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HLA- Généralités

�Ag leucocytaires pouvant 
entraîner la synthèse d’Ac 
spécifiques

Définitions
CMH : Complexe Majeur d’Histocompatibilité

Organisation conservée dans les espèces animales
Chez l’homme : 

Système HLA : Human Leucocyte Antigen

Mise en évidence
Jean DAUSSET (1958) 

Ag MAC (= HLA-A2)



HLA- Généralités

• Organisation chromosomique : 

– Codé par des gènes localisés chez l’homme sur le 
bras court du chromosome 6(6p21)

– Plusieurs régions : 

• Classe I : locus A, B, C

• Classe II : locus DR, DQ, DP

• Classe III : gènes non HLA, mais dont certaines 
possèdent des fonctions dans l’immunité (TNF, HSP, 
fractions du C’)



Organisation chromosomique

3400 kb

900 kb 1400 kb

Klein J, NEngJMed, 2000;343:702-709



Les molécules HLA

Molécules classe  I : A, B, C Molécules classe II : DP, DQ, DR



Molécules HLA



Molécule HLA de classe I

E1 E2

ββββ2microglobuline

5’UTL

E1 E2 E3   E4   E5   E6   E7   E8

3’UTTM et CYTαααα1   αααα2  αααα3

E3

Niche à peptide

• Organisation des gènes en exons (séquences codantes) séparées par des introns (séquences non 
codantes), qui reflète la structure de la protéine en domaines

polymorphisme



Molécule HLA de classe II

E1 E2 E3        E4    E5  

3’UTTM et CYT5’UTL αααα1αααα2

5’UTL

E1 E2 E3  E4   E5  E6 

3’UTTM et CYTββββ1ββββ2

Niche à peptide

polymorphisme

Gène A

Gène B

• Organisation des gènes en exons (séquences codantes) séparées par des introns (séquences non 
codantes), qui reflète la structure de la protéine en domaines



Expression des molécules HLA
• Distribution tissulaire

– Classe I : 
• Sur toutes les cellules nucléées (de 104 à 5x105 mol/cellule)

• Absent des hématies, présent sur les plaquettes

• Augmentation de l’expression par les interférons de type I

• Possibilité de perte de l’expression (infection virale, cellules tumorales)

�Interaction avec les LT CD8 et L NK

– Classe II : 
• Constitutif sur les cellules présentatrices d’Ag (cellules dendritiques, LB, 

macrophages) (105 mol/cellule)

• Induction de l’expression par l’Interféron γ sur les autres cellules

�Interaction avec les LT CD4



A1 B5 B49 (21) Cw1
A2 B7 B50 (21) Cw2
A3 B8 B51 (5) Cw3
A9 B12 B52 (5) Cw4
A10 B13 B53 Cw5
A11 B14 B54 (22) Cw6
A19 B15 B55 (22) Cw7
A23 (9) B16 B56 (22) Cw8
A24 (9) B17 B57 (17) Cw9 (w3)
A25 (10) B18 B58 (17) Cw10 (w3)
A26(10) B21 B59
A28 B22 B60 (40)
A29 (19) B27 B61 (40) DR1 DR51  (15, 16)

A30 (19) B35 B62 (15) D103
DR52 (17, 18, 11, 12, 13, 
14)

A31 (19) B37 B63 (15) DR2 DR53 (4, 7, 9)
A32 (19) B38 (16) B64 (14) DR3
A33 ( 19) B39 (16) B65 (14) DR4
A34 (10) B40 B67 DR5 DQ1
A36 B41 B70 DR6 DQ2
A43 B42 B71 (70) DR7 DQ
A66 (10) B44 (12) B72 (70) DR8 DQ4
A68 (28) B45 (12) B73 DR9 DQ5( 1)
A69 (28) B46 B75 (15) DR10 DQ6 (1)
A74 (19) B47 B76 (15) DR11 (5) DQ7 (3)
A80 B48 B77 (15) DR12 (5) DQ8 (3)

B78 DR13 (6) DQ9 (3)
B81 DR14 (6)
Bw4 DR15 (2)
Bw6 DR16 (2)

DR17 (3)
DR18 (3)

Diversité molécules HLA : 

24 spécificités HLA-A x2

50 spécificités HLA-B x2 …

Diversité des individus !!!!



Polymorphisme HLA

Décembre 2014

Différences entre 2 allèles = différences de une ou plusieurs 
bases : insertion, délétion, mutation, substitution, 
recombinaison …



HLA de l ’enfant

HLA du père
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Haplotype
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Héritage des haplotypes HLA

a b

a c

c d



Père

A
B

Cw

DR
DQ

A
B
Cw

DR
DQ

Mère

A
B

Cw

DR
DQ

A
B
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DR
DQ

Enfant n°5
¼
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¼
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¼
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b
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c
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d dd



Déséquilibre de liaison

• Distribution des allèles de CMH dans la population : 

Environ 1017 combinaisons possibles

– En réalité, les allèles ne sont pas distribués au hasard dans la population : 

• L’association de certains allèles dans un haplotype est rencontrée avec une 
fréquence plus grande que ne le voudrait le hasard

CAU = caucasien
AFR = africain
ASI = asiatique

Fréquence (%)

Groupe d’allèles CAU AFR ASI

HLA-A1 15.18 5.72 4.48

HLA-A2 28.65 18.88 24.63

HLA-A3 13.38 8.44 2.64

HLA-A28 4.46 9.92 1.76

HLA-A36 0.02 1.88 0.01



Fréquences des haplotypes 
HLA-A, B, C, DRB1, DQB1

Données Anne Dormoy

D’après NMDP par Maiers et al 2007



Nomenclature HLA

• Sérologie :

• Exemple : HLA-A 2, 3 ; B 7, 8.

• Biologie moléculaire : deux niveaux de résolution :

– Basse résolution (LR) : HLA-A*02, *03 ; B*07, *08.

• Définition générique = définition sérologique, « 2 
digits »

– Haute résolution (HR) : HLA-A*02:01

• Définition allélique, spécifique, « 4 digits »

Locus A
N° de l’allèle dans la 

série (variation codante 
dans l’exon)

Série allélique étudiée : 
correspond en général à une 
spécificité sérologique ici A2

HLA-A*02:01Exemple :



NOMENCLATURE HLA



CMH Classe I => intra-cellulaire

Rôle dans le système immunitaire : présentation de l’antigène



CMH classe II => extra-cellulaire

Rôle dans le système immunitaire : présentation de l’antigène



La niche à peptide

Présentation du peptide aux lymphocytes T



- Prise en charge de peptides provenant de la dégradation de 
protéines issues des microorganismes ou du soi

– Acheminement à la surface des cellules pour interagir avec 
les lymphocytes T (TCR) et NK (KIR)

• Classe I (A, B, C) � LT CD8/KIR des NK

• Classe II (DR, DQ, DP) � LT CD4

�Rôle de la niche à peptide dans ces interactions



Delves P, N Engl J Med, Volume 343(2).July 13, 2000.108-117

Vue d’ensemble des fonctions lymphocytaires



Delves P, N Engl J Med, Volume 343(2).July 13, 2000.108-117

Éducation des lymphocytes T



CMH et lymphocytes NK



HLA et transplantation

• Mécanismes immunologiques et conséquences

Receveur

SI
Rejet

Receveur

(SI)

Ttt immunosuppresseur 
à vie

Greffe d’organe 
ou de tissu

Greffe de cellules 
hématopoïétiques

Cellules
cancéreuses GvL

GvH

Greffon
CSH

Lymphocytes

Cellules
saines

Greffon Rejet

Reconstitution 
hématopoïétique

Ttt immunosuppresseur 
pendant ~ 6 mois



HLA et transplantation
• Greffe d’organe

– S’assurer de l’absence chez le receveur d’Ac anti-HLA dirigés 
contre le donneur

� Greffe compatible avec un cross-match négatif

• Greffe de cellules hématopoïétiques 

– Recherche de l’identité HLA
• Dans la famille (greffe géno-identique ou haplo-identique)



Greffe CSH

• Dans des fichiers de donneurs internationaux (greffe phéno-identique) 

• Identité HLA-10/10 ou HLA-9/10 (donneurs), HLA-4,5 ou 6/6 (USP)



Une bonne nouvelle !!



Décembre 2014



Greffe CSH

• Greffe HLA identique 10/10 allélique

• Greffe missmatch 9/10 MMA,B ou C



Greffe CSH



Greffe USP

• Compatibilité 4/6 
HLA-A et B 
générique et DRB1* 
allélique

• Nombre CNT 
2x10e7/Kg

• Nombre CD34 
4x10e6/Kg



Greffe CSH

• Possibilité de greffer avec 2 USP

• En respectant compatibilité 4/6 avec le 
receveur et 4/6 entre elles.

• Permet greffe chez adulte



Suivi des receveurs CSH

• Etude du chimérisme



Chimérisme et greffe de CSH

• Allogreffe de CSH : traitement classique des 
hémopathies malignes

• Deux buts

– Remplacer l’hématopoïèse du receveur

– Induire une réponse allogénique anti-tumorale



Mise à jour 2012



Evolution nombre allogreffes

x 2 en 10 ans



Mise à jour 2012



Greffes de CSH en 2011



Greffes CSH en 2011

58% des greffes sont réalisées à partir de donneurs non apparentés.



Greffes de CSH

• On estime entre 30 et 35% le risque de rechute après 
allogreffe

• Pic de survenue de la rechute entre 3 mois et 1 an

• 82% des patients n’ayant pas rechuté 2 ans après 
allogreffe sont toujours en RC à 9 ans



Chimérisme

• Chimère: animal mythologique

Etude du chimérisme:
déterminer l’origine des cellules
hématopoïétiques après l’allogreffe

???

ReceveurDonneur



Etude du chimérisme

• Analyse post greffe au niveau du sang
périphérique ou de la moelle osseuse de
marqueurs informatifs permettant de
différencier la part donneur de la part
receveur

– Suivi de la prise de greffe

– Détection de la rechute



• Non seulement identifier les cellules du 
receveur

– Mais important de quantifier % donneur/receveur

– Important de le suivre pour évaluer la réponse au 
traitement

Chimère complète (total donneur), chimère mixte



Etude du chimérisme

• Utiliser des marqueurs génétiques qui 
différencient le receveur avant allogreffe de 
son donneur

• Marqueurs lié au sexe

– Mais uniquement si sexe différents

• Groupage sanguin : latence d’apparition



Etude du chimérisme

• Utiliser des marqueurs génétiques qui 
différencient le receveur avant allogreffe de 
son donneur

• Autres marqueurs : STR et SNP



• Deux techniques STR et SNP

– STR : short tandem of repeats ou microsatellites

– SNP : single nucleotide polymorphism

ETUDE DU CHIMERISME



Short Tandem of Repeats

• STR :short tandem of repeats ou microsatellites 
(répartis sur tout le génome)

– Répétition de 2 à 10 fois d’un

• di nucléotide (CTCTCTCTCTCT…) ou

• trinucléotide (CTGCTGCTGCTGCTGCTG…) ou

• tétranucléotide (GATAGATAGATAGATAGATA……) 

polymorphisme de taille= 
nombre variable de répétition suivant les individus



Short Tandem of Repeats

• polymorphisme de taille = variation du nombre de 
répétition suivant les individus

Par exemple sur un  locus

Individu 1: 

GATAGATAGATAGATAGATA………………..(n)…………………….GATAGATAGATA

Individu 2: 

GATAGATAGATAGATAGATA…(n-x)…GATAGATAGATA

Chaque individu est caractérisé par le nombre de répétition sur 
chaque locus, 1 STR (par allèle) hérité de chacun de ses parents



Short Tandem of Repeats

- Dizaines de milliers de STR sur le génome

- Régions non codantes

- Rôle non connu

- Plusieurs allèles décrits par locus



I.Mollet décembre 2007

TPOX

TH01

VWA

CSF1PO

D16S539

D7S820

D13S317

D5S818

CTTV

GAMMA-STR



Short Tandem of Repeats (STR)

•Régions répétitives variables 

Homozygotes= allèle de même taille pour un système de STR 

Hétérozygote= 2 allèles de taille différente pour un système de 
STR

AATG

7 répétitions

8 répétitions



Short Tandem of Repeats

• Réalisation d’une PCR autour des tandems avec une amorce 
fluorescente

(Les couples d’amorces contiennent les amorces 5’ et 3’ qui 
encadrent les séquences répétitives à amplifier. Une des amorces de 
chacun des couples utilisés est marquée en 5’ par un fluorochrome (la 
fluorésceine). 

• Migration électrophorétique sur séquenceur

�séparation des STR en fonction de la taille et la fluorescence 

Signal fluorescent proportionnel au nombre de cellules (semi-
quantitatif)



Frère donneur

Sœur receveuse



Frère donneur

Sœur receveuse

Etablissement profil D et R



Cas des doubles greffes USP

• Etablissement profil receveur



• Etablissement profil donneur USP1



• Etablissement profil donneur USP 2





Chimérisme STR

• Calcul % donneur = ADN donneur/ADN total

• Utilisation aire sous la courbe (fluorescence 
proportionnelle à quantité cellules et ADN)



Chimérisme STR



Limites de la technique

• Compétition pour l’amplification lorsque le % ADN receveur
est faible : risque de faux négatif
– 1 seul puit réactionnel pour les marqueurs donneur et receveur

– Même marqueur informatif pour le donneur et le receveur

• Phénomène de stutter qui masque les faibles pourcentages

• Sensibilité 3 à 5%

• Phénomène de plateau en fin d’amplification, témoin de la
perte d’efficacité après un certain nombre de cycles



• Deux techniques STR et SNP

– STR : short tandem of repeats ou microsatellites

– SNP : single nucleotide polymorphism

ETUDE DU CHIMERISME



Single Nucleotide Polymorphism

• SNP: Variation à l’échelle du nucléotide

• mutation ponctuelle = remplacement d’une 
base par une autre

• Une base à l’état hétérozygote tous les 200 à 
1000 nucléotides.

• CTCACTCCTGAGGAGAAG

• CTCACTCCTGTGGAGAAG

SNP



Single Nucleotide Polymorphism

• Technique PCR en temps réel

Hybridation sonde spécifique du SNP sur brin ADN



Sonde TaqMan

• Sonde liée à 2 marqueurs fluorescents : le reporter et
le quencher

• Si les 2 marqueurs sont attachés

: aucune émission fluorescente

• Si le reporter est clivé : émission de fluorescence







INTERPRETATION

ADN receveur
pré greffe

ADN post greffeCt

Cycle
threshold



INTERPRETATION

ADN receveur
pré greffe

ADN post greffeCt

Cycle
threshold

Nombre de cycles d’écart 
par rapport au témoin 
positif



• A chaque cycle de PCR, on augmente d’un 
facteur 2 la quantité d’ADN

• Donc, inversement, à chaque cycle d’écart, la 
quantité d’ADN est divisée par 2
– à un cycle : 50%

– à 2 cycles : 25%

– à 3 cycles : 12,5%

– …….

– à 12 cycles : 0% ADN



INTERPRETATION

ADN receveur
pré greffe

ADN post greffeCt

Cycle
threshold

Nombre de cycles d’écart 
par rapport au témoin 
positif



INFORMATIVITE

• Polymorphismes de type SNP

• 31 marqueurs

• 19 locus différents

• 14 chromosomes

INFORMATIF

dans > 95% couples testés



Détermination marqueurs



Détermination marqueurs



Analyse sang et moelle

• Receveur pré greffe

• Prélèvement antérieur

• A tester

• A tester

• Lignée contrôle 



LIMITES DE LA TECHNIQUE

• Quantité ADN

• Non adapté aux séries

• 1 seul système étudié : micro contaminations de
l’ADN liées à l’extraction peuvent perturber les
résultats



SUIVI CLINIQUE

• Un % isolé n’a pas de valeur clinique

• Suivi longitudinal avec gradient entre 0 et 100%

• Intérêt d’avoir plusieurs marqueurs informatifs

• Intérêt de disposer d’ une technique sensible

• Intérêt de travailler sur populations cellulaires
séparées



TRI CELLULAIRE

• Méthode automatisée
• Séparation par sélection positive
• Utilisation de billes magnétiques
• Travail sur cellules mononucléées

recueillies après ficoll ou sang total

• Avantages :
– Très bonne pureté
– Prise d’essai 1.3 ml
– Adapté aux séries
– Temps technicien court

• Inconvénients :
– Coût



Populations cellulaires étudiées

SANG MOELLE

LAM CD33 CD34

LMC CD15

LLC CD19

MM CD138

+ CD3 jusqu’à la conversion « total donneur »



En conclusion ……

• Le monitoring longitudinal du chimérisme fournit des

indications pour :
– CONFIRMER la prise de greffe, le rejet, la rechute

– ANTICIPER précocement des changements de l’état clinique

– INTERVENIR avant l’échec de greffe

– EVALUER les effets du traitement



• Distinction pathologies malignes 

– Obtention d’une chimère totale donneur

– Suivi de la rechute

• Pathologies non malignes: aplasie médullaire, 
hémoglobinopathies, déficits immunitaires, 
maladies métaboliques



• Pathologies non malignes
– Amélioration de l’hématopoïèse

– Corriger les capacités immunologiques

– Augmenter ou normaliser les taux enzymatiques

– Avec chimiothérapie moins myélo-ablative

-> chimère mixte plus fréquente

-> Détection rejet greffon



• Exemple drépanocytose greffée, rejet greffon

Le chimérisme a 2 mois d’avance



• Pathologies malignes

– Marqueurs moléculaires maladie résiduelle (MRD)

– En l’absence de ces marqueurs, chimérisme peut 
être utilisé

• Intérêt des sous populations



• Pathologies malignes

– Suivi efficacité DLI

• Alloréactivité, effet GVL

– Adaptation traitement immunosuppresseur 

• Arrêt quand CD3 total donneur



En conclusion ……

• En pratique
– Utilisation de la technique STR jusqu’à décroissance <5%

– Puis technique SNP par la suite pour avoir un seuil de sensibilité à
0,2%

– Contrôle STR si > 5%

– Rendu de résultats rapide pour prise en charge clinique appropriée
(non prise du greffon, rechute, post DLI, adaptation du traitement
immunosuppresseur)


