24 semaines complétes de

grossesse avec un poids feetal inférieur a 500 g.

Chémokine : Cytokine (molécule du systeme immunitaire) dont l'effet le plus important est
de favoriser la migration de cellules (lymphocytes, monocytes, polynucléaires), et d'entrainer

leur accumulation a I'endroit ou a été sécrétée la cytokine.

Chorion : Membrane externe de I'ceuf, issue de la réunion du trophoblaste et du mésoblaste

au début de la grossesse. 11 est expulsé avec le placenta apres I'accouchement.

Cytokine : Molécule sécrétée par un grand nombre de cellules, en particulier les lymphocytes
(globules blancs intervenant dans limmunité cellulaire) et les macrophages (cellules de
défense de lorganisme chargées d'absorber des particules étrangeres) et impliquée dans le

développement et la régulation des réponses immunitaires.
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Cytotrophoblaste : 11 correspond la couche interne du trophoblaste et se compose de cellules
ovoides mononuclées, Il apparait au 8° jour du stade embryonnaire précoce, il participe

largement a la mitose et la division des cellules.

Decidua basalis (caduque basale) : est une portion de 'endométre de l'utérus, qui a la suite
de linstallation d'un blastocyste va se difféerencier et sera a lorigine de la partie maternelle

du placenta. Elle se situe entre la paroi du myométre (ou muscle utérin) et le blastocyste.

Diabéte gestationnel : diabéte sucreé transitoire survenant pendant la grossesse. Il apparait au
cours du 3 trimestre de la grossesse. Il se caractérise par une hyperglycémie modérée, sans
gravité pour la mére mais pouvant avoir des répercussions sur ’enfant. La plus importante est

la macrosomie (croissance intra-utérine excessive), qui peut rendre 1’accouchement difficile.

Endométre : Muqueuse tapissant la face interne de [utérus. L'endométre subit des
modifications tout au long de la vie de la femme. Au cours du cycle menstruel, sous
l'influence de la sécrétion hormonale, il s'épaissit pour préparer une éventuelle nidation de
l'eeuf et assurer sa nutrition. En l'absence de fécondation, la couche superficielle de
lendometre se décolle et est éliminée, formant les régles. Apres la ménopause, I'endometre

s'atrophie et le cycle menstruel est interrompu.

Epitope :la plus petite partie d'une molécule d'antigéne capable de s'associer au site de liaison
(paratope) d'une molécule réceptrice d'antigene (anticorps, récepteurs membranaires des
lymphocytes B et T).

Facteur V de Leiden : est une protéine qui compose le plasma sanguin et qui entre dans le
processus de coagulation sanguine. Il existe une anomalie héréditaire par mutation du géne du

facteur V, appelée facteur V Leiden, responsable de troubles de la coagulation.

Génome : ensemble du matériel génétique, c'est-a-dire des molécules d’ADN, d'une cellule ou

d’une espéce.
Haplotype : ensemble de genes se transmettant « en bloc » lors de la reproduction.

Hétérodimére : protéine composée de deux sous-unités différentes
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HLA Matchmaker : est un algorithme informatique structuré pour déterminer l'appariement

HLA au niveau de l'epitope.
Immunogeéne : Qui induit une réaction immunitaire.

Immunotolé rance : Etat d'un organisme immunotolérant (qui ne réagit pas par la production

d'anticorps correspondant a I'introduction d'un antigene donne)

Lectines : ce sont des protéines ou des glycoprotéines capables d'interagir spécifiquement
avec des saccharides pour former des liaisons non covalentes et de provoquer l'agglutination

des cellules.

Ligand : Molécule possédant un site conformationnel qui lui permet de « reconnaitre » une

molécule réceptrice pour s'encastrer dans un site topologiquement complémentaire.
Locus : Position d'un gene sur la séquence d'un chromosome.

Mole hydatiforme : Tumeur, le plus souvent bénigne, formée par une dégénérescence des

villosités choriales du placenta pendant la grossesse.

Monocyte : Cellule produite par la moelle osseuse et ayant un r6le important dans les

défenses immunitaires.

Morbidité : Nombre d'individus atteints par une maladie dans une population donnée et

pendant une période déterminée.
Mortalité périnatale : ensemble de la mortinatalité et de la mortalité infantile endogene.

Perforine : est une protéine quiest indispensable pour assurer I'immunité de I’organisme, elle
est capable de perforer les membranes des cellules afin de procéder a leur destruction. Elle est
présente dans les NK et les LT cytotoxiques. La perforine, grace aux pores quelle aura
constitués, va permettre le passage de granzymes (des protéases chargées de la dégrader de

l'intérieur jusqu'a sa mort compléte) directement au centre de la cellule & éliminer.

Phénotype : est I'expression morphologique de certains éléments du génotype, ensemble des
caractéristiques inscrites dans le patrimoine génétique. Parmi les caractéristiques du

phénotype, on peut citer la couleur des yeux, des cheveux ou de la peau.
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Placenta : Le placenta est formé par laccolement de membranes d'origine maternelle
(caduque) et feetale (trophoblaste), irriguées par des vaisseaux. Il est complétement formé au
5 mois de grossesse, a partir duquel il ne fera que croitre sans modifier sa structure. Lorsque
le terme de la grossesse est dépassé, le placenta remplit ses fonctions de facon imparfaite et le

feetus est moins bien nourri et moins bien oxygéné.

Prééclampsie : Etat pathologique de la femme enceinte apparaissant aprés la 20° semaine de
grossesse et caractérisé par une hypertension artérielle, une protéinurie (présence de protéines

dans les urines) et une prise de poids avec cedéme.

Sclérose en plaques : Maladie inflammatoire du systéme nerveux central se traduisant par la
perte, a certains endroits (plaques), de myéline (gaine des fibres nerveuses) qui est remplacee

par un tissu cicatriciel (sclérose).

Spondylarthrite ankylosante : affection chronique fréquente chez les hommes, qui touche

les articulations sacro-iliaques et intervertébrales, elle évolue pendant de nombreuses années.

Syncytiotrophoblaste : ¢’est un des tissus organiques formant le placenta, commence a se
former le 7éme jour aprés la fécondation de lovule, se forme a partir de I'ceuf et non du tissu
maternel : il permet a l'embryon de s'implanter fermement et participe aux échanges sanguins

mere/embryon.

Thymocytes : sont issus de cellules de la moelle osseuse. Véhiculés par le sang, ils ont migre
dans le thymus essentiellement pendant la vie feetale et I'enfance. Ils y subissent une
maturation au cours de laquelle ils acquiérent la propriété de reconnaitre des antigenes. Au
terme de cette maturation, ils prennent le nomde lymphocytes T.

Transfection : Introduction d'un fragment d'’ADN étranger a I'intérieur d'une cellule, au cours

d'une expérience, d'un traitement par thérapie génique.

Trogocytose : au cours d’un contact intercellulaire, les cellules peuvent échanger des
segments de membranes avec les molécules qui y sont exprimées. Les cellules réceptrices

acquiérent les propriétés biologiques inhérentes a ces molécules.

Trophoblaste : Couche cellulaire périphérique de I'ceuf, formée lorsque celui-Ci est encore au
stade de blastocyste (du 5° au 7° jour aprés la fécondation) et qui est a l'origine du placenta.

Page | VII



LISTE DES ABREVIATIONS

ADN : Acide DésoxyRibonucléique

p2m : B2- microglobuline

CCL : CC chemokine ligands

CD :classe de différenciation

CDC : complement dependent cytotoxicity

CMH : Complexe Majeur d’Histocompatibilité
CPA : Cellule Présentatrice d’Antigéne

CSF : Colony Stimulating Factor

CTL :cytotoxic T cell

DC : Dendritic cell

DG : Diabete Gestationnel

dNK :decidual Natural Killer

DTT: Dithiotreitol

E2: (Estradiol

ECM : extracellular matrix

ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
FAS: Fragment Apoptosis Stimulating

FASL: Fragment Apoptosis Stimulating Ligand
FITC: Fluorescein isothiocyanate

FMAIT: Fetomaternal Alloimmune Thromboeytopenia
FMH: Fetal-Maternal Haemorrhage

FoxP3 : Forkhead box protein 3

Gal-1 : La galectine-1

GM-CSF: Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
HCG: Human chorionic gonadotropin

HLA: Human Leucocyte Antigen

Page | VI



HPA : Human Platelet Antigen

iDC :immature Dendritic Cells

IDO : Indoleamine 2, 3, Dioxygénase

IFN : Interféron

Ig: Immunoglobuline

IL : Interleukine

IPA :Inherited Paternal Antigens

ITIM : Immunoreceptor tyrosine- based inhibitory motifs
kDa : kiloDalton

KIR : Killer cell Ig-like Receptor

LCT : Lymphocytotoxicité Complément Dépendante
Li : chaine invariante

LT : Lymphocyte T

M IF: Macrophage migration inhibitory factor

NK: Natural killer

NKG: Natural killer cell granule

P4: Progéstérone

PGE2: Prostaglandine E2

PIRCHE: Predicted indirectly recognizable HLA epitopes presented by HLA class 11
PLGF: placental growth factor

PRA: Panel Reactive Antibody

RhIG : Rhesus immune globulin

RM: Reccurent Miscarriage

RSA: Reccurent Spontaneous Abortion

SAB : Single Antigen Bead Assay

ST : Syncytiotrophoblaste

T reg : Regulatory T cells

Page| IX



TAP: Transporter Associated with Antigen Processing
TCR: T Cell Receptor

TGF: Transforming Growth Factor

TH : T helper cells (T auxillaire)

TNF: Tumor Necrosis Factor

VEGEF: Vascular Endothelial Growth Factor

VIH : virus de I'immunodéficience humaine

Page | X



LISTE DES FIGURES

Figure 1: Schéma de la carte génétique du Systeme HLA ...........oooviiiiieiiie e 6
Figure 2 Genes du 10CUS dU CIMH.........coouiiiiiiieiie e 7
Figure 3: Un graphe indiquant le nombre d'alleles nommés et détenus dans la base de données IPD-
IMGT / HLA depuis 1987 jusqu'au JUillet 2017 ..........oooiiiiiiiiiiiie e 8
Figure 4: Transmission parental des haplotypes HLA ..o 10
Figure 5 Structure de Ia Molécule HLA T.........ooiiiiiii e 11
Figure 6 Structure de la molBcule HLA Tl ... 12
Figure 7 Diagramme schématique des isoformes du HLA-G ..........cooiiiiiiiiiiiic e 13
Figure 8 Voie de présentation de I’antigéne par les molécules HLA T........ccccoviiiviiiiiiiiiiiiiienn, 15
Figure 9 Voie de présentation de ’antigéne par les molécules HLA T1...........ccceviiiiiiiiiiiiiiiiinens 15
Figure 10 Récepteurs activateurs et inhibiteurs des cellules NK ...........coooiviiiiiiiiiiiiiiee e, 17
Figure 11 Interface feeto-placentaire, les cing points d”iNtETACtION. .........eevvvveiiiiieiiiieiiiiee e 20
Figure 12 Schéma des différents mécanismes immunosuppresseurs mis en place au cours de la
OFOSSESSE +rrreeeeteessanrnrer et e ee e et s s et e et e e e e e e e o e e e et e e e oo oo et e e e et o e et e et e e e s e e e e ee e e a e nes 22
Figure 13 Fonctions immunitaires des cellules dendritiques déciduales ............cccceeeviiiiieiiiiinnennn, 24
Figure 14 Dualité (M1/M2) du fonctionnement des macrophages durant la grossesse ..................... 25
Figure 15 Les voies clés des cellules NK déciduales impliquées dans la tolérance immunitaire pendant
[€ 15 TrIMESLIE T8 GIOSSESSE ...eeuvvreeirieairieattee ettt e ettt e ettt e e abe e e et e e et e e ettt e e nab e e e bt e e e abb e e e bn e e e anneeeas 26
Figure 16 Différenciation des cellules T CD4+ helper encellules Th1 et Th2 ......ccccovviiiiiieiiiennns 28
Figure 17 Importance de ’'hCG dans I’induction de la tolérance ..............cccoevveiiiiiiiiiiniiieenieens 30
Figure 18 Mécanismes moléculaires de I’immunosuppression induite par IDO ...........cccoevevveeinennne 30
Figure 19 Mode¢le d'exposition des antigénes et des cellules du feetus au systéme immunitaire
7=V (=] 0= PP RPPPP 33
Figure 20 Micrographie électronique de la partie externe d'une VIlIOSIE ............cccccvveviiveiiieeiiinnns 34
Figure 21 Activation des cellules B et production d’alloanticorps . ...........cceerueeiniieiniineeniiieeniieeens 41
Figure 22 La distribution sélective des isotypes d'immunoglobulines dans le corps ...........ccccocvene 42
Figure 23 Technique de MicrolymphoCytOtOXICIE. .........c.uviiiiiiiiiieiiii e 43
Figure 24 TESTELISA INAINECT .....coiiiiiiie ittt et e e e e 44
Figure 25 Principe de La technologic LuminexX™ ............cccoiiiiiiiiiiiiiiiie e 45
Figure 26 interprétation d'une plaque ELISA par le logiciel HLA fusion. ...........ccccccovvviveeiiiiinneenn, 52
Figure 27 Répartition des femmes selon les tranches dage ..........cceeviiieiiiieiiiiieniiee e 54
Figure 28 Répartition selon le lieu de naissance des femMmEeS .........cccvveiiiiiiei i 54
Figure 29 Répartition des femmes selon le groupage Sanguin ...........ccceerieieriieeiiieeeniie e 55
Figure 30 Répartition des femmes selon le nombre de groSSESSES ........ecevivieeeiiiiieeeiiiiiee e 55
Figure 31 Répartition des femmes selon le nombre des enfants.............ccooeiviiiiiniiciic e 56
Figure 32 Répartition des femmes selon le nombre des avortements ............cccoovvvveeeeiiiieeccciiiieeee, 56
Figure 33 fréquence des AC anti-HLA...........o o 57
Figure 34 Classe des AC ANti-HLA ... ...t e e e ee e 57
Figure 35 Fréquence des Ac anti-HLA positifs par rapport aux tranches dage..........ccccceeveerieenn. 60
Figure 36 Fréquence des Ac anti-HLA positifs par rapport aux groupes Sanguins ...............cccveeenns 60
Figure 37 Fréquence des Ac anti-HLA positifs par rapport aux nombre de grossesses...........c.c.o.u.... 61
Figure 38 Fréquence des Ac anti-HLA positifs par rapport aux nombre d'enfants...............ccccceveene 61
Figure 39 Fréquence des Ac anti-HLA positifs par rapport aux nombre d'avortements ................... 62
Figure 40 Fréquence des Ac anti-HLA | positifs par rapport aux tranches d'age...........cccoevveerineenns 64
Figure 41 Fréquence des Ac anti-HLA | positifs par rapport aux nombre d'enfants ............c..cccoee.. 64
Figure 42 Fréquence des Ac anti-HLA | positifs par rapport aux nombre d'avortements................... 65

Page | Xl



LISTE DES TABLEAUX

Tableau 1 Le nombre des alléles HLA (€N juin 2017) .vvveeiiieeciie e 9
Tableau 2 Le nombre d'allé les nommés pour chaque gene (en juin 2017) ......cccoevvvvevivieiiieeiiiiieeeee. 9
Tableau 3 Les spécificités anti-HLA classe | et Il identifiées dans 22 SErums ...........cccceevvveeiveenne, 58
Tableau 4 Interactions entre les résultats des tests de dépistage des anticorps anti-HLA et I'age, le
groupage sanguin, la gestité, la parité et le nombre d’avortements. ...........cccceeiiiiiiiii 59
Tableau 5 Interactions entre les résultats des tests de dépistage des anticorps anti-HLA | et I'age, la
gestité, la parité et le nombre d’aVOTteIMENtS. ........covieiiiiiieiie e 63

Page | XlI






INTRODUCTION



Le systeme HLA est le systeme le plus polymorphe qui existe chez 'homme. En conséquence,
la production des anticorps anti-HLA peut se produire pour plusieurs raisons, la transfusion, la

transplantation et la grossesse [1].

La grossesse est longtemps apparue comme un défi immunologique unique. On peut en effet
considérer le feetus comme une greffe semi-incompatible puisque ses cellules portent pour
moitié les antigenes de la mere et pour moitié ceux du pére, ces derniers pouvant étre
reconnus comme étrangers par le systéme immunitaire maternel. Le statut immunologique du
feetus est donc trés particulier. Depuis peu, on commence a comprendre quels mécanismes le

protegent contre le systeme de défense de la mére [2].

Il est clairement démontré que I'utérus n’est pas un site immunologiquement neutre, préservé
des cellules immunitaires maternelles. En effet, des contacts étroits entre les cellules
embryonnaires et le systtme immunitaire maternel s’établissent trés précocement des la
guatrieme semaine de gestation. Le systéeme immunitaire maternel produit des anticorps

dirigés contre des allo-antigénes feetaux et notamment les antigéenes HLA paternels [3].

L’allo-immunisation feeto- maternelle anti-HLA se produit chez 10% a 30% des femmes
pendant la grossesse, cependant la pertinence clinique et les conségquences de ces anticorps ne

sont pas tres claires [4].
L’objectif principal de la présente étude est de :

— Déterminer la fréquence des anticorps anti-HLA dans les sérums des femmes multipares,

qui peuvent servir pour le typage HLA.
Les objectifs secondaires sont :

— Comprendre I’'immunologie de la grossesse pour connaitre les circonstances de I'allo-
immunisation anti-HLA ;

— Identifier les Ac anti-HLA dépistes ;

— FEtudier I’association entre 1’allo-immunisation anti-HLA et le nombre de grossesses,

d’enfants, et d’avortements.
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Chapitre I : Systeme HLA
I. Définition du systteme HLA

On appelle «systtme HLA » (Human leucocytes Antigens) le Complexe Majeur
d’Histocompatibilitt (CMH) de I'Homme. Ce terme désigne un ensemble de geénes,
étroitement liés sur un meme chromosome (complexe), identifié intialement par ses effets

majeurs dans le rejet des greffes (histocompatibilité).

I1.Histoire et découverte du systeme HLA
En 1951, le seul Complexe Majeur d’Histocompatibilit¢ (CMH) connu était celui de la souris
du laboratoire, le systtme d'histocompatibilit¢é 2 ou H2 (La désignation CMH n’était
introduite qu'apres la découverte des systeémes génétiquement homologues au syst¢eme H2
chez d’autres vertébrés le début des années 1970). Et Snell a Bar Harbor et Peter A.Gorer a
Londres étaient les deux seuls chercheurs ayant un intérét direct dans le CMH.
En 1951 a Paris, Jean Dausset a réussi a développer une technique de détection d'anticorps
capables d'agglutiner les leucocytes. Il était cependant persuadé a I'époque que les anticorps
présents dans le sérum des patients leucopéniques étaient d'origine auto-immune; quelques
années plus tard, il s'est rendu compte que les anticorps ont été produits en réponse aux
leucocytes des donneurs introduits lors des transfusions sanguines. Il existe bien des groupes
de globules blancs, comme il existe des groupes de globules rouges, Cependant, a la
différence des groupes sanguins A, B et O, les anticorps anti-globules blancs n'existent pas a
I'état naturel. Ils apparaissent seulement a 1’issue d’une transfusion ou d’une grossesse.
Stimulée par le papier de Dausset, Payne a Stanford a commencé une recherche pour les auto-
anticorps présumes, seulement pour réaliser, de nouveau comme Dausset, que les anticorps
ont été induits par la transfusion. Apres avoir découvert une meilleure source d'anticorps dans
le sérum des femmes multipares, elle devait ensuite procéder, avec Walter Bodmer, a la
description de la série LA d'antigenes qui devaient finalement apporter les deux dernieres
lettres a la désignation HLA du CMH humain [5].
C’est alors que Dausset imagine une stratégie simplificatrice : utiliser le sang d’un seul et
méme donneur pour transfuser le malade qui, de ce fait, ne pourra s’immuniser que contre les
globules blancs d’un seul donneur. Ce qui fut fait. Au bout de quelques semaines, il constate
’apparition d’anticorps qui n’agglutinent que les leucocytes de la moitié du panel des
donneurs volontaires. Ainsi 50% de la population frangaise possede un premier groupe
leucocytaire, dénommé MAC (les trois initiales des donneurs du panel) qui n’est pas agglutiné
par ce sérum. Cette découverte fut publiée en 1958[6]. Le groupe MAC, était le premier
d’une longue série d’antigénes du systéme majeur d’histocompatibilité humain, le systtme
HLA[7].
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I11. Immunogénétique

Chapitre I : Systeme HLA

Le systtme HLA représente un segment génomique situé¢ chez ’'Homme sur le bras court du

chromosome 6, occupant environ quatre mégabases. Sa carte génétique est relativement bien

détaillée aujourd’hui (Figure 1) [8], ce systeme est organisé en trois régions qui codent

respectivement pour les genes HLA de classe I, génes HLA de classe Il et classe I11.
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Figure 1: Schéma de la carte génétique du systéme HLA

D’aprés “The sequencing MHC consortium” [9].

Elle montre les différentes régions de classe I, classe III et classe II depuis I'extrémité
télomérique (en haut) jusqu’au centromére (en bas). Les génes représentés par des

rectangles de couleur blanche, rayée ou noire correspondent respectivement aux génes

exprimés, auxgenes non codant et aux pseudogénes.
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Chapitre I : Systeme HLA

I1-1. Les genes HLA de classe |

Les genes de la classe I sont localisés en position télomérique avec les trois principaux loci
HLA de classe I dits classiques (HLA A, HLA B, HLA C) enplus des génes HLA de classe |
non classiques (HLA E, HLA F, HLA G) et les génes apparentés a la classe | (HLA |
like)[10]. Les génes HLA classiques sont parmi les genes les plus polymorphes décrits dans le
génome humain ; on dénombre en effet 59 alleles pour le locus HLA-A, 118 pour HLA-B et 36
pour HLA-C. Contrairement aux génes non classiques, qui leur polymorphisme reste trés
faible[11].

11-2. Les genes de classe 11
Les génes de la classe Il sont en position centromérique et comptent trois principaux loci :
HLA DR, HLA DQ et HLA DP, Des analyses systématiques de cette région ont révélé son

extraordinaire richesse en sequences codantes, avec plus de 32 genes déja identifiés [12].

11-3. Les genes de classe 111

Les génes de classe Ill, situés entre les deux classes précédentes « la région intermédiaire »
s’étendent sur une zone tres dense, cette région contient également un grand nombre de génes,
au moins 39, parmi lesquels les génes codant principalement pour des molécules ayant un réle
dans les réactions immunitaires, comme les protéines intervenant dans la voie d’activation du
complément (C2, C4, facteur B), et le Tumor Necrosis Factor (TNFoetp). Toutefois, de
nombreux genes n’ayant pas de fonction dans le systtme immunitaire se trouveraient

également dans cette région, comme par exemple la 21-hydroxylase[11].

Homme : HLA Locus du
CMH de

m Locus du CMH de classe II—‘ Fclasse ||T’ ’—Locus du C declasse l

Ty N

Geénes du

protéasome;
TAP1, 2

Protéines du Cytokines : Geénes et pseudogénes
complément : LTB, TNF, LT apparentés au classe |
C4, Facteur B, C2

Figure 2 Genes du locus du CMH [13]
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Chapitre I : Systeme HLA

IV. Caracteristiques génétiques

Quatre aspects principaux caracterisent les genes HLA de classe l et 1l :

I11-1. Le polymorphisme

Les génes du CMH sont hautement polymorphes, ce qui signifie qu’il existe de nombreux
alleles différents dans I’ensemble des individus. En fait, le polymorphisme est tellement
important qu’il est extrémement improbable que deux individus, dans une population non
consanguine, aient exactement le méme ensemble de géenes et de molécules du CMH. (Ces
différents variants polymorphes sont hérités et non générés de novo chez les individus par
recombinaison génique somatique, comme le sont les génes des récepteurs d’antigene)[14].
Ce polymorphisme a été généré par combinaison, mutations ponctuelles et conversion
génique, tous mécanismes qui contribuent a la diversité des génes CMH dans la population
[15].

Class | Alleles ®Class || Alleles

2 =@ = & ®m T B @k B @ 2 = N B =T B o® = @ @& S - &N =& o= B ow o~
2 8 5 % & & £ & 5 2 0z 2 5; 8 8 F £ 2 5 258 2 2 5 ¢ 2 oo @ ¢

(= o =21 o -2 - =] (=21 (=21 [=2] o o o =1 =1 (=1 [=] (=1 [=] (=] =1 (=1 (=3 o =1 = (= = =
— — — — — - — - - - — ™~ o~ o o~ o~ ™~ ™~ o~ &~ o~ o~ o~ o o~ o~ ™ o~ o~

SGE Marsh 07/2017

Figure 3: Un graphe indiquant le nombre d'alleles nommés et détenus dans la base de données IPD-
IMGT / HLA depuis 1987 jusqu'au juillet 2017.[16]

Page |8



Tableau 1 Le nombre des alleles HLA (en juin 2017) [17]

Nombre des alléles HLA

Alleles HLA Classe | 12544
Alleles HLA Classe 11 4622
Alleles HLA 17166
Autres Alléles non HLA 178
Nombre des Alleles confidentiels 4

Chapitre I : Systeme HLA

Tableau 2 Le nombre d'alleles nommés pour chaque géne (en juin 2017)[17]

HLA classe |

Genes A B C E F G
Alleles 3968 4828 3579 26 | 25 | 56
Protéines 2781 3501 2490 8 5 18
HLA Classe 11

Geéne DRA | DRB | DQAL | DQB1 | DPAL | DPA2 | DPB1 | DPB2 | DMA | DMB | DOA | DOB
Allgles 7 2376 94 1142 53 5 894 6 7 13 12 13
Proteines 2 1739 85 774 24 0 641 0 4 7 3 5

I11-2. Laliaison étroite

Signifie que tous les genes sont transmis en « bloc » des parents aux enfants, la liaison de

plusieurs génes sur un méme locus définit un haplotype, Ainsi dans une famille composée

d’un pére porteur des haplotypes a et b et d’une mere possédant les haplotypes ¢ et d,

donneront quatre combinaisons d’haplotypes possibles chez leurs enfants : ac, ad, bc et bd.

111-3. La codominance

Les genes HLA sont exprimés de maniere codominante, ce qui signifie que les alléles hérites

des deux parents sont exprimés de maniere équivalente [14]. Un individu exprimant alors les

alleles en provenance des haplotypes transmis par sa mere et son pére. Au sein d’une famille,

la probabilit¢ d’une identitét HLA entre fréres ou sceurs est ainsi d’une chance sur quatre.
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Chapitre I : Systeme HLA

Ainsi, Chaque individu est hétérozygote pour la plupart de ses genes HLA de classe | et de
classe 11 [18].

Pére Mére

il
T

Figure 4: Transmission parental des haplotypes HLA [19]

I11-4. Le déséquilibre de liaison

On sait que la diversit¢ HLA est moindre, car certaines combinaisons d’alléles surviennent
plus fréquemment que ne le voudrait le hasard, ce phénomeéne est appelé déséquilibre de
liaison.

Le déséquilibre de liaison est la différence entre la fréquence observée pour une combinaison
particuliere d’alleles et la fréquence attendue a partir des fréquences individuelles des all¢ les.
La fréquence attendue pour une combinaison donnée peut étre calculée en multipliant les
fréquences des alleles. Par exemple, si ’allele HLA Al apparait chez 16% des individus
d’'une population (fréquence= 0.16) et I’allcle HLA B8 dans 9% de ce groupe
(fréquence=0.09), on s’attend a ce qu'environ 1.4% du groupe ait les deux alleles
(0.16x0.09=0.014). Cependant, les données ont montré que HLA Al et HLA B8 sont
rencontres ensemble dans 8.8% des individus etudies. Cette différence est une mesure du

déséquilibre de liaison entre ces alléles de classe I [15].

V. Molécules HLA

Ce sont des glycoprotéines transmembranaires qui sont étroitement apparentées par leur
structure et leur fonction, les molécules de classe | ou de classe 11 du HLA ont été isolées et
purifiées, puis la structure tridimensionnelle de leurs domaines extracellulaires a été
déterminée par cristallographie aux rayons X [20].Malgré le polygénisme et le
polymorphisme des molécules HLA leur structure tridimensionnelle fait preuve d’une grande

homogénéité.
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Chapitre I : Systeme HLA

IV-1. Structure des molécules HLA de classe |
Les molécules HLA I sont de protéines monomériques, constituées d’une seule
chaine lourde toujours associée de maniere non covalente a une petite protéine

“la B2- microglobuline (B2m)”:

e Les chaines lourdes du HLA | sont codees par les alleles du locus A, B et C, ce sont des
protéines membranaires de 370 acides aminés environ (45 kDa), qui comprennent trois
domaines al, a2 et o3 ( Figure 5), elles sont glycosylées sur le domaine 02, les
domaines al et a2 constituent la poche a peptide qui est la cavit¢ dans laquelle ’antigene
peptidique vient se fixer, le peptide est court et entre entierement dans la poche a peptide
[21], et sa présence dans la poche est indispensable a la stabilité de la molécule, il n’y a
pratiquement pas de molécules HLA | «vides» a la surface des cellules[18].

e La f2m est une protéine soluble de 99 acides aminés (15kDa), retrouvée dans le plasma,

qui n’est pas codée par le CMH [21].

Molécule de classe | du CMH

-
microglobuline

C
Région

frans- b Font disulfure g
membranaire

Domaine Ig

¢
C

Figure 5 Structure de la molécule HLA | [13]

IVV-2. Structure des molécules HLA de classe 1l

Les molécules HLA de classe Il sont des protéines dimériques hétérogenes, elles sont
constituées de deux chaines polypeptidiques différentes o et B, codées par deux génes
distincts au sein du CMH .La chaine a est une glycoprotéine de 33 kDa constituée de deux
domaines extracellulaires, al et 02. La chaine  est une glycoprotéine de 28 kDa constituée de
deux domaines extracellulaires, 1 et B2 (Figure 6). Ce sont les domaines al et Bl qui

constituent la poche a peptide, le peptide est long et déborde les extrémités de la poche.

Page| 11



Chapitre I : Systeme HLA

Comme pour les molécules de classe I, le peptide est indispensable a la stabilité de la
molécule.
Les molécules de classe 1l sont codées par les alleles du locus DP, DR et DQ, chaque locus

abrite les génes A et B codant respectivement les chaines a et f (ex. DPA et DPB) [21].

Mokicule de classe 1l
du GHMH Silln ok liaisonau peptice
[ \ Peptice
[=A i R / 4
P '”:r:.}g :
MH ' : Bl
32 B2
\ :
5 BZ
Regizn
trans-
MEmorarnaire ‘
C o

Figure 6 Structure de la molécule HLA 11 [13]

V1. Expression des molécules HLA

V-1. Expression des molécules HLA de classe |

Pratiquement toutes les cellules nucléées expriment des molécules HLA de classe | classiques,
leur densité varie selon le type cellulaire. On observe une forte densité sur les lymphocytes,
les monocytes/macrophages et les cellules dendritiques, une densité intermédiaire sur les
cellules épithéliales et endothéliales, une densité faible voire nulle sur les cellules du
pancreéas, des glandes salivaires, les hépatocytes, la cornée, les hématies. La densité

d’expression peut augmenter dans un contexte inflammatoire.

Il n’existe pas de généralités concernant I’expression des molécules de classe Ib.
Commencons par la molécule HLA-E, découverte en 1988. Elle posséde un polymorphisme
tres faible, et une répartition quasi ubiquitaire sur les cellules somatiques, mais est exprimée
en bien moindre quantité que les molécules de classe la. Bien que neuf alléles différents

soient connus, deux seulement semblent étre récurrents [22].

Il est aussi intéressant de s’arréter sur la molécule HLA-G, découverte en 1990. Longtemps

considérée comme en «voie d’extinction», HLA-G a finalement suscité de I’intérét lors de la
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Chapitre I : Systeme HLA

découverte de ses fonctions en particulier pendant la gestation [23]. Les cellules
trophoblastiques n’exprimeraient d’ailleurs que des molécules de classe Ib. Dans des
conditions physiologiques, on ne retrouve les molécules HLA-G que dans les cellules
trophoblastiques, les cellules épithéliales du thymus et la cornée. Son expression
transcriptionnelle est tres largement représentée dans les tissus adultes et embryonnaires, en
revanche la protéine n’est retrouvée qu’en surface d’un nombre restreint de cellules,
notamment au niveau placentaire [24].

En effet, le gene HLA-G est soumis a une importante régulation post-transcriptionnelle qui
donne lieu a sept isoformes différentes (Figure 7), quatre membranaires et trois solubles [22],
et il posséde un trés faible polymorphisme avec uniquement 7 variants protéiques (versus 462
pour HLA-A et 789 pour HLA-B) [25].

Unique HLA-G isoforms
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Figure 7 Diagramme schématique des isoformes du HLA-G [26]

Quant a la molecule HLA-F, qui demeure encore tres peu étudiee. Ces molécules seraient
transcrites dans la plupart des cellules et exprimées au niveau intracellulaire. Mais
récemment, il a été démontré que contrairement a la plupart des lignées cellulaires, toutes les
populations de lymphocytes (B, T et NK), les monocytes et les cellules du trophoblaste

extravilleux expriment HLA-F a leurs surface [27].

Concernant la molécule HLA-H, elle semble étre une exception a 1’implication des molécules
HLA dans le systeme immunitaire. Son role est plutdt important dans le métabolisme du fer
[22].
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V-2. Expression des molécules HLA de classe 11

L’expression des molécules HLA de classe II est limitée a 1’état basal aux cellules
présentatrices d’antigéne : cellules dendritiques, monocytes/macrophages et lymphocytes B.
L’activation de ces cellules augmente la densité¢ d’expression des molécules HLA II a leur

surface.

Les lymphocytes T quiescents (natifs) n’expriment pas les molécules HLA 11 leur expression
est induite par lactivation de ces cellules. Les cellules épithéliales et endothéliales
n’expriment pas les molécules HLA II a I’état basal, mais peuvent les exprimer dans un
contexte inflammatoire [18]. Enfin, il est admis que ce sont les molécules HLA DR qui sont
les plus représentées a la surface cellulaire par rapport aux autres composants du groupe HLA
de classe 11 [28].

VII. Fonctions des molécules HLA

VI-1. Présentation des antigénes
La principale fonction des molécules HLA est de présenter les antigenes protéiques sous
forme de peptides aux lymphocytes T pour déclencher la réponse immunitaire spécifique de

I’antigéne dans ses phases effectrices et régulatrices.

La molécule HLA de classe | présente de maniere préférentielle des peptides venant de
protéines intracellulaires, ¢’est-a-dire dérivant des protéines produites de fagon normale par la
cellule mais aussi de protéines virales ou tumorales. Ces complexes HLA-peptide sont
analysés par les lymphocytes T CD8+ qui mettront en jeu des processus de cytotoxicité et de

sécrétion cytokiniques afin de détruire les cellules infectées ou transformées [29].
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Figure 8 Voie de présentation de I’antigéne par les molécules HLA T [29].

La molécule HLA de classe Il présente de maniére préférentielle des peptides venant de
protéines extracellulaires, c’est-a-dire derivant des protéines internalisées par les cellules
présentatrices d’antigénes. Ces complexes HLA-peptide seront ensuite analyses par les
lymphocytes T CD4+ qui ont un rble central dans le développement des réponses
immunitaires via la production de différentes cytokines qui orienteront le type de réponse

mise en place [29].

Peptides
'y Antigéne
Py -

ofi-peptide flﬁ'“p of-fragments

Reticulum
endoplasmique

HLA classe [I-li

Figure 9 Voie de présentation de I’antigéne par les molécules HLA II [29].
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VI-2. Role des molécules HLA dans la selection thymique
Au cours de plusieurs phases de leur maturation, les lymphocytes subissent une double
sélection fondée sur I’interaction de leur TCR (T Cell Receptor) avec les complexes HLA-

peptide[14], qui leur permet de conserver les spécificités utiles.

VI-2-1. Sélection positive

La sélection positive assure la restriction au HLA et repose sur I'interaction du TCR avec les
complexes HLA-peptide des cellules épithéliales du cortex thymique. Seuls les thymocytes
reconnaissant les molécules HLA du soi recoivent un signal de survie et poursuivent leur
maturation, alors que celles qui ne recoivent pas ce signal meurent par «négligence». La
nature des peptides présentés par ’'HLA dans le cortex au cours de la sélection positive est
différente de celle présentés au cours de la sélection négative (peptides du soi avec une faible
affinité aux molécules HLA) [30]. Les complexes HLA—peptides ont donc une faible stabilite,
et la reconnaissance de tels complexes ne pourra se faire que par des thymocytes dont le TCR

a une forte affinité pour le complexe. Ce quipermet la sélection de ces lymphocytes [31].

VI-2-2. Sélection négative

La sélection négative élimine les lymphocytes T autoréactifs présentant une trop forte affinité
pour les antigénes du soi. Elle repose sur I'interaction du TCR avec les complexes HLA-
peptide des CPA (cellules présentatrices d’antigéne) de la jonction cortico-médullaire du
thymus (cellules endothéliales, cellules dendritiques, macrophages mais aussi cellules

épithéliales médullaires) [32].

VI-3. HLA et les cellules Naturel Killers

Les molécules HLA de classe I ont pour autre mission la surveillance de I’intégrité cellulaire,
en effet, ils sont reconnus par les récepteurs de surface des cellules Natural Killer. Ce sont les
récepteurs inhibiteurs qui jouent unréle fondamental de régulation de I'activité cytolytique et
productrice de cytokines des cellules NK, devisés en deux familles: les récepteurs KIR (Killer
cell immunoglobulin-like receptors), et les récepteurs constitués d’une protéine appelée CD94
et d’une sous-unité a activité de lectine appelée NKG2. Les deux familles des récepteurs
inhibiteurs contiennent dans leurs domaines cytoplasmigques des motifs structuraux appelés
ITIM (immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motifs). Les ITIM phosphorylés (aprés
liaison avec des molécules HLA de classe 1) se lient a une protéine tyrosine phosphatase

cytoplasmique dont ils favorisent Iactivation. Ces phosphatases enlévent les groupes
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phosphate des residus tyrosine des diverses molécules de signalisation et bloquent ainsi la
stimulation des cellules NK par les récepteurs activateurs.

Par conséquent, lorsque les récepteurs inhibiteurs des cellules NK rencontrent des molécules
HLA du soi, les cellules NK sont inhibées. De nombreux virus disposent de mécanismes qui
bloquent I’expression des molécules de classe I dans les cellules infectées, ce qui leur permet
d’échapper a la destruction par des lymphocytes T CD8+ cytotoxiques (CTL) spécifiques des
virus. Quand cela arrive, les récepteurs inhibiteurs des cellules NK ne sont pas stimulés et, si
le virus induit en méme temps I'expression de ligands activateurs, les cellules NK deviennent
activées et éliminent les cellules infectees par le virus (figure 11) [13].

A ) stimulation du récepteur inhibiteur

Récepteur Cellule NK
activateur ~oy— HEF‘E_'DtEUT Cellule_ NK )
i inhibiteur non activée ;
Ligand ___ - R pas de
Egﬂ\ﬁéesur ~ Complexe e @ destruction
CMH de cl | B i
cellules NK | € classe r 4 cellulaire

" du soi—peptide
Celiule % du soi
normale

B ) Récepteur inhibiteur non stimulé

Cellule NK
Cellule NK
— activée ;
destruction
* "3 Le virus inhibe de la cellule
f @@ I'expression du infectée

CMH de classe |

Cellule infectés par un virus
(absence de CMH de classe [)

Figure 10 Récepteurs activateurs et inhibiteurs des cellules NK [13]

VIII. HLA et Médecine

Le complexe HLA est le systeme génétique humain dont les alleles ont été trouvés au plus
grand nombre de maladies notamment auto-immunes (spondylarthrite ankylosante HLA-B27,
sclérose en plaques HLA-DR2, diabéte insulinodépendant HLA-DR3/4, arthrite rhumatoide
HLA-DR4). Par ailleurs des déficits d’expression de génes HLA existent tant au niveau

constitutionnel (bare lymphocyte syndrome) que stomatique dans les tumeurs [29].
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Chapitre 11 : Immunologie de la grossesse

I. Généralités

La grossesse ou plus précisément I’implantation embryonnaire est sous beaucoup d’aspects un

cas d’exception et d’énigme par rapport aux principes de I'immunologie classique de la

transplantation. Comment en effet concevoir que 1’embryon, exprimant des protéines issues

des genes hérites pour 50% de sa mere et 50% de son pére, et a ce titre Véritable greffe semi-

allogénique, ne soit pas rejeté par le systeme immunitaire maternel?

Sir Peter Medawar proposa quatre grandes hypothéses pouvant expliquer I’abse nce de rejet du

foetus par le systéme :

I.  Le feetus serait isolé du syst¢éme immunitaire maternel par la barriére du placenta.
I[l.  Les antigénes feetaux, trop immatures, ne seraient pas reconnus par le systéme

immunitaire maternel.

I1l.  Le systéeme immunitaire maternel serait anergique et non réactif vis-a-vis des antigénes
feetaux.

IV.  Une tolérance materno-feetale active serait nécessaire pour permettre le déroulement
normal de la grossesse [18].

Plus tard, la grossesse a été décrite comme un état physiologique caractérisé par un déséquilibre

des réponses TH1/TH2, la premiere qui favorise la réponse a médiation cellulaire étant réprimée

au profit de la seconde qui stimule la réponse humorale. Cette hypothése a été confirmée par la

prépondérance des réponses anti-inflammatoires observées au cours de la grossesse [33] .

La grossesse n’est plus considérée comme un seul évenement immunologique via la balance

THI1/TH2 mais comme un processus d’immuno-modulation qui évolue en trois periodes pendant

la grossesse [34]. Un nouveau paradigme « TH1/TH2/TH17, lymphocytes T régulateurs (Treg)

et cellules dendritiques (DC)» est proposé pour expliquer 1’immuno-modulation particuliére

d’origine placentaire nécessaire a I’acceptation et au maintien de Iintégrité feeto-placentaire

[35][36]. Les cellules trophoblastiques feetales et les cellules immunes maternelles interagissent

pour leur bénéfice réciproque pendant les 3 phases immunologiques distinctes de la grossesse.

Lors de la premiére phase (ler trimestre), I’implantation de ’embryon dans I'espace utérin et la

placentation requierent une réponse inflammatoire forte ; pendant la deuxiéme phase, qui

correspond a la croissance et au développement feetal durant le 2¢me et 3éme trimestres, la mére,

le placenta et le foetus sont en symbiose avec des réponses anti-inflammatoires TH2

prédominantes ; enfin pendant la troisiéme phase, la préparation a I’accouchement, les réponses
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Pro-inflammatoires sont nécessaires aux contractions de ’utérus et a 'expulsion du nouveau-né
et du placenta [37]. Cette immuno-modulation fait intervenir de nombreux effecteurs cellulaires

et moléculaires présents a I’interface materno- feetale.

1. Interface feeto-maternelle

I1-1. Aspects anatomiques
L’interface feeto- maternelle est constituée de cing points de rencontre (Figure 11) :
1- le trophoblaste extravilleux qui envahit la decidua basalis ou il rencontre les effecteurs
maternels de I'immunité.
2- les arteres spiralées au niveau desquelles les cellules endothéliales maternelles sont
progressivement remplacées par du trophoblaste extravilleux.
3- le syncytiotrophoblaste, qui tapisse la surface des villosités, est en contact direct avec
le sang maternel des la douziéme semaine de grossesse.
4- Le choriontapissant la chambre intervilleuse et au contact de la décidua parietalis.

5- Les cellules trophoblastiques et feetales ayant migré dans la circulation maternelle

[38].
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Figure 11 Interface feeto-placentaire, les cing points d’interaction [39].
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11-2. Aspects immunologiques

Les cellules trophoblastiques, dépourvues de molécules HLA de classe 11, sont caractérisées
par une distribution unique des molécules HLA de classe I. Les cellules du trophoblaste
extravilleux, invasives et prolifératives expriment les molécules relativement peu
polymorphes HLA-C, ainsi que les molécules HLA de classe | non classiques, HLA-G
(également sous forme soluble) HLA-E et HLA-F [40].

Quant au syncytiotrophoblaste, il est dépourvu de toute expression membranaire de molécules
HLA de classe I. Plusieurs groupes ont cependant identifi¢ 1’isoforme HLA-G1 soluble
(également appeléee HLA-G5), sécrétée dans le surnageant de culture du syncytiotrophoblaste
en culture primaire.

Le syncytiotrophoblaste est en contact avec le sang maternel de I’espace intervilleux qui
contient les différentes cellules effectrices du systéme immunitaire maternel. Les cellules du
cytotrophoblaste extravilleux qui forment la membrane chorionique sont également en contact
avec le sang maternel de I’espace intervilleux, alors que celles qui ont migré et envahi les
arteres maternelles spiralées, pour remplacer les cellules endothéliales tapissant leur paroi,
sont en contact direct avec le sang périphérique de la mere. Les cellules du trophoblaste
extravilleux qui envahissent la decidua basalis sont, quant a elles, en contact avec les mémes
types de cellules du systeme immunitaire maternel. Toutefois, la distribution de ces cellules
maternelles dans la decidua basalis differe de celle observeée dans le sang périphérique :
cellules NK (~ 70 %), cellules de type macrophagique CD14+ (~ 20 %), cellules dendritiques
(~ 1 %), cellules T CD4+, y compris T régulatrices (~ 10 %), cellules Tyo, cellules NK
tueuses, rares cellules T CD8+ et cellules B [41].

I1l. Tolérance feeto-maternelle

Le foetus devra se protéger contre de possibles infections virale, parasitaire ou bactérienne
malgré un systéme immunitaire encore immature. L’avancée des connaissances en
immunologie de la reproduction a permis de montrer qu’il n’existait pas un mécanisme unique

a l'origine de cette tolérance mais que la grossesse est le résultat d’un équilibre complexe et
évolutif des systémes de reconnaissance entre la mere et le foetus mettant en jeu de nombreux
acteurs de I’immunologie, cellules ou molécules[42].

Actuellement, il est bien établi que 1’utérus est un site favorable sur le plan immunitaire grace a
une action conjointe de facteurs foetaux et maternels[43] (Figure 12); dont Les acteurs

immunitaires présents cooperent dans I'environnement protégé de la décidua sous la houlette du
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trophoblaste pour mettre en place un réseau de mécanismes d’acceptation de I'unité¢ foeto-

placentaire et de développement mutuel[39].
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Figure 12 Schéma des différents mécanismes immunosuppresseurs mis en place au cours de la
grossesse [44].

IVV. Mécanismes de la tolérance

IV-1. Expression sélective des molécules HLA par les cellules trophoblastiques

La répression de I’expression des molécules HLA rend moins immunogenes les cellules
feetales et devrait contribuer a les rendre « reconnaissables » par les cellules NK. En effet, les
cellules NK sont régulées par les récepteurs capables de reconnaitre les molécules HLA de
classe I. L’absence de ces derniéres induit ’activation des cellules NK et la lyse de la cellule
cible. Tout comme les cellules NK circulantes, les cellules NK utérines contiennent de la
perforine stockée dans des granules et sont capables de cytotoxicité. Toutefois, leur action
Iytique reste modérée vis-a-vis des cellules trophoblastiques. Cet apparent paradoxe trouve
une explication par I'expression des molécules HLA de classe I classique comme HLA-C, ou
non classique comme HLA-E ou -G a la surface du cytotrophoblaste en contact direct avec les
NK utérins [18].Toutefois, il est a noter que les cellules trophoblastiques, lorsqu’elles
expriment des molécules HLA de classe | en surface soit par transfection soit par stimulation

par IFN-y (Interféron), sont résistantes a la lyse par des lymphocytes T cytotoxiques
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specifiques ou par des cellules NK [45], ce qui suggere I’existence de mécanismes de
résistance a la lyse par les cellules cytotoxiques effectrices indépendants des molécules HLA
de classe I [46].

VI-2. Implication de ’HLA-G

L’HLA-G trophoblastique interviendrait a plusieurs niveaux :

> sur les cellules NK, HLA-G modifie le comportement des cellules NK déciduales :
En bloguant la migration transcapillaire des cellules NK [47], et la cytotoxicité des cellules
NK tueuses [48],

En transmettant par trogocytose aux cellules NK un fragment de membrane trophoblastique
incluant HLA-GL, ces cellules NK devenus HLA-G+ deviennent suppressives [49].

» surlescellules T :
HLA-G inhibe la prolifération des cellules T CD4+ et la cytotoxicité des cellules T CD8+.

> avec les cellules endothéliales :
Des cellules trophoblastiques en culture secrétant de HLA-G soluble induisent I’apoptose de
cellules endothéliales [50];La prééclampsie, caractérisée par des anomalies du remodelage
des vaisseaux utérins par le trophoblaste, est associée a un déficit de I’expression de HLA-G
soluble [51].

» avec les cellules trophoblastiques :
A mesure que les cellules du trophoblaste extravilleux migrent en profondeur, elles
expriment de plus en plus d’HLA-G. HLA-G préviendrait un envahissement excessif en

régulant de fagon autocrine I'invasion déciduale et le remodelage vasculaire [52].

VI-3. Ro6le des cellules présentatrices des antigénes

Les CPA déciduales ont la particularité de pouvoir se différentier soit en cellules induisant
une réponse immunitaire de défense, soit en cellules induisant une tolérance spécifique des
antigenes qu’elles présentent. Le microenvironnement de la décidua est un élément

déterminant I’attraction, la prolifération et la différentiation des cellules CPA [38].

VI-3-1. Les cellules dendritiques.

Selon le niveau de leur maturation les cellules dendritiques (DC) soit activent, soit suppriment
la réponse spécifique aux antigénes. Les DC matures ou semi matures (CD83+ et CD209-)
présentent les antigenes aux cellules T naives, en apportant les deux signaux nécessaires a une

activation complete. Les DC immatures qui expriment faiblement les antigénes HLA 1l et
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fortement le récepteur CD209 en ne délivrant que le signal induisant une tolérance spécifique
[53]. Dans I'endométre les formes matures de cellules dendritiques (CD83+) prédominent,
tandis que dans la décidua, des le premier trimestre, les cellules immatures (CD83- CD209+)
deviennent majoritaires [54].

La décidua de femmes avortant de fagon répétitive contient plus de cellules DC matures que
celle de femmes témoins ayant des grossesses normales [55].

Les cellules dendritiques jouent unrole important dans la régulation de 1I’immunité (Figure 13):
* en libérant du TGF-B (transforming growth factor) qui inhibe les cellules cytotoxiques et
promeut le développement des cellules T régulatrices (Treg) ;

* en interagissant avec les cellules NK. Le maintien de I'immaturité¢ des cellules DC (iDC)
garant d’un bon développement de la grossesse dépend de signaux envoyés par les cellules
NK [56].

* en régulant I’équilibre Thl/Th2 par présentation d’antigéne aux cellules T naives qui les

orientent vers la voie des cellules T régulatrices et vers la voie Th2 [39].
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Figure 13 Fonctions immunitaires des cellules dendritiques déciduales [39]

VI-3-2. Les macrophages

Les macrophages déciduaux sont des monocytes circulants ayant émigré dans L’utérus. Par
les nombreuses molécules qu’elles sécrétent (CSF-1, MIF, CCL2, CCL3, CCL5), les cellules
trophoblastiques participent au recrutement, a la prolifération et a la différentiation des
macrophages déciduaux [57]. Un concept d’activation des macrophages selon deux voies M1
et M2 a été propose (Figure 14). Stimulés par les cytokines Thl IFN-y et TNF-a, les

macrophages prennent la voie M1 et sont impliqués dans la réponse inflammatoire avec
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production élevée de TNF-a, IL-1p, IL-8, IL-12. La stimulation par les cytokines Th2 (IL-4,
IL-10 et IL-13) oriente les macrophages vers la voie M2 [58]. Au cours de l'implantation, les
macrophages sont induits vers [activation M1. Cependant, comme les cellules
trophoblastiques sont attachées a la mugueuse de endometre et envahissent le stroma utérin,
les macrophages passent a un profil mixte M1 / M2. Le schéma de polarisation mixte traverse
le premier trimestre et la premiere phase du deuxieme trimestre de la grossesse lorsque la
vascularisation utérine subit un remodelage afin d'établir un approvisionnement en sang feeto-
placentaire adéquat. Apres la placentation, les macrophages se déplacent vers la polarisation
M2, ce qui empéche le rejet du feetus et permet la croissance du foetus jusqu'a
I’accouchement, qui est considéré comme un événement pro-inflammatoire, et précéde d'une
accumulation de macrophages M1 dans l'utérus. Ce processus inflammatoire favorise la

contraction de l'utérus, I'expulsion du bébe, I'éjection du placenta, et I'involution utérine [59].

Macrophage polarization during pregnancy
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Figure 14 Dualité (M1/M2) du fonctionnement des macrophages durant la grossesse [59].

VI-4. Role des cellules NK

Le nombre des cellules NK utérines dans la déciduale est maximal en début de grossesse puis
diminue a partir de la 20 éme semaine jusqu’a disparition au terme. Ces cellules ont un
immuno-phénotype particulier puisqu’elles expriment fortement le marqueur CD56 mais pas
CD16, contrairement aux cellules NK périphériques (pNK). Ces cellules dNK (déciduales)
différent des cellules pNK par les cytokines et chémokines qu’elles sécretent, par les genes et
par les récepteurs qu’elles expriment [60].

Les cellules dNK sont peu cytotoxiques Vis -a- vis du trophoblaste qui est protégé par

(Figure 15) :
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I’interaction des antigenes HLA I classiques (HLA-C) et non classiques par I’expression
des recepteurs KIR (killer-cell inhibitory receptors) Cette interaction bloque la
cytotoxicité des cellules NK et des cellules CD8 et augmente ainsi la tolérance vis-a-vis
de 'embryon [61].

Les dNK, ont la capacité fonctionnelle et unique pour soutenir le processus d'invasion
trophoblastique par la production de certains cytokines TNF-o, TGF-f et IFN-y
(inhibitrices) et d’autres stimulantes, comme IL-6, IL-8 et IL-10.

Ils participent également dans le remodelage des artéres spiralées maternelles et
langiogenése pendant la grossesse par production de le VEGF (vascular endothelial
growth factor), le PLGF (placental growth factor), I'angiopoietin-2 et NKG5. cet
événement permet aux cellules trophoblastiques de migrer a travers les vaisseaux et

envahissent la decidua [62].

Les travaux sur les avortements spontanés ont objectivé des anomalies quantitatives des

cellules dNK et des anomalies du répertoire des récepteurs exprimes par les cellules dNK. Les

cellules dNK de ces femmes exprimeraient moins de récepteurs inhibiteurs KIR [63].
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Figure 15 Les voies clés des cellules NK déciduales impliquées dans la tolérance immunitaire pendant

le ler trimestre de grossesse [64].

VI-5. Réle des cytokines : balance Th1/Th2 et role du Th17

Les cellules T CD4+ helper sont classées selon les cytokines qu’elles produisent. Les cellules
Thl sécrétent IL-2, TNF-f et IFN-y. Les cellules Th2 produisent IL-4, IL-5, IL-13 et IL-10, et
les cellules Thl7 sécrétrices de I'IL-17, TNF-o0, GM-CSF, IL-21, 1L-22 et IL-26. Les
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effecteurs dépendant de Thl sont impliqués dans le rejet des allogreffes, tandis que ceux
dépendant des cellules Th2 seraient essentiels dans 1’induction d’une tolérance aux
allogreffes. Lors du premier trimestre les cellules Th2 et Thl7 ne représentent que 5% et 2%,
respectivement des cellules T CD4+ déciduales, tandis que les cellules Thl comprennent de
maniére surprenante 5-30% des cellules[65]. Par analogie aux phénoménes observés dans les
greffes, un modele binaire a été proposé pour les grossesses : la réponse Thl de nature
inflammatoire serait néfaste pour la grossesse, alors que la réponse Th2 anti-inflammatoire
serait favorable (Figure 16). La comparaison de la production de cytokines par les cellules T
CD4+ déciduales en situation normale et pathologique apporte quelques éclairages : En cas
d’avortements a répeétition une diminution de sécrétion de cytokines Th2 a était observée dans
la décidua, qui ne I’est pas au niveau des lymphocytes périphériques, suggérant la présence de
facteurs locaux capables d’orienter la réponse des cellules T. Les cellules trop hoblastiques et

I’embryon orienteraient la production des cytokines vers Th2 [66].

Le Thl7, a également été decrit comme ayant un role pathogéne au stade précoce du rejet
d'allogreffe. Cette premiére preuve suggere que lactivité Thl7 excessive peut favoriser
lavortement. Par conséquent, les cellules Thl7 pourraient étre impliqués dans I'induction de
linflammation dans le stade tardif de l'avortement, mais pas dans le stade précoce et donc pas
dans le rejet du foetus. Trés récemment, ils ont observé une production associ¢e de I1L-4 et
I'L-17 par un grand nombre de cellules CD4 + déciduales (appelées cellules Thl7 / Th2)
pendant la grossesse normale et au niveau du site d'implantation de 'embryon, alors que les
cellules Thl7 / Thl sont répandus dans les avortements repéetés. La différenciation des
cellules Th17 / Th2 semble étre due au HLA-G5 dans la grossesse normale [66].

Lors d’une infection, I’immunité gestationnelle semble étre dirigée vers la lutte contre les
agents pathogénes microbiens extracellulaires par des réponses immunitaires a mediation
Thl7 dans l'environnement intra- utérin ce qui suggére que les cellules Thl7 / Th2 pourraient
étre essentielles pour le succes de la grossesse, car ils peuvent promouvoir une réponse
adéquate pour protéger la mere contre les agents pathogénes extracellulaires dangereux et

induire une tolérance foeto-maternelle [67].

Page | 27



Chapitre 11 : Immunologie de la grossesse

o, ®
Hixe _{

IL10

Cwm\es y Cytokines
Th2 ]

Rejection €= 2 [ T /w'eg“gm :::Z =3 Tolerance
IFNG q
L il IL10

e \

Figure 16 Différenciation des cellules T CD4+ helper en cellules Thl et Th2 [68].

VI-6. Cellules T régulatrices

Pendant la grossesse humaine normale les cellules T régulatrices(Treg) s’accumulent dans la
décidua ou elles représentent 20 % des cellules T CD4+. En fin de grossesse les cellules Treg
déciduales diminuent. Cette chute des cellules Treg pourrait étre impliquée dans le
déclenchement du travail puisque qu’elle est moins importante en cas de césarienne
programmée [69]. Certains avortements a répétition humains sont associés a des déficits en

cellules Treg déciduaux ou circulants [39].

Le maintien des cellules Treg dans la décidua est contrdlé par plusieurs mécanismes:

1) recrutement des cellules Treg a partir du sang périphérique. Les cellules Treg expriment
des récepteurs pour des chémokines (CCL4, CCL5, CXCL1 et CXCL8) produites en
quantité par le trophoblaste [70].

2) en induisant la différentiation des cellules T naives en cellules Treg. Le surnageant de
culture de trophoblaste induit la transformation des cellules T CD4+ naives en cellules
CD4+Fox3+ qui ont donc le phénotype des cellules Treg, possédant le caractére
fonctionnel et capables de bloquer la prolifération des cellules T effectrices [71].

3) La Prostaglandine E2 (PGE2) également produite par le trophoblaste a une action
synergique de celle de TGF-p sur l'effet inducteur de différentiation en cellules Treg [72].

4) La TGF-B connue depuis pour ses propriétés immunosuppressives et anti-inflammatoires,

est essentielle dans cette orientation préférentielle vers Treg CD4+CD25+ FoxP3+ [38].

VI-7. Autres mécanismes protecteurs

VI-7-1. Apoptose au niveau de ’interface feeto-placentaire
L’apoptose ou mort cellulaire programmée est un mécanisme actif grace auquel les cellules

superflues ou non fonctionnelles sont éliminées pour maintenir la normalité des tissus.
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Les trophoblastes humains expriment le ligand de Fas (FasL ou CD95L) pendant la grossesse
alors que les lymphocytes T activés expriment Fas (CD95). L’expression de FasL, sous sa
forme membranaire ou sécrétée, induit I’apoptose des lymphocytes via ligation a Fas et
empéche donc I’infiltration et le trafic des lymphocytes maternels, ce qui semble jouer un réle
important dans la tolérance du feetus [73]. Un dysfonctionnement du couple CD95/CD95-L
pourrait étre rencontré dans les maladies associées a des anomalies de la placentation et dans

les avortements dus aux anti-phospholipides et aux mutations du facteur V de Leiden [74].

VI-7-2. Réle de ’inhibition du complément

En début de grossesse normale, I’activation du complément témoigne ou participe a
I’inflammation [75]. Plus tard, les alloanticorps maternels cytotoxiques dirigés contre les
antigénes HLA de classe I du feetus pourraient en formant des complexes immuns activer le
complément. Ces complexes immuns et le complément activé pourraient en cas
d’emballement du systeme détruire le trophoblaste. Au cours des grossesses normales ; des
dépots placentaires de facteur du complément sont observés mais 1’activation est maitrisée.
Chez ’Homme, les trois molécules régulatrices, CD55, CD46 et CD59 ont été localisés sur le
trophoblaste aux endroits stratégiques de contact avec le sangou les tissus maternels [76]. Au
cours des avortements associés a la présence d’anticorps anti-phospholipidiques, le
compléement est suractivé selon la voie classique [77]

VI1-7-3. Modulation hormonale de la réponse immunitaire pendant la grossesse

Les hormones, en particulier I’cestradiol (E2), la progestérone (P4) et I’'hCG, affectent la
fonction des cellules du systeme immunitaire pendant la grossesse. Elles suppriment les allo-
réactions maternelles nefastes et induisent une certaine immunotolérance : elles permettent la
réduction du nombre de cellules dendritiques matures mais aussi le blocage de la
dégranulation des cellules NK (Figure 17). Les hormones de la grossesse sont responsables de
la prolifération des cellules NK utérines et de I’activation des lymphocytes T reg et B reg.
Elles sont impliquées dans le recrutement des mastocytes et des lymphocytes T reg vers
I’interface materno-feetale. Le role de ’hCG, de la P4 et de ’E2, dépend tres probablement de
leur concentration : a des concentrations physiologiques, elles modulent la balance des
cytokines Thl/Th2 au profit d’un profil propice a la grossesse. Par contre, I’hCG est néfaste a

des concentrations élevées car elle stimule la production d’auto-anticorps [78].
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Figure 17 Importance de I’hCG dans I’induction de la tolérance [39].

VI-7-4. Galectine

La galectine-1 (Gal-1), une lectine se fixant sur les glycanes membranaires (N-acetyl
lactosamine), est produite par le trophoblaste, les cellules dendritiques, les cellules T activeées,
les cellules NK déciduales, les cellules endothéliales et stromales déciduales. La Gal-1 agirait

de plusieurs facons :

e cn induisant ’apoptose des cellules T activées déciduales.

e enorientant la sécrétion des cytokines vers la voie des cytokines Th2.

e en modulant le fonctionnement des macrophages et des cellules dendritiques.
VI-7-5 Activité de I’enzyme indoleamine 2, 3, dioxygénase (IDO)
L’IDO participe au catabolisme du tryptophane, acide aminé essentiel pour le fonctionnement
des cellules T. Elle induit une tolérance en réduisant la quantité de tryptophane disponible
localement et en produisant des métabolites toxiques compromettant 1’activation des cellules
T et la cytotoxicité des cellules NK. IDO est présent dans les macrophages, les cellules

dendritiques et le trophoblaste [79]. 11 agit de plusieurs fagons illustrées dans la (Figure 18).
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Figure 18 Mécanismes moléculaires de I’immunosuppression induite par IDO [38].
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I. Généralites

Durant la grossesse, les antigénes étrangers exprimés par le foetus sensibilisent généralement
la mére. L'antigéne de surface plaquettaire HPA-1a, impliqué dans la plupart des cas
thrombocytopénie allo-immune néonatale, provoque une réponse d'anticorps chez environ
12% des femmes HPA-1A négatives [80]. Avant que I'immunoglobuline Rh (RhIG) a été
introduit, environ 17% des femmes D- sont devenues sensibilisées a l'antigene D suite a une
grossesse avec un feetus D+ [81]. Mais les antigénes foetaux qui déclenchent le plus souvent
une sensibilisation maternelle sont les antigenes HLA. Plus de 24% des femmes
précédemment enceintes ont des anticorps 1gG circulants détectables contre HLA [82]. Les
anticorps anti- paternels ont d'abord été détectés en 1958. Ces anticorps ont été détectés chez
15 a 30% des femmes enceintes par un test de cytotoxicité [83]. Cependant, un pourcentage
de 54% était détecté par analyse a base de Luminex, quia augmenté avec le nombre d'enfants,
atteignant 74% chez les femmes ayant plus de 2 accouchements [84]. Par ailleurs la
proportion des meres immunisées a atteint 84%, par SAB (single Antigen Bead assay)[85].
Toutefois, on a remarqué que certains des niveaux de sensibilisation n'ont peut-étre pas été
déterminés avec succes car des études antérieures ont utilisé des méthodes a faible sensibilité
ou ont été réalisées tardivement aprés I’accouchement [84].

La grossesse est la seule source naturelle de production d'anticorps anti-HLA. Et les femmes
multipares sont de trés bons donneurs de sang a long terme, mais en raison des grossesses
multiples, elles peuvent développer des titres plus élevés que d'habitude des anticorps anti-
HLA contre les antigénes HLA feetaux d'origine paternelle [86], et ils peuvent provoquer des
réactions indésirables telles que la réaction transfusionnelle ou le rejet d'organes transplantés,
en outre ces anticorps peuvent étre utilisés comme antisérums pour le typage HLA[87]. Il
s'ensuit donc que la détection d'anticorps anti-HLA chez les femmes multipares est trés

significative.

Il. Quand est ce que la sensibilisation maternelle aux antigenes feetaux peut
avoir lieu?

L'entrée du matériel feetal dans la circulation maternelle existe, a mesure que les

microparticules sont libérées des syncytiotrophoblastes et versées dans le sang périphérique

maternel [88]. Les cellules feetales (microchimérisme), ADN feetal, et les debris de cellules

apoptotiques se jettent dans la circulation (figure 19) [89]. La présence de ces antigénes

feetaux, ainsi que le traitement et la présentation des alloantigénes du CMH par les
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macrophages, permettent la reconnaissance de lantigene spécifique du feetus par le systéme

immunitaire maternel adaptatif [4].
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Figure 19 Mod¢le d'exposition des antigénes et des cellules du feetus au systéme immunitaire maternel
[90].

Le développement des anticorps anti-HLA ne different pas entre le premier et le deuxiéme
trimestre de grossesse [91]. Tandis que leurs incidence augmente aprés 28 semaines de
grossesse, cette augmentation est probablement due & laugmentation du trafic cellulaire foeto-

maternel au cours du dernier trimestre [92].

La sensibilisation maternelle peut se produire ¢galement lorsque le sang du feetus et la mére se
combinent aprés la rupture du placenta. Le plus souvent, cela se produit a I'accouchement,
bien qu'une hémorragie foeto-maternelle (FMH) suivie d'une sensibilisation puisse survenir
plus tot dans la gestation. L'ultrastructure des villosités choriales montre que le sang feetal doit

passer par des ruptures dans les cellules endothéliales capillaires, la matrice extracellulaire
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(ECM) et le syncytiotrophoblaste (ST) (figure 20) [93]. Les FMH sont généralement

imprévisibles [94].

(c) Fetal Fetal ST
blood DNA  microvill

(Maternal blood) , "!

v o ":4 !

Figure 20 Micrographie électronique de la partie externe d'une villosité [95].

I11. Incidence de I'immunisation anti-HLA

Environ 30% des femmes en bonne santé développent des anticorps anti-HLA pendant la
grossesse. Ces anticorps peuvent encore étre présents au moment d'une nouvelle conception
[96]. Par conséquent, l'incidence des anticorps HLA dans le premier trimestre est plus élevée
chez les femmes multipares que chez les femmes nullipares [97].

Une plus grande positivité des 1gG HLA de classe | et 1l était détectée dans les échantillons
obtenus au moment de laccouchement, quavant 16 semaines de grossesse [98]. Il a été
détecté aussi que la fréquence cumulée des serums d'anticorps HLA positifs augmentait
encore davantage aprés l'accouchement, et a 4 semaines aprés I’accouchement [99]. Cela
signifie que la plus forte incidence d'anticorps anti-HLA est aprés I’accouchement,
lorsque l'entrée de matiére du feetus dans la circulation maternelle est au maximum, en
coincidence avec les anticorps rhésus. De plus, pendant le rejet du greffon, les anticorps
spéecifiques du donneur peuvent ne pas étre détectés par un tamisage systématique du sérum
car le greffon les a absorbés. Apres élimination de la source d'antigéne, ces anticorps

deviennent plus facilement détectables. Ainsi, le niveau d'anticorps spécifiques de l'enfant
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détecté apres l'accouchement pourrait étre plus élevé en raison de l'absorption par le placenta

pendant la grossesse [4].

IVV. Facteurs influencant le développement de I’'immunisation anti-HLA

IV-1. Nombre de grossesses
L'incidence de I'immunisation augmente avec le nombre de grossesses et le nombre d'enfants
[84], des anticorps anti-HLA ont été detecté chez 32,2% des femmes avec un nombre de

grossesses > 4 [82], et chez 65,6% des femmes avec un nombre > 5 grossesses [100].

IV-2. Fausse couche et immunisation anti-HLA

En étudiant l'incidence de I'immunisation anti-HLA apres la grossesse, Masson et al. ont
trouve que I’apparition d'une fausse couche directement avant le premier accouchement a
diminué de facon significative l'incidence de l'immunisation, qui n'a pas été le cas apres deux
ou plusieurs accouchements [84]. Ce qui a été aussi prouve durant une étude sur l'effet d'une
seule fausse couche antérieure sur la formation d'anticorps HLA lors d'une premiere grossesse
réussie ou ils ont trouvé que le pourcentage de I’HLA immunogéne était significativement
plus faible chez les femmes bipares avec une fausse couche antérieure par rapport aux
femmes bipares sans une fausse couche antérieure[101].

D’autre part, dans I'étude de Nielsen et al.[102], un sous-groupe de femmes avec avortement
récurrent secondaire avec un garcon avant la fausse couche, a montré une prévalence
significativement plus élevee des anticorps HLA par rapport aux témoins sains multipares.
Les auteurs expliquent cette prévalence plus élevée des anticorps HLA a la suite d'un degré
plus élevé de microchimérisme qui se produit chez 50 - 70% des femmes enceintes[103] et
peut persister jusqu'a 27 ans apres ’accouchement[104]. Le trafic de cellules feetales dans la
circulation maternelle peut entrainer son activation, un niveau plus élevé d'anticorps HLA
peut donc étre simplement le résultat d'un niveau plus élevé de microchimérisme, sans lien de

causalité et sans aucune pertinence clinique [4].

IV-3. Age et groupes sanguins ABO/ Rh
Les statistiques indiquent que la possibilite de créer des anticorps HLA augmente avec la

multiparité, I'age et les groupes sanguins ABO/Rh [86].

Dans une étude, la prévalence de l'anticorps HLA a été comparée chez les femmes D- vs D+
déja enceintes pour déterminer si la RhIG (Immunoglobuline Rh= anti-D) supprime la

sensibilisation au HLA. 1ls ont trouvé ; et conformément & un effet immunosuppressif non
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spécifique de la RhIG ; que les femmes D- enceintes plus jeunes étaient moins susceptibles
d'étre sensibilisées a I'HLA que les femmes D+ enceintes .Dans I'ensemble, leurs données sont
cohérents avec I'hypothese que la RhIG peut supprimer la sensibilisation HLA pendant la
grossesse. Si réelle, cependant, l'effet de la RhIG sur la sensibilisation HLA semble modeste
et beaucoup plus petit que l'effet exercé par la grossesse ou le nombre d’accouchement. Par
ailleurs, lobservation d'une sensibilisation plus faible a 'HLA chez les jeunes femmes D-

précédemment enceintes peut étre due au hasard ou a d'autres facteurs inconnus [105].

IV-4. HLA-G soluble

Les niveaux de sHLA-G (HLA-G soluble) sont augmentés pendant la grossesse, participant a
leffet tolérogene de ’"HLA-G [106]. Avec un dosage semi-quantitatif, Terasaki et al. ont
décrit une association de SHLA-G avec un faible développement d’anticorps chez les patients
transplantés [107]. Tandis que Masson et al. et avec un test ELISA (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay) quantitatif, n’ont pas pu confirmer lassociation du niveau inférieur de
SHLA-G avec la fréquence d'immunisation, mais ils ont trouvés que parmi les femmes
immunisées, celles ayant les plus forts anticorps (qui pourraient étre détectés par CDC)
avaient les niveaux de sHLA-G les plus bas, suggérant un role réglementaire de SHLA-G dans

la synthése des anticorps pendant la grossesse [84].

IV-5. Phénotype HLA

Le phénotype HLA de la mére etde Ienfant est également connu pour
influencer l'immunisation anti-HLA [108], tout comme les molécules HLA du receveur
influence sur la réponse a la transplantation.

Le développement des anticorps anti-HLA pendant la grossesse semble étre associé a
lexpression d'alleles HLA particuliers, pour évaluer si certains phénotypes HLA sont corrélés
avec un risque plus élevé de développement de l'alloanticorps, des analyses d’alléles de
femmes ayant des grossesses ont été fait, et il a été détecté que les alleles A * 11 et DRB1 *
04 semblent étre liés a une augmentation du risque de production d'anticorps, tandis que
lallele B * 14 était associé a un faible risque de développement d'anticorps anti-HLA comme
allele B * 51 [109].

Le risque de développer des anticorps anti-HLA pendant la grossesse est fortement corrélé au
nombre des mismatchs de séquence d'acides aminés (triplets) entre le HLA de la mere et

I'lPA (inherited paternal antigens) du feetus, tel que déterminé par I’HLA Matchmaker. Ces
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triplets sont des épitopes d'anticorps conformationnels linéaires potentiels qui ne sont pas

partageés avec le HLA de la mére [110].

IV-6. Le polymorphisme du géne du promoteur de 1’IL-6

Dans une étude récente [84], ils ont trouvé que le polymorphisme du géne du promoteur IL-6
G/ C 174 est significativement associé a loccurrence de I’immunisation. 1L-6 joue un réle clé
dans la différenciation des cellules B et lallele muté (de 174C) est responsable des niveaux
inferieurs  d'IL-6 circulant [111], fournissant ainsi une raison d’avoir mOIns

d’alloimmunisation humorale chez les femmes porteuses de la mutation 174C.

IV-7. Anticorps HLA et le nombre de PIRCHE-1I

Le Centre Médical Universitaire d'Utrecht (UMC) a développé une nouvelle méthode pour
sélectionner les mismatchs autorisées. Cette technologie appelée PIRCHE® (predicted
indirectly recognizable HLA epitopes presented by HLA class 1) sappliqgue a la
transplantation des cellules souches hématopoiétiques, a la transplantation d'organes solides et
a d'autres domaines améliorant I'acceptation du greffe et I'efficacité thérapeutique. Elle prévoit
des réponses immunitaires liées aux lymphocytes T contre les peptides dérivés de ’HLA
apres la transplantation. Contrairement aux technologies existantes, la voie indirecte de l'allo-
reconnaissance est focalisée, ceci prend en compte un autre aspect fonctionnel important des
molécules HLA: ils chargent les peptides dans leurs sillons de liaison caractéristiques pour le
présenter aux récepteurs antigene-peptide spécifiques des lymphocytes T [112].

Au-dela des cellules souches et rénales, de nouvelles études montrent que le mécanisme
introduit par PIRCHE® décrit également la formation d'anticorps HLA spécifiques a l'enfant
pendant la grossesse, ou il a été constaté que le développement de ces anticorps anti-HLA

pendant la grossesse augmente avec le nombre de PIRCHE-11[110].

IV-8. Immunisation anti-HLA et le diabete gestationnel

Le diabéte gestationnel (DG) peut étre associé a une tolérance immunitaire temporairement
réduite aux alloantigenes dans la période de la grossesse. Afin de révéler si une augmentation
de la réponse immunitaire maternelle anti-feetale était détectable en présence de DG,
Steinborn et al. ont examiné si le DG était associée a l'activation des monocytes dans la
circulation feetale et si la présence d'anticorps anti-HLA était de plus en plus détectable chez
les patientes atteints de DG. Leurs résultats suggerent que, dans le cas de DG, les monocytes

feetaux ont été actives par des anticorps maternels anti-HLA paternel apres liaison croisee
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avec des cellules feetales via des récepteurs Fc. Pour élucider ce mécanisme potentiel, les
anticorps anti-HLA de classe | et 1l ont été évalués dans la circulation maternelle des patientes
atteints de DG. Comme une augmentation de l'apparition d'anticorps anti-HLA-classe 11 ;
mais pas de classe |; été détectée dans la circulation maternelle, ils suggérent qu'une
augmentation de la réponse immunitaire humorale de la mére contre les HLA fcetales de

classe 1l peut étre décisivement impliquée dans la pathogenése du DG [113].

V. Effets de I’allo-immunisation

Les réponses immunitaires maternelles peuvent étre formées contre les antigenes paternels du
foetus pendant la grossesse, conduisant a des anticorps spécifiques de ces antigenes et aux
cellules T. Malgré la pertinence clinique des anticorps spécifiques de I’'HLA dans les résultats
de la transplantation, la pertinence clinique des anticorps spécifiques du HLA paternel dans

les résultats de la grossesse n'est actuellement pas claire [4].

V-1. Effet bénéfique

Certaines études suggerent que la présence d'anticorps spécifiques dirigés contre le HLA
paternel pourrait étre bénéfique pour une grossesse en améliorant le développement de
tolérance immunologique materno-feetale. Les anticorps anti-HLA ne sont généralement pas
déléteres pendant la grossesse et de facon curieuse, la reconnaissance de I'HLA par les
femmes enceintes de leur descendance semi-allogénique semble étre importante pour une
grossesse réussie [114], la fécondité est réduite chez les couples consanguins, les avortements
spontanés étant plus susceptibles en cas de concordance de ’'HLA de la mere et du foetus
[115].La transmission verticale (mére au feetus) du VIH a été trouvée plus grande (31%) avec
une correspondance HLA maximale de la mére et du foetus par rapport a la protection offerte
par aucun match HLA de classe I, avec seulement 3% de transmission [116]. Les grossesses
avec incompatibilité de 'HLA-C ont été associées & l'induction de lymphocytes Treg a la
décidua maternelle [117]. Ainsi, de maniére plutét surprenante, l'incompatibilité materno-
foetale de la classe | de HLA améliore la fonction placentaire et est bénéfique tant pour la

meére que pour le bébé [95].

V-2. Anticorps anti-HLA et thrombocytopénie allo-immune feeto-maternelle
Le role joué par les anticorps anti-HLA dans la thrombocytopénie allo-immune foeto-

maternelle FMAIT (Fetomaternal Alloimmune Thromboeytopenia) reste une question de
controverse, méme si ces alloanticorps sont connues pour provoquer une destruction

immunitaire des plaquettes de donneurs transfusés incompatibles avec 'HLA, ce qui a
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également été révélé pour compliquer le traitement transfusionnel feetal [118]. En examinant
la littérature, Tanning a trouvé que plusieurs rapports de cas et des enquétes sur des cas
suspects de FMAIT suggérant que les allo-anticorps HLA peuvent provoquer une
thrombocytopénie néonatale. En revanche, dans tous les rapports, la preuve que la FMAIT est
médiatisée par des allo-anticorps maternelles anti-HLA a été indirecte et faible. Par
conséquent, on peut conclure que les allo-anticorps HLA et la thrombocytopénie allo-immune

foeto- maternelle sont encore un mythe [119].

V-3. Anticorps anti-HLA maternels et le poids de naissance réduit

Comme il a été précédemment démontré qu’une association entre les anticorps maternels
contre la HP A-1a et la réduction du poids a la naissance chez les garcons existe [120], Dahl et
al. voulaient explorer s'il existe des associations similaires entre les anticorps maternels anti-
HLA de classe | et le poids de naissance en cas de thrombocytopénie néonatale, a la fin de
leurs étude, ils ont constaté que les anticorps maternels anti-HLA de classe | sont associés a
une réduction du poids a la naissance chez les nouveau-nés atteints de FNAIT. Ils suggérent
que d'autres études sont nécessaires pour réveler si ces anticorps survenant pendant la
grossesse peuvent affecter la croissance du feetus ou si leur présence est simplement un

épiphénomeéne [121].

V-4. Les anticorps HLA et I'avortement spontané récurrent

L'avortement spontané récurrent « RSA » (reccurent spontaneous abortion) est défini comme
une séquence de trois ou plus d'avortements spontanés consécutifs. Le RSA est une condition
hétérogene qui peut avoir plusieurs causes possibles, lors d’une étude faite pour identifier le
role des anticorps anti-HLA chez les femmes avec RSA, une fréquence élevée d'anticorps
anti-HLA chez ces femmes (26,25%) a été détectée par rapport aux femmes enceintes sans
antécédents d’avortement (8,0%). Cette incidence élevée pendant les premiéres semaines de

gestation peut expliquer la perte de grossesse récurrente [122].

V-5. Allo-anticorps HLA maternels et naissance prématuree

La naissance prématurée se produit dans 5 a 13% des accouchements et elle est la principale
cause de mortalité et de morbiditeé périnatale dans le monde [123]. L'accouchement prématuré
spontané est de nature syndromique[124], ce qui signifie que lactivation de la voie commune
de l'accouchement peut étre causée par de multiples processus pathologiques en particulier les
troubles liés a I'immunité et parmi ces troubles le rejet maternel anti- foetal[125], qui pourrait

étre causer par le développement de la mére des anticorps anti-HLA feetaux , il a été démontré
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que la présence des anticorps anti-HLA de classe | ou de classe Il pendant le deuxiéme
trimestre de grossesse est un facteur de risque d'accouchement prématuré spontane, en
particulier pour la naissance prématurée tardive qui représente 70% de tous les
accouchements prématurés. Ces observations appuient le concept selon lequel le rejet
maternel du feetus est un mécanisme de la pathologie lors des accouchements prématurés
spontanes tardifs [126].

VI. Formation des anticorps anti-HLA

Les IPA du feetus sont capables de stimuler les réponses immunitaires maternelles a l'interface
foeto- maternelle ainsi qu'a la circulation maternelle [127]. Ces réponses immunitaires peuvent
conduire & la production d'anticorps HLA spécifiques a I’enfant [128]. La production
maternelle d'anticorps HLA specifiques a l'enfant de l'isotype 1gG nécessite une interaction
entre les cellules B activées et les cellules T-helper apprétées (primed T-helper cells) (figure
21). Tout d'abord, l'activation des cellules B se produit lors de labsorption antigénique de
I'lPA par le récepteur des cellules B [129]. Par la suite, lors de la reconnaissance par les
cellules T d'IPA dégradé présentées sur des molécules HLA de classe 11, les cellules T-helper
fournissent une co-stimulation via une interaction CD40-CD40L et sécrétent des cytokines.
Ces signaux entrainent une prolifération et une différenciation des cellules B naives en
cellules de mémoire et des plasmocytes et induisent la commutation d'isotype IgM a IgG.
Ainsi, la production maternelle d'anticorps HLA 1gG spécifiques a lenfant nécessite
l'activation des cellules B par des cellules T-helper ou les cellules B et les cellules T-helper

répondent au méme antigene, un phénomene appelé reconnaissance liée [130].
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Figure 21 Activation des cellules B et production d’alloanticorps [131].

VII. Détection des anticorps anti-HLA chez la femme enceinte

Les anticorps anti-HLA apparaissent rarement avant la 28°™ semaines de la grossesse [99] ,

La plupart de ces anticorps deviennent détectables au cours du troisieme trimestre ou aprés

laccouchement. Il a été constaté que plus le temps est écoulé depuis la derniére

grossesse,

moins il est probable que les anticorps anti-HLA seront détectables [132], Bien que les

lymphocytes T cytotoxiques (primed cytotoxic T-lymphocytes) spécifiques de ces antigénes

puissent persister pendant plus de 10 ans, méme si les anticorps ont disparu [133].
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Figure 22 La distribution sélective des isotypes d'immunoglobulines dans le corps [61].

VIII. Technigues de détection des anticorps anti-HLA
Les différentes techniques d’étude de 1’immunisation anti-HLA different par le type de cible
(cellules ou support solide), le principe, la sensibilité et la spécificité. Il est d’ailleurs souvent

intéressant de conjuguer plusieurs techniques complémentaires.

Les techniques cellulaires comportent la lymphocytotoxicité (LCT) et la cytométrie en flux
(CMF), ainsi que les techniques utilisant des supports solides comprennent les techniques

ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) et Luminex® [134].

VI1I-1. Technique de lymphocytotoxicité

La lymphocytotoxicité complément dépendante ou cytotoxicité dépendant du complément
(CDC) a été largement utilisée et considérée comme technique de réference depuis la fin des
années 1960 pour le cross-match et les recherches d’anticorps anti-HLA[135].

Les anticorps anti-HLA sont recherchés sur un panel d’environ 35 cellules (lymphocytes T ou
lymphocytes totaux pour la classe 1 et lymphocytes B pour la classe I et la classe 1l ou pour la
classe 1l apres absorption sur des pools de plaquettes) issues de donneurs dont le typage HLA
est connu, et du complément de lapin. La mortalité cellulaire causée par les anticorps anti-
HLA est ensuite évaluée a ’aide de colorants vitaux (Figure 23), le résultat communiqueé est le
pourcentage de puits contenant des cellules lysées au sein du panel, ou PRA (Panel Reactive
Antibody) [136].
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Lorsque les anticorps sont des IgM (et non des 1gG) la réaction est rendue négative par le
Dithiotreitol (DTT), qui rompt les ponts disulfure entre les 5 immunoglobulines composant
les IgM [137].

Cette méthode présentait la méthode de référence pour la détection de ces anticorps, pour de
nombreux avantages (test fonctionnel, identification des anticorps fixant le complément,
détection d’anticorps non HLA, détection des 1gG et des IgM)[138] , cependant ses limites
sont nombreuses : faible reproductibilité, existence d'antigénes rares non représentés par le

panel, incapacité d’identifier avec précision Iensemble des antigénes cibles, faux positifs.

"~ AHG-CDC
Sérum B8 Sérum

p o Lyse ¢ N
{ O| Q cellulaire : .' Lyse
- - cellulaire
Cellule Panel / \ \ o’
Cellule donneur
Phénotype Colorant S‘o‘:um >
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Figure 23 Technique de Microlymphocytotoxicité.

VII11-2. Cytométrie en flux

Dans les années 80, les technigques de cytométrie en flux ont été développées pour pallier les
inconvénients de la LCT. Utilisees pour tester la présence d'anticorps dirigé contre les
lymphocytes sans avoir recours a I'utilisation du complément [139], elles ont rapidement été
abandonnées car I’utilisation de panels de lymphocytes était beaucoup plus lourde qu'avec la
LCT. La recherche des anticorps anti-HLA par CMF est faite sur des microsphéres de latex
recouvertes d’antigénes HLA purifiés (32 microspheres classe I + 32 microspheres classe II).
Les anticorps présents dans le sérum qui se lient aux antigenes HLA fixés sur les
microsphéres sont révélés en utilisant un anticorps anti 1gG humaines marqué a
I’isothiocyanate de fluorescéine FITC. Le PRA est déterminé par le pourcentage de

microsphéres qui réagissent positivement avec le sérum [140].

VI11-3. Technique ELISA

La technique d'ELISA a été mise au point au début des années 1970 par deux chercheurs de
l'université de Stockholm, Eva Engvall et Peter Perlmann. La technique ELISA repose sur
I’utilisation des antigénes HLA fixés au fond des puits de plaques de plastique. Lorsque des
IgG anti-HLA sont présentes dans le sérum, elles se lient aux antigenes fixés au fond des puits

dont elles sont spécifiques. Aprés une phase de lavage destinée a éliminer les
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immunoglobulines fixées de fagcon non spécifique vient la phase de réaction avec un anticorps
secondaire anti-1gG humaine couplé a une enzyme. Cet anticorps secondaire se lie aux 1gG du
sérum testé fixées aux antigenes HLA et entraine, apres une nouvelle phase de lavage visant a
éliminer les anticorps secondaires non liés, une réaction coloree en présence d'un substrat lors
de la phase de révélation. La mesure de la réaction colorée finale se fait a laide d'un
spectrophotométre [141]. L'ELISA donne deux différents résultats : qualitative ou quantitative
selon que l'on utilise ou non une courbe d'étalonnage (ou gamme étalon). Cette derniére doit
étre réalisee avec une solution de concentration connue de la molécule que Fon cherche a
doser (Figure 24).

Indrect ELISA

% ELISA plate well

Antigen
Primary antibody

v,
M Enzyme-linked secondary antibody

Figure 24 Test ELISA indirect [142]

V111-4. Technologie Luminex™

La technologie Luminex™ s’avére étre la technique la plus sensible de toutes [143]. Elle est
fondée sur le principe de la cytométrie de flux alliant I’utilisation de microbilles fluorescentes
en polystyréne et une double lecture apres excitation par deux faisceaux laser. En variant la
proportion des deux fluorochromes, on obtient une gamme possible de 100 catégories de
microspheéres, chacune étant caractérisée par un code couleur selon I’intensité de fluorescence
émise. Chaque type de bille est recouvert d’antigénes HLA différents. La présence d’anticorps
spécifiques dans le sérum testé sera révélée par des anticorps anti-lgG humaines conjugués a
la phycoérythrine. Le laser rouge a diode excite les fluorochromes incorporés dans les billes
induisant I’émission de fluorescence rouge et infrarouge ce qui permet 1’identification du type
de bille [135]. Le laser vert excite la phycoérythrine permettant la détection d’anticorps anti-

HLA fixés sur un type de billes spécifique (Figure 25). Ce second signal donne une idée de la
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quantité d’anticorps fixé par la mesure de la fluorescence exprimée en intensité moyenne de
fluorescence (MFI) [136].

Les avantages de la technique Luminex™ sont nombreux. Elle est plus sensible pour Ila
détection des anticorps anti-HLA que les autres techniques utilisées. Elle permet de mieux
analyser les sérums des patients fortement immunisés et d’identifier plus précisement des

spécificités d’anticorps[144].
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Figure 25 Principe de La technologie Luminex™
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|. Lieu et type d’étude

L’étude a été effectuée au niveau du LABORATOIRE D’IMMUNOLOGIE, Unité HASSIBA
BEN BOUALI du CHU de Blida, la période de novembre 2016 au septembre 2017.
Il s’agit d’une étude descriptive transversale réalisée sur une population de femmes

multipares.

Il. Matériel
I1-1. Matériel biologique

11-1-1. Population étudiée

Cent dix (110) femmes multipares ont été prélevées, soit durant le 3™ trimestre de la
grossesse ou bien aprés laccouchement (1 a 4 jours), au niveau du service de Gynécologie
obstétrique unités (gynécologie, GHR, post-accouchée) au sein de la méme structure
(Annexe 7).

Apres avoir obtenu le consentement éclairé de toutes les femmes participantes, des
échantillons de sang ont été préleves.

La recherche des anticorps anti-HLA, par technique ELISA, s’est limitée a 64 prélévements

en raison de manque de réactifs.

11-1-2. Critéres d’inclusion

Femmes multipares quiont fait plus de deux grossesses (avortement inclus).
11-1-3. Dossiers des patientes

Le recueil des données s’est fait a partir des :

- Fiche de renseignement comportant : Nom, Prénom, adresse, age, groupage, nombre

de grossesses, d’avortements, de parités et antécédents transfusionnels et médicaux
(Annexe 1).

- Fiche de consentement (Annexe 2)

11-1-4. Prélevements

Prélevement du sang total sur un tube sec, les sérums obtenus ont été répartis dans des

eppendorfs numérotés et congelés a — 80°C. (Annexe 3)
11-2. Matériel non biologique

11-2-1. Réactifs utilisés (Annexe 4)
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11-2-1-1. Kit ELISA pour dépistage (screening) des anticorps anti-HLA
- Lambda Antigen Tray Mixed Classe I et Il : LATM10X5 lot 011
11-2-1-2. Kit ELISA pour identification des anticorps anti-HLA

- Lambda Antigen Tray Single Antigen Classe I: LAT1HD, Lot 006.
- Lambda Antigen Tray Classe |: LAT140, Lot 006.
- Lambda Antigen Tray Classe 11: LAT240, Lot 005.

11-2-2. Appareillage

- Lecteur ELISA spécial pour la lecture des plaques Terasaki.

- Logiciel HLA Fusion™ version 3.0 pour I’interprétation des résultats.

I11. Méthode
I11-1. Recherche des anticorps anti-HLA par technique ELISA

I11-1-1. Principe du test

Le test LAT™ met en ceuvre des réactifs ELISA pré-étalonnés pour la détection dans le sérum
humain des anticorps 1gG dirigés contre les antigenes HLA de classe | ou de classe I1. Des
quantités définies d’antigénes HLA purifiés par affinité, sont déposées dans différents puits
d’une plaque TERASAKI. La détection de la fixation spécifique des anticorps du séruma I’un
des antigenes, se fait par incubation avec I’anticorps conjugué a la phosphatase alcaline qui ne
reconnait que 1’[gG humaine. L’addition d’un substrat spécifique de I’enzyme provoque une
réaction colorimétrique qui est mesurée par spectrophotométrie. La spécificité de I’anticorps
est déterminée par analyse du schéma de réactivité LAT™ en utilisant la feuille de travail

LAT correspondante (Annexe 5).
111-1-2. Mode opé ratoire

1. répartir 10 pl d’échantillon (dilué¢) ou de réactif controle dans les puits appropriés de la
plaque LAT™. (Changer d’embout pour éviter la contamination croisée des réactifs)

2. couvrir la plague et incuber pendant une heure a une température située entre 20 et 25 °C.

3. éliminer le diluant, les sérums a tester ou le sérum contrdle des puits, en retournant les
plaques et en les tapotant (flickage). Envelopper la plaque d’une serviette en papier absorbant.
Environ un lambda (1 pl) de liquide doit rester dans les puits. Laisser les plaques retourner ou

recouvertes jusqu'a I’addition du réactif suivant. Ne pas les laisser sécher.
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4. ajouter 15 a 20 pl de tampon de lavage 1X avec un répartiteur ou bien verser le tampon
directement et remplir la plaque. Agiter doucement et rejeter la solution de lavage en exces,
puis éliminer la solution de lavage comme il est indiqué ci-dessus (flickage).répéter 1’étape 4

de lavage.

5. répartir 10 pl de conjugué a la phosphatase alcaline dilué dans chaque puits. Ne pas

conserver le réactif dilué.
6. couvrir la plague et incuber pendant 40 min a une température située entre 20 et 25 °C.

7. éliminer le conjugué comme indiqué a I’étape 3. Ne pas laisser sécher les plaques.
8. effectuer 2 lavages successifs, comme indiqué a I’étape 4. Environ un lambda (1 pl de

liquide doit rester dans les puits).

9. répartir 10 pl de substrat d’enzyme dans chaque puits de la plaque LAT™. Ne pas
conserver le réactif en exces.

10. couvrir la plague et incuber a 37°C pendant 10 a 15 min, a I’abri de la lumiére

Remarque : ne pas laisser la réaction se développer sans surveillance pendant plus de 15 min.
les puits contrble positif doivent étre bleu fonce, les puits contréle négatif transparents. Il est
important d’arréter la réaction colorimétrique avant I’apparition d’un bruit de fond non

specifique.

11. arréter la réaction par 5 pl de solution d’arrét dans chaque puits de plaque LAT™.couvrir

la plague et Attendre 15 min pour stabiliser la réaction.

12. lire les résultats dans I'heure qui suit au moyen d’un lecteur ELISA adapté¢ aux plaques

TERASAKI. Enlever le couvercle pour la lecture. (Annexe 6)

I11-3. Inte rprétation des résultats

Apres réalisation de la technique ELISA, D'interprétation des résultats obtenus s’effectue
grace a logiciel HLA fusion qui met en ceuvre les modalités suivantes pour la validation de la

technique :
I11-3-1. Validation du test

La valeur moyenne du contrble HLA Positif est divisée par la valeur moyenne du contrdle

HLA Négatif apres déduction du bruit de fond (puits 1A et 1B), suivant la formule ci-dessous:
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3 Moy. Pos. HLA — Moy. NAC (ou Blanc)
Rapport POS/NEG =

Moy. Nég. HLA — Moy. NAC (ou Blanc)

+ Le rapport POS/NEG doit étre >5.

+ Les valeurs moyennes des puits Contréle de Qualité (QC) doivent toujours étre >1000
(généralement >2000).

+ La valeur moyenne des puits Controle HLA Positifs doit toujours étre >800 (de
préférence >1500).

+ La valeur moyenne des puits Controle sans Antigene (Blanc) doit étre <250 avec le

diluant, et <500 avec le sérum a tester.
111-3-2. Détermination des valeurs seuil du test

Les valeurs seuils sont calculées en pourcentage de la réactivité du Sérum Contréle qui est
fourni (SC) et testé dans les puits HLA positifs, apres déduction du bruit de fond du sérum (ou
diluant).

Les données imprimeées donnent les valeurs brutes. La valeur du seuil est corrigée comme par

exemple, pour une valeur seuil de 20 %
Seuil corrigé = [(Moy. Pos. HLA — Moy. NAC) x 0,2] + [Moy. du NAC]

Dans le test LAT140, LAT240, LAT1240 et LAT1288, un score est attribué aux valeurs selon

une échelle similaire au test de lymphocytotoxicité comme il est indiqué ci-dessous :
0-10 % =1 (réaction négative) indiqué par une couleur verte.

11-20 % = 2 (réaction positive ou faiblement négative) indique par une couleur bleue.
21-50 % = 4 (réaction positive) indiqué par une couleur jaune.

51-80 % = 6 (réaction fortement positive) indiqué par une couleur marron.

81 a >100 % = 8 (réaction trés fortement positive) indiqué par une couleur rouge.

Dans le test LATHD, il est recommandé de ne considérer que les réactions « 6 » et « 8 »
comme positives. En raison de la sensibilité accrue du test, les scores plus faibles peuvent étre

dus a des fixations non specifiques.
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Dans le test LATM, une seule valeur seuil est calculée. Dans les puits d’un mélange
d’antigénes de Classe I ou de Classe II, un sérum est généralement considéré positif si la
valeur moyenne des puits en duplicat est supérieure a la valeur seuil de 20 %. Les échantillons

situés a +/- 5 % (zone grise) peuvent donner des résultats non reproductibles.

Les puits du (contrdle positif) doivent apparaitre en rouge, tandis que les puits du (contréle

négatif) apparaissent en vert, pour la validation de la technigque. (Figure 26)
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Figure 26 Interprétation d'une plaque ELISA par le logiciel HLA fusion.

IV. Analyse Statistique
L’étude statistique a été réalisée par le biais des :
- Logiciel Excel pour la confection des tableaux et des graphes.
- Logiciels « IBM SPSS statistics 23 » et « compare 2 », pour la détermination de la
relation entre I’allo-immunisation anti-HLA avec les paramétres exploités en utilisant

le test khi-deux ; La difféerence était considérée significative si p est < 0,05.
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Résultats

I. Caractéristiques démographiques:

I-1. Age
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Figure 27 Répartition des femmes selon les tranches dage

Les femmes multipares de notre population étudiée étaient agées de 22 a 48 ans (moyenne +
SD=35,7 ans £ 6,2).
On note que 1’age de 90% des femmes parturientes de notre population est entre 25-45 ans.

I-2. Répartition géographique

Figure 28 Répartition selon le lieu de naissance des femmes
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I1. Données biologiques
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Figure 29 Répartition des femmes selon le groupage sanguin

I1l1. Données obstétricaux
I11-1. Gestité

N=64
34,3%

|
I 26,5%
20,3% ‘
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6
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Figure 30 Répartition des femmes selon le nombre de grossesses

Le nombre de grossesses varie de 2a 9 (moyenne £ SD=4,4 + 1,3 ; médiane = 4).

95% des femmes de notre population ont au moins 3 grossesses.
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I11-2. Parité (nombre d’enfants)
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Figure 31 Répartition des femmes selon le nombre des enfants

Le nombre moyen d'enfants est de 3,3 (£1,2).

79,7% des participantes ont au moins 3 enfants.

Les femmes qui n’ont pas d’enfants (3,1%) ont eu au moins un avortement

111-3. Avortement
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Figure 32 Répartition des femmes selon le nombre des avortements

57,8% des femmes de notre étude ont fait des avortements.

Le tableau récapitulatif des résultats précédents est dans (Annexe 8)

Résultats

Page | 56



Résultats

IV. Fréquence des Anticorps anti-HLA

Vingt-trois (23) des 64 serums testés (35,9%) étaient positifs au test de dépistage (LATM).

& Ac anti-HLA positif
K Ac anti-HLA négatif

Figure 33 Fréquence des Ac anti-HLA

Dans la population positive, 39,1% ont des Ac anti-HLA de classe | et 47,8% ont des Ac anti-

HLA de classe 11, 13% de la population positive ont les 2 Ac au méme temps.

Acanti-HLA Cl Acanti-HLA Cll

Figure 34 Classe des Ac anti-HLA

V. ldentification des Anticorps anti-HLA

En deuxiéme étapes, Nous avons procédé a lidentification des anticorps anti-HLA dans 22
sérums. Elle a été réalisée pour la classe I et/ou Il selon le résultat du dépistage, les résultats

sont représentés dans le tableau 1.
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Tableau 3 Les spécificités anti-HLA classe | et Il identifiées dans 22 sérums

CLASSE | CLASSE I

Locus A Locus B Locus DR Locus DQ
spécificité Nombre spécificité Nombre  spécificité Nombre spécificitt  Nombre
de cas de cas de cas de cas
Anti-A2 1 Anti-B7 1 Anti-DR1 2 Anti-DQ6 2
Anti-A3 1 Anti-B8 2 Anti-DR4 5 Anti-DQ7 3
Anti-All 2 Anti-B13 4 Anti-DR7 1 Anti-DQ8 3
Anti-A23 1 Anti-B18 3 Anti-DR8 2 Anti-DQ9 3
Anti-A24 3 Anti-B27 1 Anti-DR11 2
Anti-A25 1 Anti-B35 1 Anti-DR12 2
Anti-A26 1 Anti-B41 1 Anti-DR13 1
Anti-A29 1 Anti-B46 1 Anti-DR14 1
Anti-A32 4 Anti-B53 1 Anti-DR15 5
Anti-A33 1 Anti-B54 1 Anti-DR16 4
Anti-A36 1 Anti-B57 2 Anti-DR17 3
Anti-A66 1 Anti-B59 1 Anti-DR51 2
Anti-A74 2 Anti-B60 1 Anti-DR103 1
Anti-A75 1 Anti-B61 3
Anti-A80 2 Anti-B64 1
Anti-B67 1
Anti-B72 1
Anti-B75 1
Anti-B76 1
Totale=15 6 Totale=19 7 Totale=13 10 Totale=4 6

Pour la classe I, nous avons analysé 10 sérums, 3 sérums étaient négatifs, 1 sérum était hyper
immunisé (PRA>80%) (Réagissait avec plus de 80 %des cellules du panel) et les 6 sérums

restants étaient positifs et polyspécifiques (plus de 2 spécificités).

On ce qui concerne la classe 11, 14 serums étaient analysés, 2 sérums étaient négatifs, 2 étaient
hyperimmunisés, les 10 sérums restants étaient positifs, 1 parmi eux contenait 2 spécificités
anti-HLA (DQ7 et DQ9) et les 9 restants étaient polyspécifigues.

VI. Analyse statistique

Nous nous sommes intéressés aux facteurs qui peuvent influencer I'incidence des Ac anti-
HLA (I'age, la gestité, la parite, les avortements et les groupes sanguins, pour cela les données
ont été soumises a lanalyse de test de khi-deux (une valeur de P<0,05 est considérée

significative), le tableau 4 résume les résultats obtenus.
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Tableau 4 Interactions entre les résultats des tests de dépistage des anticorps anti-HLA et I'age, le
groupage sanguin, la gestité, la parité et le nombre d’avortements.

Ac anti-HLA p
Non immunisée immunisée
Catégorie d’age 2(100,0%) P=0,077
<25 (n=2) 0(0,0%)
7(58,3%)
25-29 (n=12) 5(41,7%)
3(27,3%)
30-34 (n=11) 8(72,7%)
5(25,0%)
35-39 (n=20) 15(75,0%)
6(40,0%)
40-44 (n=15) 9(60,0%)
0(0,0%)
45-49 (n=4) 4(100,0%)
Groupage sanguin A- (n=2) 1(50,0%) 1(50,0%) P=0,773
A+ (n=28) 17(60,7%) 11(39,3%)
AB+ (n=3) 2(66,7%) 1(33,3%)
B+ (n=5) 4(80,0%) 1(20,0%)
O+ (n=24) 16(66,7%) 8(33,3%)
2(n=3) 2(66,7%) 1(33,3%) P=0,710
Gestité
3(n=13) 8(61,5%) 5(38,5%)
4(n=22) 14(63,6%) 8(36,4%)
5(n=17) 9(52,9%) 8(47,1%)
6(n=3) 3(100,0%) 0(0,0%)
7(n=5) 4(80,0%) 1(20,0%)
9(n=1) 1(100,0%) 0(0,0%)
parité 0(n=2) 0(0,0%) 2(100,0%) P=0,427
1(n=2) 1(50,0%) 1(50,0%)
2(n=9) 6(66,7%) 3(33,3%)
3(n=27) 19(70,4%) 8(29,6%)
4(n=13) 7(53,8%) 6(46,2%)
5(n=9) 6(66,7%) 3(33,3%)
6(n=2) 2(100,0%) 0(0,0%)
avortement 0(n=27) 19(70,4%) 8(29,6%) P=0,196
1(n=24) 15(62,5%) 9(37,5%)
2(n=10) 4(40,0%) 6(60,0%)
4(n=3) 3(100,0%) 0(0,0%)
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VI-1. Positivité des Ac anti-HLA selon1’age
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Figure 35 Fréquence des Ac anti-HLA positifs par rapport aux tranches dage
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Résultats

48% des femmes agées de moins de 35 ans ont développé des Ac anti-HLA, ainsi que 28,2%

des femmes agées p

VI-2. Positivité des Ac Anti-HLA selon le groupage sanguin
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Figure 36 Fréquence des Ac anti-HLA positifs par rapport aux groupes sanguins
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VI-3. Positivité des Ac Anti-HLA selon la gestité:
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Figure 37 Fréquence des Ac anti-HLA positifs par rapport aux nombre de grossesses

36,8% des femmes qui ont fait moins de 5 grossesses étaient immunisées et 34.61 % des femmes qui
ont fait plus que 5 étaient immunisées.

VI-4. Positivité des Ac Anti-HLA selon la parité
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Figure 38 Fréquence des Ac anti-HLA positifs par rapport aux nombre d'enfants

52,2% des femmes immunisées ont un nombre d’enfants < 3, et 39,1% ont plus de 3 enfants.
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VI-5. Positivité des Ac Anti-HLA selon le nombre d’avortements
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Figure 39 Fréquence des Ac anti-HLA positifs par rapport aux nombre d'avortements

34,8% des femmes multipares immunisées n’ont pas fait des avortements, tandis que 65,2%

ont déja fait des avortements.

Comme le tableau 4 le montre nous n’avons pas obtenu des résultats statiquement significatifs
(p>0.05 dans tous les cas), nous avons procédé a la détermination de I’influence des
parametres précedents sur le développement des Ac anti-HLA de classe | et de classe Il
séparément, nous avons obtenu des résultats statiquement significatifs qu’avec la classe 1
(tableau 5)
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Tableau 5 Interactions entre les résultats des tests de dépistage des anticorps anti-HLA | et I'age, la

gestité, la parité et le nombre d’avortements.

Ac anti-HLA | p
Non immunisées Immunisées
<25 (n=2) 0(0,0%) 2(100,0%)
2529 (n=12) 8(66,7%) 4(33,3%)
30-34 (n=11) 8(72,7%) 3(27,3%) P=0,012
Catégorie d’age  "35739711-70) 19(95,0%) 1(5,0%)
40-44 (n=15) 13(86,7%) 2(13,3%)
45-49 (n=4) 4(100,0%) 0(0,0%)
2 (n=3) 2(66,7%) 1(33,3%)
3 (n=13) 10(76,9%) 3(23,1%)
4 (n=22) 18(81,8%) 4(18,2%)
» 5 (n=17) 13(76,5%) 4(23.5%) P=0,819
Gestité
6 (n=3) 3(100,0%) 0(0,0%)
7(n=5) 5(100,0%) 0(0,0%)
9 (n=1) 1(100,0%) 0(0,0%)
0 (n=2) 0(0,0%) 2(100,0%)
arite 1(n=2) 1(50,0%) 1(50,0%) 520,043
2 (n=9) 7(77,8%) 222,2%)
3 (n=27) 23(85,2%) 4(14,8%)
4 (n=13) 10(76,9%) 3(23,1%)
5 (n=9) 9(100,0%) 0(0,0%)
6 (n=2) 2(100,0%) 0(0,0%)
0 (n=27) 26(96,3%) 1(3,7%)
1 (n=24) 17(70,8%) 7(29,2%) p=0.025
avortement | 2 (n=10) 6(60,0%) 4(40,0%)
4 (n=3) 3(100,0%) 0(0,0%)
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VI-6. Fréquence des Ac anti-HLA classe I selon I’age
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Figure 40 Fréquence des Ac anti-HLA | positifs par rapport aux tranches d'age

36% des femmes agées de moins de 35 ans sont immunisées, tandis que seulement 7,7 % des
femmes &gées de plus de 35 ans sont immunisées. (Khi deux=8,013 ; P=0,005).

VI-7. Fréquence des Ac anti-HLA classe | selon la parité
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Figure 41 Fréquence des Ac anti-HLA | positifs par rapport aux nombre d'enfants
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12,5% des femmes ayant plus de 3 enfants ont développé des Ac anti-HLA I, et 22.5% des

femmes ayant 3 enfants ou moins ont développé des Ac anti HLA 1.

VI1-8. Fréquence des Ac anti-HLA classe Iselon le nombre d’avorte ments

96.3% 100%

H [mmunisées

E Non immunisées

Nombre d'avortements

Figure 42 Fréquence des Ac anti-HLA | positifs par rapport aux nombre d'avortements

91,7% des femmes immunisées ont fait au moins un avortement, alors que seulement 8.3%

des femmes qui n’ont pas eu d’avortements sont immunisées.
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Discussion

I. Incidence de Pimmunisation Anti-HLA

Notre étude est la premiere en Algérie a évaluer I'immunisation anti-HLA chez les femmes
multipares, en utilisant une méthode sensible de détection des Ac. L'étude est unique, car il
n'y a pas de rapports avec des informations comparables en Algérie. Elle confirme la plus
grande importance de la grossesse en tant qu'événement immunisant, avec une forte incidence
d’immunisation dans un tel contexte: plus d’un tiers des femmes (35,9%) ont développé des
Ac anti-HLA. Cette fréquence plus élevée par rapport a d'autres études comme celle de Regan
et al. [145] (28% ; n=306) est probablement due en partie a une meilleure sensibilité de la
technique ELISA par rapport a la technique LCT. Cependant, notre fréquence est inferieure a
celle trouvée dans deux études récentes : Vilches et al. [146] (49.3% ; n=69), et Masson et al.
[1] (54,1% ; n=294) vu la plus grande sensibilité de la technique «Luminex» utilisée dans ces

études.

Nous avons trouve dans notre étude des Ac anti-HLA | chez 39,1%, et des Ac anti-HLA
classe II chez 47,8% des femmes multipares, cette différence qui n’est pas statistiquement
significative, a également été signalé par Vilches et al.[146] (52.9% anticorps anti- HLA classe
| et 61.7% des et classe 11), en utilisant des sérums prélevés quelques années apres
I’accouchement (moyenne =14,6 £13.1 ans), dans une autre étude, Masson et al.[1] ont trouvée
le contraire, une incidence élevée des Ac anti-HLA classe | (86%) par rapport aux Ac anti-
HLA de classe II (62%), sachant qu’ils ont utilisé la méme technique de 1’étude précédente et
sur des sérums collectés immédiatement apreés I'accouchement. D’autre par I'étude réalisée
par Powers et al.[147], en utilisant la méme technique Luminex sur des sérums collectes
plusieurs années apres laccouchement, la proportion d'Ac anti-HLA classe | apparaissait
légerement inférieure (75% anti-classe I, 61% anticlass Il), ce qui souleve la question d'une

diminution antérieure des Ac Anti-HLA class I aprés ’accouchement.

Il. Anticorps anti-HLA et nombre de grossesses

Houissa et al.[148] ont détecte des Ac anti-HLA chez 21,9% des femmes ayant fait deux
grossesses, et 24,5% chez les femmes ayant fait plus de deux grossesses, nos résultats sont
compatibles avec ces études (33,3% chez les femmes ayant fait deux grossesses et 36,1% chez
les femmes ayant fait plus de deux grossesses).

Cependant en étudiant la relation entre I'allo-immunisation anti-HLA et le nombre de
grossesses, chez les 64 femmes multipares, nous n’avons pas révélé une relation

statistiquement significative (khi-deux=3,75 ; p = 0,72).
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I1l. Anticorps anti-HLA et nombre d’enfants

Nous avons observé que 35% des femmes ayant un nombre d’enfants < 3 sont immunisées et
37,5% des femmes ayant plus de trois enfants sont immunisees, nous concluons donc que le
nombre d’enfants n’a pas d’effet sur I’immunisation anti-HLA.

Cependant on a remarqué qu’il ya une association significative entre la parité et le
développement des Ac anti-HLA de classe | seulement (P=0,043), car il y a une diminution
de positivité de ces Ac avec le nombre d’enfants, ce qui est en opposition avec les résultats de
I’étude faite a Nigeria [149] ou ils ont trouvé que I'apparition des Ac de classe I augmente
avec le nombre d’enfants.

Ceci dit qu’il y a une relation entre 1’allo-immunisation vis-a-vis des Ac anti-HLA de classe |

et le nombre d’enfants (grossesse a terme et ’accouchement normal).

IV. Anticorps anti-HLA et nombre d’avortements

Nous avons observé que les femmes ayant fait des avortements ont développé plus d’Ac anti-
HLA par rapport aux femmes qui n’ont pas fait des avortements, le pourcentage des Ac anti-
HLA augmente avec le nombre d’avortement de 37,5% en cas d’un avortement a 60% en cas
de deux avortements (P~NS).

Dans 1’étude de Bartel et al.[150] Environ la moitié des femmes multipares sans antécédents
de fausses couches ont une réactivité anti-HLA détectable, une proportion beaucoup plus
élevée que celle observée chez les femmes atteintes de RM (19%). Ils ont expliqué cette
proportion plus élevée, chez les femmes multipares sans antécédents de fausses couches, par
le temps d'exposition plus long au feetus en grossesse normale, ce qui peut donner plus de
possibilités d'induire une réponse immunitaire humorale. Malheureusement, nous ne pouvons
pas comparer ces resultats dans notre cas vu le petit nombre des femmes ayant des RM (n=3)
dans notre étude.

Cependant, ’association entre le nombre d’avortement et 1’immunisation anti-HLA classe |
est révélée significative (P=0,025), nous apercevons une augmentation de la réactivité anti-
HLA, de 8,3% chez les femmes sans avortement a 29,2% et 40% chez les femmes avec 1
avortement et 2 avortements, respectivement. Et nous avons également remarqué que 91,7%

des femmes immunisées ont fait au moins un avortement.
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V. Anticorps anti-HLA et I’age

Nous avons remarqué que 48% des femmes agées moins de 35 ans sont immunisées, et
28.,2% des femmes agées plus de 35 ans sont immunisées, mais 'analyse statistique n’a pas
révélé des résultats significatifs

Par ailleurs nous avons pu mettre en évidence une association significative (P=0,012), entre
I’age des femmes multipares et le développement des Ac anti-HLA classe I, cette association
doit encore étre clarifiée car il n'existe aucun rapport pour soutenir cette constatation. Les
explications possibles pourraient étre que les femmes parturientes a un &ge plus jeune sont
plus immunisées que les femmes parturientes a un dge plus avancé (36% d’immunisation chez
les femmes dgées moins de 35 ans, contre 7,7% d’immunisation chez les femmes agées plus

de 35 ans), on peut aussi expliquer ce résultat par I’avortement fréquent chez cette catégorie
de femmes (88,9%).

VI. ldentification des Anticorps anti-HLA

Nous avons identifié un nombre assez important de spécificités (34 spécificités) anti-HLA
classe I. Cela ttmoigne du grand polymorphisme des antigenes HLA classe | au niveau du
locus A et B. La fréquence des spécificités des Ac anti-HLA-B (43,7 %) était plus élevée que
celle des spécificités des Ac anti-HLA-A (35,9 %). Nos résultats étaient en accord avec ceux
de Houissa et al.[148]. Les spécificités les plus fréquentes des Ac anti-HLA classe | isolés
dans notre population : Anti HLA-24, et anti HLA B13.

Pour la classe 11, le nombre des spécificités identifiées est de 17 spécificités) par rapport a
celui de la classe I, malgré que le nombre des sérums pour les quels on a fait 1’identification
des Ac de classe Il (14) était plus éleve que la classe | (13), (ce qui confirme le plus grand
polymorphisme des antigenes HLA de classe I).

La fréquence des spécificités des Ac anti HLA-DR (48,4%) était plus élevée que celle des
spécificités des Ac anti HLA-DQ (17,2%), nos résultats sont en concordance avec ceux de
Picascia et al. [151]. Les spécificités les plus frequentes des Ac anti-HLA classe 1l : DR4,
DR15, DQ7, DQ8 et DQ 9.

Les fréquences des alleles HLA dans la population ont également un effet sur les spécificités
d'anticorps anti-HLA. Par conséquent, on prévoyait détecter plus fréqguemment des anticorps
anti-HLA contre ces antigénes. On a estimé que A*02, A*01, A*24, A*11, A*32, B*35,
B*49, B*44, B*38, B*7, DQA1*0501, DQB1*0201, DRB3*0202, Et les alleles DRB1*07

sont les alleles les plus fréquents dans la population algérienne[152].
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Le phénotype HLA de la mére et de lenfant est également connu pour influencer
limmunisation anti HLA, tout comme I'HLA du receveur influe sur la réponse a la
transplantation [1]. Malheureusement, le systéeme HLA étant hautement polymorphe, la taille

de notre étude n'a pas permis d'analyser I'impact d'un phénotype HLA particulier.
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Conclusion

La grossesse est la seule source naturelle d'immunisation anti-HLA. La fréquence exacte de
cette immunisation reste indéterminée car des études antérieures ont utilise différentes

méthodes.

Le succes de la grossesse dépend de multiples facteurs, et non pas uniqguement de la seule
tolérance du systeme immunitaire maternel vis-a-vis des antigénes foetaux hérités du Pere.
Bien qu’allogéniques, les cellules trophoblastiques feetales interagissent avec les cellules de
I’immunité maternelle pour le maintien de la grossesse. Ceci est assuré par le biais de

plusieurs meécanismes equilibres.

Au cours de la grossesse, la mére génére des réponses d’anticorps anti-HLA paternel. Ces
réponses sont obtenues suite a ’entrée du matériel feetal dans la circulation maternelle soit par
Microchimérisme ou aprés rupture du placenta (accouchement, avortement ou hémorragie

foeto- maternelle).

35,9% des Ac anti-HLA ont été détecté chez 64 femmes multipares par la technique ELISA,

ce qui confirme I’importance de la grossesse au tant qu’ un événement immunisant.

On a également identifi¢ un nombre important de spécificités d’Ac anti-HLA (34 spécificités

de classe | et 17 spécificités de classe II).

Cette étude nous a permis de constater que :
Le développement des Ac anti- HLA de classe | augmente avec le nombre d’avortements ;
Les femmes multipares plus jeunes développent plus d’Ac anti-HLA de classe 1, et cette

réactivité d’Ac est associée avec le nombre d’avortements.

Au terme de ce travail et compte-tenu des résultats obtenus, nous recommandons de :

- Introduire une technologie plus sensible « Luminex » pour améliorer la mise en
évidence des Ac anti-HLA ;

- Prélever régulierement les femmes multipares hospitalisées en obstétrique, afin de
rassembler le maximum de spécificités anti- HLA ;

- Travailler en collaboration avec d’autres laboratoires, dans le but de constituer une
batterie complete de sérums tests anti-HLA et de préparer une plaque de typage propre
a notre population ;

- Prendre en considération ’évolution cinétique non stable des Ac anti-HLA chez les
femmes multipares en cas d’éventuelle transplantation, plusieurs années apres la

grossesse.
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Annexe 1 : fiche de renseignements

CHU de BLIDA
UNITE HASSIBA BENBOUALI

Service Laboratoire Central de Biologie

Unité Hospitalo-Universitaire d’Immunologie

Fiche de Renseignements

Nom : oo, Prénom ...

Date et lieu de naissance : .../ ../ ...

AdPreSSe o oo,

Externe [ | Hospitalisée [ ] HOpital : oo

Groupe SaNgUIN : ......cooorceeeeenens
Si rhésus Négatif, TRT anti-D: oui
Grossesse : oui
Nombre : ...
Date: - e .

Fausse couche : oui
Nombre : .........
Date: -k uciid ...

Interruption de grossesse:  oui
Nombre : ...
Date: -.../ et .

Transfusion sanguine : oui
Nombre : ..o,
Date: .o,

Greffe antérieure: oui
Type de greffe i ..o
Date: .o e .

[ ] non
[ ] non

|:| non

[ ] non

[ ]date:

Date du préléevement : ... /.. /..

Nom du préleveur : ...

N°de $él & .

Service i ...,

ANTECEARNTS MEAICAUX 1 ettt et eeeeee s s ses et seeses s e sesees et eeeera s e

ANTECEARNTS CRIPUPGICAUX & oottt et st s s s s s

ANTECEA RNTS FAMITAUX & oo oottt oottt eee et eee et eeeeeeeeeseeseeseesensensessensen e seneen

AUTTC & e e ettt e et et e et et et ettt et ev e enn
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Annexe 2 : fiche de consentement

CHU DE BLIDA
UNITE HASSIBA BENBOUALI
SERVICE LABORATOIRE CENTRAL DE BIOLOGIE
UNITE HOSPITALO-UNIVERSITAIRE D’ IMMUNOLOGIE

FORMULAIRE DE CONSENTEMENT
POUR LA PARTICIPATION A UNE RECHERCHE BIOMEDICALE

Titre de la recherche :

Allo-immunisation des femmes multipares vis-a-vis des antigeénes HLA

Sous la ditection du Docteur : ZELTNI .M.L

- Jesoussignée ...

- ertifie avoir été pleinement informée interne e acie
Certifi it été pleinement inform ar Pinterne en pharmaci

- Les objectifs et modalités de I'étude
- ma participation volontaire a I'étude, que je suis libre d’accepter ou de refuser de
participet, et je suis libre d’arréter 2 tout moment ma participation en cours d’étude

- Autorise qu'un préléevement sanguin soit effectué sur moi-méme Dans le cadre de
cette étude

- Donne mon accord pour Penregistrement des données médicales nécessaires a
cette étude.

- Accepte que les prélevements réalisés puissent étre utilisés pour ces examens.

Signature
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Annexe 3 : confection des préléevements

Séparation du sérum apres centrifugation

Remplissage et numérotation des eppendorfs

.
W Awmwm
: 2= W
DIP o m
e

Congélation a - 80 °C jusqu’au dépistage par
ELISA
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Annexe 4 : réactifs utilisés

Figure 43 —Kit Lambda Antigen Tray ™

Tableau description des réactifs et de leurs volumes

LAT 140, LAT 240
LAT1 HD

LATM10X5

Description du réactif

concentration

Quantité/volumes fournis

Microplaque ELISA Sans objet 1test parplaque 10tests par plaque
2 tests par plaque

Sérum contréle : allo- 1o0x 0.2ml 0.1 ml

antisérum anti-HLA (volume reconstitué) (volume reconstitué)

lyophilisé

Eau déionisée stérile Sans objet Iml Iml

(pour reconstituer le

sérum contréle)

Anti-igG humaine 100X 0.3ml 0.1ml

conjuguée a la

phosphatase alcaline

Diluant pour anticorps | 1X 50ml 12ml

Solution tampon de 10X 125 ml 30ml

lavage

Substrat d’enzyme X Chaque flacon contient | Chaque flacon contient

colorimétrique : BCIP, 15ml 3ml

composants A et B

Solution d’arrét X 25ml 6ml
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Annexe 5 : feuilles de travail des LAT ™

Pata Record and Workshee . ™ I IO OO I
Lambda Antigen Tray - Mixed (LAT-M™), Lot #011 Cat. # LATM10X5
Date
ELISA Substrate Tray ID

Changes from previous Lot:
Class I Replace E4271,E17990,C5014,E17980,E6452,C4924 E5668,E7359,E12572,C5004 E18858,C5003, E 12635,C4726,C4525,C5012 E3825, E4988 with E41074,E18278,E19448,E17962,
E20781,G02865,G0291,E2634,G0150,E19694,E 18932 G0368,G0256,G0138,E19540,E18401,E6430 & E17583 respaciively.
Class Il Replace C5013, C4613, CE003, & C5001 with E17983, G194, GO183 & E18394 respactively

A B c D E F G H
1
Blank Blank HLA Neg HLA Neg HLA Neg HLAPos. | HLAPos. | HLAPos
2
# Test Blank Blark | Human lgG | Human kG Human IgG Blank Blank Blank

MName/Serum ID

3 | nontigen | MoAnsgen
Ciass | Mix | Class | Mix | Class 11 Mix | Class 11 i Gantrol Gantrol Blank Blank

Name/Serum ID

4 No Antigan Mo Antigen
Class | Mix | Class | Mix | Class || Mix | Class Il Mix Control Control Blank Blank

Name/Serum ID

5 Mo Antigen | No Antigen
Class | Mix | Class | Mix | Class Il Mix | Class Il Mix Control Caontrol Blank Blank

Name/Serum ID

& Mo Antigen | No Antigen
Class | Mix | Class | Mix | Class Il Mix | Class Il Mix Control Conitrol Blank Blank

Name/Serum ID

7 | noantigen | NoAntigen
Cass I Mix | Class | Mix | Class 1 Mix | Ciass 1 i Control Control Blank Blank

Name/Serum ID

8 | nosntigen | o Ansgen
(Class | Mix | Class | Mix | Class || Mix | Class Il Mo Cantrol Cantrol Blank Blank

Name/Serum ID
9 No Antigen | No Anfigen
Class | Mix__ | Class | Mix__| Class Il Mix | Class Il Mix Control Control Blank Blank

MName/Serum ID

10 | wo Antigen | No Antigen
Class | Mix | Class | Mix | Class Il Mix | Class Il Mix Control Control Blank Blank

Name/Serum ID

17 | nonntgen | Noansgen
Class | Mix Class | Mix Class Il Mix | Class Il Mix Control Cantrol Blank Blank

Name/Serum ID

12 Mo Antigen | No Antigen
Class | Mix | Class | Mix | Class |l Mix | Class Il Mix Control Cantrol Blank Blank

Control Values:
BLANK (0.0.) HLA Neg. (0.00) HLA Pos. (0.0.) QA (0.0) Pos. (Ratia)

wells 1418 wells 1C-1E wells 1F-1H wells 2C-2E Neg.

LAT Panel: HLA Class | & Il Antigen Distribution

LAS
Ag #|Ag #|Ag #|Ag # |Ag #|Ag #|Ag # [Ag #|Ag # |Ag # |Ag # |Ag #|Ag #
A1 8 |A32 3 |87 3 (B44 3 |B55 2 |B&7 2 |Bwd 30|Cwi0 7 IDR1 5 |DR15 5 |DQ& 8 |DP& o|oP26 O
A2 12|A33 3|es 2 |B4s 2 |BS6 2 |B71 2 |Bwk 42(Cwi2 3 |DR103 2 |DR16 3 |DQF 8 |DP2 1|oP27 1
A3 5 (A34 2|Be13 2 |B46 2 |Bs7 4 |B72 3 Cwid4 3|IDR4 5 |DR17 5|DQ8 5 |DP10 0 |DP30 O
411 11]|A36 2 |B18 3 |B47 2 |Bs8 2 |B72 1 ]Cwl 8|Cwis 3|DR7 6 |DR18 4 |DQ9 3 |DP11 1 |DP40D 1
A2 4 |A43 0 |B27 3 |B48 2 |B59 2 |B75 2 |Cw2 8 |Cwi6 3 |DR8 4|DR51 6 DP12 0
(A24 T |ABE 4 |B35 2 |B49 2 |B80 3|B7e 1 |Cwa 5|Cwi7 4|IDRS 3 |DR52 19|DP1  12|DP13 2
(A25 2 (AB8 4 |B37 2 |Bs0 2 |B&1 2877 1 |Cws 2 |Cwi8 3|DR10 2 |DRS3 13|DP2 7 |DP14 4
A2E 3 |AB9 3 |B3s 2 |B51 3 |B62 3|B7e 2 |Cwé 12 DR11 4 DP3 3|DP17T 1
(A29 5 |AT4 2 |B3g 2 |B52 2 |B83 2 |B81 2 |Cw7 13 DR12 3 |DQ2 11|DP4 14|DP18 2
(A30 5 |ABD 2 |B41 2 |B53 2 |B&4 2 |B8201 1 |Cw8 10 DR13 5|DO4 7 |DP5 4 |DP19 1
431 3 B42 2 |B54 2 |B65 2 Cwa 3 DR14 4 |DQ5 15|DP6 0|DP21 O
Test Parformed by Date Read by Date Reviewed by Date

LATM10X5_011_WS, Rev 0: Page 1 of 1
One Lambda, Inc. 21001 Kittridge S1.. Canoga Park, CA 921303-2801 Tel: (818) 702-0042 Fax: (818) 702-6904 www onelambda.com
Template: Templ_LATM10X5_WS, Rev 1
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Data Record and Worksheet
Lambda Antigen Tray (LAT™) Single Antigen Class I, Lot #006

O Patient O Male

Cat. # LAT1HD

Name O Donor [ Female Serum Dilution
Sample 1.D. Race Age DOB ABO/Rh Serum Collection Date
HLA Typing Class | ELISA Substrate BCIP
A B Cc D E F G H
No Antigen |No Antigen HLA Neg. HLA Neg. HLA Neg. HLA Pos. HLA Pos. HLA Pos. A1 2 |B48 1 Cwd 0
Control Control Lot3 Lot3 Lot3 Lot4 Lotd Lotd A2 2 B9 2|cwio 0
RAO101a |__| RA0101b || RA0201a || RA0201b || Raosota [ | Raoson || rattor [ rattoz | |as 2 B0  1|cwiz 0
A11 2 |B5S1T  2(cwi3 0
a1 a1 A2 a2 A3 a3 A1t A1t A23 2 B2 2 |cwld 0
RA2301a || RA2301b || RA2402 || Raz403 || RrA2501 || RAze01a || RAzeotn || razeoz [ | faze 2 |B53 2 |cwis5 0
n2s 1 B84 1 |cwie 0
a23 23 n24 a24 a2s a26 26 A29 A2 2 |BS5 1(cwl7 0
RA3001a | | RA3001b || RA3101a || RA3101b || RA3201a || RA3201b [ | RA3301 || Rassos [ | |aze 1 BS6 1 |cwis 0
A30 2 |Bs7 2
A30 A0 A3t A3t A2 A2 33 A33 A31 2 B8 1
RA3402 || RA3sot | | RAeso1 | | Raesot | | Raesot | | Ravaor | | Rasoor || RBooza || fas2 2 |Bs9 1
A33 2 B0 2
[A34 [A36 AB6 [A68 [A69 [A74 ABO B7 Bw6 |A34 1 B61 1
RBO702b | | RB0801a | | RB0801b | | RB1301a || RB1301b | | RB1801a | | RB1801b [ | RB2705 | | |A3s 1 B2 2
43 0 |B63 1
B7 Bw6 B8 Bwb B8 Bwb B13 Bw4 B13 Bwd B18 Bw6 B18 Bwb B27 Bw4 |A66 1 B64 2
RB2708 | | RB3s01a || RB3sotb || RB3701a || RB3s0ta || RB3sotb || RE3sor || meator || [es 1 Bes 1
AGo 1 |B67T 1
B27 Bw6 B35 Bw6 B35 Bwb B37 Bwa B35 Bwa B35 Bwe B39 Bw6 B41 BWE A74 1 B7T1 1
RB4201 || RB4402 | | RB44032 | | RB4501a | | RB4sotb || RB4cota || RB4zor || rBasor || faso 1 B2 2
67 2 873 o0
B42 BWE B44 Bw4 B44 Bw4 45 BWS 45 BWE B45 BWE B47 Bw4 B48 BWG B8 2 B75 1
RB4%01a | | RB4901b | | RBS001 [ | RBs101 | | RBSt02 | | RBs201a | | RB5201b | | RBS30ta | | [B13 2 B76 0
B18 2 B78 1
B49 Bw4 B49 Bw4 B50 Bw6 B51 Bw4 B51 Bwd B52 Bw4 B52 Bw4 B53 Bw4 B27 2 |B81 1
RB5301b | | RBs4o1 | | Resso2 | | meseo1 | | Resro1 [ | mes7os | | messo1 [ | Reseor | | IBas 2 |B8201 0
B37 1 Bwa 22
B53 Bwd B54 Bw6 B55 Bwb B56 Bw6 B57 Bwd B57 Bwd B58 Bwd B59 Bw4 B38 2 |Bwb 35
RB4001a || RB4001b | | RB40oz || rB1s0ta || RB1s0tb || Re1s16 || RB140ta [ RB1aon [ | [e20 1 lewt o
B41 1 lcw2 0
B50 BW6 B60 Bw6 B61 Bw B62 BWS 62 BW6 B63 Bwd B64 B6 B64 BWE B42 1 cws 0
RB1402 || RB6701 | | RB1510 || RB1503a | | RB1503b [ | RB1502 || RB7eo1 || mestor || [ead 2 [cws 0
B45 2 lcws 0
B65 BW6 B67 Bw6 B71BW6 572 BWS 872 Bw6 B75 BWS 578 Bw6 B81 BWE B46 1 cwr 0
|sa7 1 cws 0
Control Values:
Pos.
BLANK (0.0 HLA Neg. (0.D.) HLA Pos. (0.D) Neg. (Ratio)
T wels 1AB T wels 1C1E “wells IF-1H
Test Performed by Date Read by Date Reviewed by Date

Template: LATHD_r1.xis

One Lambda, Inc. 21001 Kittridge St., Canoga Park, CA 91303-2801 Tel: (818) 702-0042 Fax: (818) 702-6904

LAT1HD_006_WS, REV. 0: Page 1 of 1
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Data Record and Worksheet
o e tass I, Lot #006 LTy

O Patient O Male

Name O Donor O Female Serum Dilution
Sample |.D. Race Age DOB ABO/Rh Serum Collection Date
HLA Typing Class | HLA Typing Class Il ELISA Substrate BCIP

Changes from previous Lot:
Replace E4271, E6448, E5902, C4924, E7359, G0202, C5003, E5061, and E3825 with GO181, E18932, E19449, G0286, G0258, E20781, E5479, E19540, AND E18351 respectively.

A B C D E F G H
1 BLANK BLANK HLA Neg. HLA Neg. HLA Neg. HLA Pos. HLA Pos. HLA Pos.
G0223 | | cofe1 | | E18149 [ | G076 [ | E17776 [ | G0229 [ | Go0270 | | GO286 | |
2 faa1massT  |m268841  |[A12081381 |a16885356 [A16983549  [A180B1850 |A2386227  [A2,1185176
BW6,4 CW6,8 [BW6 CW7,17 BW4,6 CW6,18 [BW4,6 CW1,4 [BW6,4 CW7,12 [BWE CW2,6 BW6,4CW19 [BW4,6 CW10,14
Esa79 [ | Go278 [ [ E19700 [ | Go102 | | Googs [ | Ess62 [ | E18351 [ | E5003 [ |
3 |neare2ras  |n22emoes  |n225B38as  [a22omeast |a2208746  |a231B3sas  |A231Berst  |a232B4258
BW4 CW7,10 BW6 CW7,9 BW4 CW5,7 BW6,4 CW8,18 |BW6 CW1,15 BW6 CW7,8 BW4 CW6,14 BW6,4 CW10,17
Go312 | | Et19sa0 | | E5482 | | E18932 | | Go0258 | | E17749 | | E6453 | | E15254 [ |
4 laaa2easx  |aseer2 52 |M124B5450 |a112686438 |A11,3081375 [A2324B7745 |a2366841,71 |a23,68 872,37
BW6 CW4,X BW6,4 CW2,12 [BW6,4CW1,X [BW64CW8,12 |BW4,6CW68 [BW46CW6E8 [BWBCW16,17 |BW6,4CW2X
E19511 [ | E20781 [ | E19449 [ | Go155 [ | G0320 [ | G0315 [ | E11678 [ | GO085 [ |
9 |a23s0Bs1s  |a2430837.48 |A2536B7,44 [A2568B6558 [A2630B18,60 |A26,34B760 |A20,68B52,78 |A20,69 B39,55
BW6 CW2,10 BW4,6 CW6,8 [BW4,6CW5,7 |BW6,4CW7,8 |BW6ECW5,10 BW6 CW7,10 BW4,6 CW16,X [BW6 CW1,7
E5610 | | Go273 [ | Go237 [ | E14072 [ | E20388 | | GO146 | | G0238 | | E18066 | |
6 laso3687105 |Ao1xB7561 |A26685173 |A333686353 |A3374B6342 [A3474B4457 |A34XB6156  |AS8T4 BT245
BW6 CW4,10 BW6 CW1,10 BW4,6 CW1,15 [BW4 CW4,14 BW4,6 CW14,17 |BW4 CW4,7 BW6 CW1,15 BW6 CW2,16
r NOT USED
11
12 QA QA BLANK BLANK BLANK BLANK BLANK BLANK
Control Values: Pos.
BLANK (0.D.) HLA Neg. (0.D.) HLA Pos. (0.D.) QA(0D) Neg. (Ratio)
wells 1A-1B wells 1C-1E wells 1F-1H wells 12A-128

LAT Panel: HLA Class | Antigen Distribution

Ag #Ag #|Ag #|Ag #|Ag #|Ag #|Ag #|Ag #|Ag #Ag #|Ag #|Ag #(Ag #|Ag #
A1 6|A25 3|A33 2(A69 2(B18 3([B41 2|B48 B54 1IB60 2|B67 0B77 1|Cwi1 8|Cw8 8|Cwi6 3
A2 10/A26 4 |A34 3|A74 3|B27 2|B42 2|B49 2|B55 1IB61 2|71 2|B78  1fcw2 S5fcwe  2fcwi7 4
A3 3 [A29 5 [A36 3 [A80 2 |B35 3 |B44 3 |B50 1 |B56 2 |B62 2|B72 3 |B81 1 |Cw4 5[Cw10 8 |Cw18 2
A11 6 [A30 4 |A43 0 [B7 3|B37 2 |B45 2 |B51 3 |B57 3|B63 2|B73 1188201 0 JCw5 3|Cwi2 3
A23 4 |A31 3 |A66 3 (B8 31B38 2 |B46 2 |B52 2 |B58 2 |B64 2 |B75 2|Bw4  25|Cwb 7Cw14 4
A24 4 |A32 3 |A68 5(B13 2 |B39 2 |B47 1 |B53 2 |B59 1 |B65 1]B76 1|Bw6 35|Cw7 11]JCw15 3
Test Performed by Date Read by Date Reviewed by Date

LAT140_006_WS, Rev 0: Page 1 of 1

One Lambda, Inc. 21001 Kittridge St., Canoga Park, CA 91303-2801 Tel: (818) 702-0042 Fax: (818) 702-6904 www.onelambda.com
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Annexe 6 : mode opératoire

Dilution des sérums et témoin +

Répartition des sérums l

Lavage

Reépartition du conjugué
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Préparation du substrat et sa

répartition Ajout de la solution stop

15 min

=)

A Tétuve

Lecture de la plague Interprétation des résultats par le
logiciel HLA fusion
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Annexe 7 : caractéristiques démographiques des 110 femmes prélevées.

Caracteéristiques
Catégorie d’age
<25

25-29

30-34

35-39

40-44

45-49

Lieu de naissance
Ain defla
Alger
Annaba
Bejaia

Blida

Chlef
Constantine
Douira

Jijel

Medea
Mostaganem
Souk Ahras
Tipaza
Tissemsilet

Groupage sanguin

Fréquence

28
24
28

18

11

41

Pourcentage

7,3

255
21,8
255
16,4

3,6

10,0
55
0,9
0,9
55,5
0,9
1,8
0,9
0,9
17,3
0,9
0,9
1,8

1,8

1,8
37,3
3,6

0,9
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10

103

30
25
22

17

10

33

13

63
32
12

91
18

43,6

93,6
2,7
2,7

0,9

6,4
27,3
22,7
20,0
15,5
2,7
4,5

0,9

8,2
91
30,9
30,0
11,8
8,2

18

57,3
29,1
10,9

2,7
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Annexe 8 : caractéristiques démographiques de la population étudiée

Caractéristiques Fréquence Pourcentage
Catégories d’age

<25 2 31
25-29 12 18,8
30-34 11 17,2
35-39 20 31,3
40-44 15 23,4
45-49 4 6,3
Total 64 100,0
Groupage sanguin

A- 2 31
A+ 28 43,8
AB+ 3 4,7
B+ 5 7,8
O+ 24 37,5
Gestité

2 3 4,7
3 13 20,3
4 22 34,4
5 17 26,6
6 3 4,7
7 5 7,8
9 1 1,6
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Parité

0 2 31
1 2 31
2 9 14,1
3 27 422
4 13 20,3
5 9 141
6 2 31
Avortement

0 27 422
1 24 37,5
2 10 15,6
4 3 4,7
Césarienne 7 10,9
transfusion 7 10,9
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Résumé

L’allo-immunisation vis-a-vis les antigenes HLA chez les femmes multipares, reste la seule
source naturelle d’anticorps anti-HLA, développés au cours de la grossesse contre les
antigénes HLA paternels. L’ objectif de ce travail est de déterminer la fréquence de I’allo-
immunisation anti-HLA et d’étudier les facteurs influengant son apparition.

La recherche faite par technique ELISA sur les sérums de 64 femmes multipares prises en
charge au CHU de BLIDA, a détecté un pourcentage de 35,9% d’anticorps anti-HLA positifs.
L’analyse statistique a révélé que 1’dge, le nombre d’enfants et le nombre d’avortements
influencent sur le développement des anticorps anti-HLA de classe | (P=0,012, P=0,043,
P=0,025 ; respectivement). Trente-quatre spécificités anti-HLA de classe | et 17 spécificités
anti-HLA classe de 1l ont été identifiées. Ces résultats vont servir comme support pour
comprendre les mécanismes de I'immunisation pendant la grossesse, et permettre I’utilisation
des serums maternels comme réactifs pour le typage HLA.

Mots clés : allo-immunisation ; anticorps anti-HLA ; femme multipare; grossesse ; ELISA

Abstract

The allo-immunization to HLA antigens results in the case of multiparous women remains the
only naturel source of anti-HLA antibodies; devlopped during pregnancy against paternal
HLA antigens. The main objective of this work is to determine the frequency of allo
immunization and the factors that can influence it, in 64 multiparous women at CHU of
BLIDA, using the ELISA technique wich detected a frequency of 35.9% positif anti- HLA
Antibodies. Statistical analysis revealed that age, number of children and number of abortions
influence the development of Class I anti-HLA Antibodies (P = 0.012, P = 0.043, P = 0.025,
respectively). Thirty-four anti-HLA class | specificities and 17 anti-HLA class Il specificities
were identified.

Our results can be used as a support to understand the mechanisms of immunization during
pregnancy and to highlight the value of using these maternal serums as reagents for HLA

typing.

Key words: allo-immunization; anti-HLA antibodies; multiparous women; pregnancy ; ELISA




