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Roles fonctionnels du plexe Majeur
d'Histocompatibilité -

Ghislaine Bernard @
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Gene : region d'un chromosome contenant I'infor
permettre la synthese d’'une protéine

N
Quelques définitions 5]@

Allele : se dit de deux caracteres situés su romosomes homologues
ex: groupe sanguin A, B, O &

Haplotype : moitié du patrimoine g @e sur une région donnée et herité
de l'un des parents @

Génotype : définition d’'un i@du selon ses genes A/A ou A/O

Phénotype : définition dividu selon le produit de ses genes A
Crossing-over o ement : durant la méiose on assiste a la reduction
du nb de chro s qui seront répartis dans les cellules filles (gametes)
pendant cet il existe des échanges de matériels genétiques

(recombiii entre 2 chromosomes homologues
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Quelques deéfinitions (2)....

Autogreffe : tissu d'un individu sur lul-
méme (peau, moelle, veine..;
Allogreffe : greffe entre int s d’'une méme

espece @
Greffe syngénigue @@ﬁe realisée entre
iIndividus génétig@mnt identiques (souris de la

méme souch meaux monozygotes)
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Introduction @®

e Les antigenes peptidiques, étre
reconnus par les lympho T doivent
au préalable devenir ible a un
recepteur pour lI'ant présent a la

surface du Iymph@@jz T=TCR
e La fonction de présentation des antigenes

est assuré%@ es molécules du
Complex jeur d’Histocompatibilte =
CMI @i@

&




Cellules dendritiques

Lymphocyte T
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Introduction @

extréme diversité
dentifié sur les Ieucocyté?%@z 'lhomme = HLA

Human Leucocyte Anii@

_e polymorphisme c It a une variabllité

interindividuelle t@importante pour présenter
un peptide do
Mine I'acceptation ou le rejet de

donneur et receveur différents

La caractéristigue majeur du @ést son
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Désé de liaison : certains alleles

|
S@@s en association avec d’autres,
alc

:' :';'; P ortante que leur fréguence
ulée ex Al, B8, DR3, DQ2 DPB1*0101

T AN 10

@Ei Classe Il : complément, TNF
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Glycoprotéines hétérodimériques
La chdine lourde est codée par des genes situés sur le
bras court du chromosome 6 (régionMHC)

6p 21.31

o

O kB Class IT Class I 4000

Class ITII
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La chdine 1égére (b2 microglobuline) est codée sur chromosome 12
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Role fonctionnel du Complexe

d’Histocompatibilité
* Depuis sa decouverte chez | éen 1936 le

as
CMH a été un des systémes &s étudié
 En 1958, Jean Dausset dé rait un systeme

de « groupes sanguins es globules blancs.
Technigue agglutinati rx Nobel en 1980

e Etudes internationales« Workshop »
1lére en 1964 6 sérums testés!
Introduction d nicrolymphotoxicité par

P.Terasal@
&

&




Majeur d’Histocompati

« 2eme Workshop JJ van Rood @
Analyse de cellules, analyses fes

/1 participants

<&

« 3 eme Workshop R. ini
11 familles, 21 donneu n apparentes, 476

serums
110 participants @

Un seul syste étique avec 2 loci
Terme HLA nsacre

&
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Polymorphisme CM@@

@

ERRRTRRAGARRAGE

....nillilllllx

||||||||||||||||

lllll

<@¢




e Les antlgenes HLA sont

 Classe | : une chainelc
une chaine Iégé@lz kD la B2
microglobulin@

e Classell :%@ haine lourde o 34 kD et

une cha@egére B 29 kD

%




 Les genes codant pour le @; |
localisés sur le bras co
chromosome 6 che Qﬁé@?ﬁe (6p21.3)

e Larégion couvre@lions de paires de
bases = 0,1%@1 enome et contient 100
genes @9@
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La superfamille des
Immunoglobullne@

e Domaine

@
d’immunoglobuline @
ON

est la structure de >

base de |la famille %
A

o 2 feulllets b anti-
paralleles qui forr@

une structure@
« tonneau» §@

&

&




Superfamille des immunog| Ines

IgM Complexe recepleurcT:CD3 CMH: Classe! CMH @
(TL) Classe I
N Qa)
° g Recepteur cT
¢

Récepteur Poly Ig




ROle fonctionnel du Complexe
Majeur d’'Histocompatibilité

Type cellulaire Classe | Classe Il
Lymphocyte T +++ Inductible
Lymphocyte B +++ ++
Macrophage +++ +
Cellules +++x10 +++Xx10
dendritiques

Granuleux ++

Endothelium ++ inductible
Hepatocytes +

neurones




Structure 3D des antigenes HLA de classe |










Role Fonctionnel du Complexe
Majeur d’'Histocompatibilité

e Régulation de la réponse Immune
e Les lymphocytes T reconnaissent
I'antigene complexé au CMH I ou II
e demi-vie du complexe 24 h

e Chaque allele possede un
ensemble unique de peptides

qu’il peut lier

e Chez un individu normal la
majorité des molécules du.CMH
porte des antigenes du.soi (CMH
Vide est instable)







Les voies de I'apprétement des antigene

e Les 2 classes de molécules du CMH s ialisées pour présenter des
antigenes d’origine différente Q%

- les molécules de cla sentent des antigenes synthétisés
par une voie endogene (ag vitau es molécules du CMH I sont instables
en |'absence de peptide. Les peptides sont longs de 8 a 10 Aa




The class I
intracellular pathway
uses an ancestor

protein sorting pathway /
[ E

Defective
ribosomal products

@
>




Interferon Y and MHC Class I presentation

House keeping proteasome immunoproteasome

MECL1
LMP7

20S
Z LMP2
Y X
/ + Low MWt polypeptide 2 & 7
8

+ Multicatalytic endopeptidase complex

IFN’Y Proteasome activator 265

&é@% mPA 28 a & B
Increases

The surface density o \

HLA Cl 1

Leucin-aminopeptidase Cytosol

ER aminopeptidase 1 (endoplasmic ret.)



LMP-2

LMP-7

MECL -1

Thimet Oligopeptidase
Erp57 (oxireductase)
ERAP-1 (Endoplasmic R lum Aminopeptidase -1)
PA28 a

PA28 P a

TAP-1 (fransporfer.associated with antigen processing -1)
TAP-2

Béta 2 Micr‘e

Tapasine

,‘




Réticulum endoplasmique et molécules c ones
de la préparation des molécules

Lumiér'e RE @E g




Les voies de I'apprétement des antigenes : Classe I@@§

RETICULUM
ENDOPLASMIQUE

MHC I

Calnexine
calreticuline

OTEASOME
LMP-2 Mb

m iquitindMP-7 lasmique
i 9 Pa 28 o and B P 9
antigene
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The proteasome needs pepﬂdases I Ps_{:biquityl

To finish peptides trimming 4

Leu aminopeptidase

Cleaves at position 1 neutral but not
charged residues

Tripeptidyl peptidase 2

Cleaves triplets of AA from the N
terminal

Thimet oliqopep‘l'idase ST E AR T TN
Cleaves peptides of 6-17 reS|du

Puromycin sensitive ammopen f'
Cleaves hydrophobic / ba
residues at pos 1 or —

Endoplasmic
reticulum

ER aminopept ;j RAP 1) | Chaperones
Cleves %‘@)h > 7 residues




Controle des protéines
intracellulaires par les
classes I

toxique




i T déleté ou i %
A .. . . i tolérisé :
ControOle des protéines intracellulaires ; @

parlesclasses| Tt e

Protéine
autologue




Réqgulation de I’expression<@®\>\sQ
molécules HLA clas

* |[FN gamma : induit I’augm@ on de
synthese des moléculgs

e Les virus N

e Les tumeurs ®®

@



Les voies de I'apprétement des antigene

e Les 2 classes de molécules du CMH s ialisées pour présenter des
antigenes d’origine différente Q%

- les molécules de cla sentent des antigenes synthétisés
par une voie endogene (ag virau es molécules du CMH I sont instables
en |'absence de peptide. Les peptides sont longs de 8 a 10 Aa




Apprétement des antigenes e'(%Fes
classes ||




Apprétement des antigenes es

classes |l @




Le CMH de classe | lie des peptides 8-10 A@i

par ses deux extrémités @

Q%
~ oA N LEDn Be -
) ) - @ EDNOD B0
S el DRED B0 -

| i DOERRE =
B BEEO0ED ©
B BDOEGE =
| B DRBEDEN 0

e \[/\
Les résidus d’@ e sont differents entre peptides qui se lient a
différents alleles,;mais sont similaires pour tous les peptides qui se
lient au =~ CMH de classe |
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— ' classe Il

Protéine endosome. .=
endogéne 5

Protéine
exogene

N

classe | %

protéasomeTAP




Le CMH de classe Il lie des peptides d’au moins
AA sur toute la longueur de la poche
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ré 4’ ge sont a différentes distances de I'extrémité du peptide
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antigenes HLA

Technigues de détermination des @§>

Techniques sérologiques
- Grossesse, transfusion, tran ation
-Absorption sur plaquettes vues en classe

§ S
Techniques cellulaires @

- Réponse proliféra@s allogénique
# MHC classe

<&

@y e en gel 2 dimension

Techniques diochimie
-Electropl

ies de biologie moléculaire



Principe du typage HLA
Technique de microlymphotoxicité

Cellules

+ anti sérum

= cellules + complément

mononucléées —\U’
AS \

OOOO
0000

0000
0000

0000
& J

Plague de TERASAKI
Ly. 1, 2,...50

oo A W N
OO O O O

Lymphocytotoxicité

@0 O e O






Méthodes de typage basées sur la PCR = Polymerase C@;%ction




Transmission en bloc des genes HLA
(notion d’haplotypes)

a Al B8 DR3 > @ A3 B7DRI15 c

b A2 B12 DR4 A1 BSDR3 d
a: 1° haplotype paternel c..<¥¥ haplotype maternel
b : 2¢me haplotype paternel d\ 2éme haplotype maternel
1 2 é} 4
aAl B8 DR3 b A2 B12 DR4 b A2 B12 DR4 b A2 B12 DR4
CcA3 B7DR15 (A3 B7DR15 c A3 B7 DR15 d A1 B8 DR3

Ex dans cette famille ;
1 et 4 : deux haplotypes HLA différents

2 et 3 : identiques HLLApour les 2 haplotypes parentaux
1 et 2 : haplo-identiques HLA

Si un individu a n.freres-et’'soeurs, la probabilité qu'il ait au moins I'un d'entre eux HLA identique est de p=1-0,75n.



Rejet de greffe @®

* Niveau de reponse |mmunolog

e Classification basée surl<>e ‘

rejet apres la greffe : rej
rejet aigu qq jours a q
(plusieurs années a

X

erents en

9 Rein

al’de survenue du
yperaigu (mins),
ees, rejet chronique

a greffe)

o Classification basée sur la cause : anticorps,

cellules
Hyperaigu : an IC < s seul
Aigu : cellul \ Ou Ac
Chronlqu lules et /ou Ac
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Rejet de greffe @®

 Comment prévenir le rejet 2(7,

N

&
Suivi iImmunologique @ atients

@
Cross matg @greffe
T

&



One Lambda LABScreen Software
Edit LABScanlOD Analysis Maintenance Report

Update Parameters “Window Help
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Réaction du greffon contre Ié@?e
GWHD

de CSH. Observee dans <§ y \\ 23S cas greffes
familiale geno-identique tplus’de 80 % des
greffes phéno-identic@
e Survient dans les 100 jours apres la greffe :
atteinte cutanee (paume des mains, plante des
nieds) tube di if (diarrhées +++) foie et
poumon
 Risque e @ie est d'autant plus grave gque le
situa |:| compatibilité est defavorable

@
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Réaction du greffon contre Ié@?e
GWHD

e Observée au cours de la greffe de cellule
souches hematopoiéti

e Cellules souches r%i&ﬁ@topo'rétiques =

cellules iImmunocompétentes(lymphocytes
T et B, monac @ APC)

 Receveur | nodeprime (traité par

chimiot@@ple, radiothérapie)
%




Les sources de cellules so@es

* Moelle osseuse : AG, hosp'&on

e Cellules souches périg@es . pas AG
ni hospitalisation mal ur de
croissance G-CSF@@@ au donneur

e Sang de CordO@n fini de cellules,

congeélation
)

A

&



N\
Les cellules du gref@@mt actives, elles
Peuvent reagir cc@re I'hOte = maladie du

greffon con@héte
W
%



Role Fonctionnel du Complexe
Majeur d’'Histocompatibilité

e Régulation de la réponse Immune
e Les lymphocytes T reconnaissent
I'antigene complexé au CMH I ou II
e demi-vie du complexe 24 h

e Chaque allele possede un
ensemble unique de peptides

qu’il peut lier

e Chez un individu normal la
majorité des molécules du.CMH
porte des antigenes du.soi (CMH
Vide est instable)




Role Fonctionnel du Complex@g
Majeur d’HistocompatibiIit
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ROle fonctionnel du Complexe
Majeur d’'Histocompatibilité

Type cellulaire Classe | Classe Il
Lymphocyte T +++ Inductible
Lymphocyte B +++ ++
Macrophage +++ +
Cellules +++x10 +++Xx10
dendritiques

Granuleux ++

Endothelium ++ inductible
Hepatocytes +

neurones
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Reconnaissance allogenigue

e Voie directe : @§

Elle induit une réponse immunetintense.

- haute densité de dé nants : les LT
alloréactifs reconnaiss Incipalement les
déterminants étrang la structure du CMH
allogénique

Peu Ag allo presente-mais bcp CMH

- multipl plexes binaires: peptides
fixés par allogénique sont variées et de
nbreux s T differents sont recrutés

&



Reconnaissance allogé@e

* Vole directe ;. Predomine dans rejet aigye
debut de la réponse ique
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Reconnaissance allogé ique

e Vole indirecte :

Plus intense en phase ) re et Chronlque
- disparition de A donneur ?

» Voie semi-directe’; présentation
simultanée H donneur + peptide et
CMH rec +peptide

%
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Reconnaissance allogenigue

» Voie indirecte : Rejet chro@@

O%@

v
= @allogénique
C Receveur
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Reconnaissance allogenigue

» Voie semi directe : @
O
O

C Receveur

alloique



Conditioning
regimen

\ LPS

=

Effects of conditioning

[reer] 1

Donor T-cell activation

IL-1 & TNF-o

/

Donor CD8#T dell

©

Donor'CD4*
T gell

Activated donor

IL-2 & IFN-y

/ Phase 3

Cellular-and
inflammatory.
effectorphase

LPS

.

/
\

Donor/host
macrophages

GVHD target
tissues

IL-1, TNF-a.
& NO

/

Les phases de la GvH aigue

Jaksch et al Scand.J.Immunol. 2005






Qgdu

Avant la transfusion des cellules

donneur...... @
Conditionnement du r&ur

Irradiation et Chiérapie
Q%

o0

cité €/pour les tissus de I'hote :
ntestlnale fole + autres tissus

Grande tox



lere phase = effet du@@%ﬁ

conditionement

 Enréponse a cette agression :
cytokines, chemokines et ind
d’adhérence = signaux déli
immunitaire <

ction de
de molécules
u systeme

TNF a, IL-1
CMH | et I

D

ovenant bact gram-
Niveau LPS (} N corrélé_ avec intensité






2eme phase activation des I@u

donneur g
T du donneur reconnaisse &rangers

activées par TNF ’
(LPS)

recrut

&
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Activation des LT @)

« Engagement du récepteur T@@§

e Nécessité du second si :%&l’activation
e Les cytokines:

activation T induit la uctlon de
cytokines: IL2 e@ , différenciation des

CTL et NK

e IL18 role c@exe

e G-CSF '@ffon cellules souches
mo\@s par G-CSF : polarisation TH2

@
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Activation des LT @)

 Engagement du récepteur T@
e Nécessité du second si ‘activation
e Les cytokines:

activation T induit la uctlon de
cytokines: IL2 e@ , différenciation des

CTL et NK

e IL18 role c&exe

e G-CSF '@ffon cellules souches
mo\@s par G-CSF : polarisation TH2

@




The CD28/B7 families of corecep’ror@gi\\?

(Ig like superfamily)

<

Receptor ligan
(Oé«\
cb2s @6/
CTLA-4 <><\<®\<>080
NN\
ICOS <® ICOS-L (B7RP1)
NV
N
PDL-1
PD1 @
W PDL2
(A
w B7x
<\§>
6 O N/
IM-3 ?

N\
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The molecular events : surface rec@s & ligands

1. First signals : Ag recognition a ﬂon of the synapse
20O
1. Coactivation signals : @lcial signals

. CD28/> CDB6/CDBO
(7 CD154 - D40
@® . ICOS - ICOSL

&

- CD100 - CD72



The 3 signals model for T cell fun@%l

@

polarization

GvVH chronique?
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Activation des LT @)

 Engagement du récepteur T@@§
e Nécessité du second si : ‘activation
* Les cytokines:

activation T induit la uctlon de
cytokines: IL2 e@ , différenciation des

CTL et NK

e IL18 role c@exe

e G-CSF '@ffon cellules souches
mo\@s par G-CSF : polarisation TH2

@
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Activation des LT @)

&

les chemokines inflamrr<1>a (MIP 1a,
MIP-2, MCP-1, MS@ ont exprimées
ICES

e | es chémokines :

par les tissus end geés = recrutement
de cellules effe

Proposees ‘“@v marqueur de diagnostic

précoc%®@
%



Les cellules natural Killer NK

Apparaissent tres tot apres la greffe :@@on d’'IFN-y,

TNF-a
Lymphocytes sans marqueur T

Expriment CD16 (Ig Rece
CD56 (m dhérence)

RoOle décisif dans repon mune innée

(production cytokines)

Répertoire NK s@pour un individu donné
Cellules régu

Récepteur r CMH |
Chagui @He n'expriment pas tous les récepteurs

@



Caractéristiques phénotypi @@
des cellules Natural Ki@

@

@ Lectine C/ CD9%4
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Mecanisme de wtotoxm@@

SIGNAL « OFF »

IGNORANCE &

KIR - L
lectine C / CD94 &
0\
N

ligand
activateur
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Mécanisme de Cytotoxic@

SIGNAL « ON » @
v )

lectine C/ CD9%4 %
N

Q ‘M’

activateur




3eme phase : effecteurs cellu@eg

et inflammation
 Mise en jeu complexe d’effecte&iples ;

- sytéeme Perforine- Gra@
LT et NK — Ca++ la perfori % olymérisée

—— pores dans la mb assage du granzyme
activateur de caspa — Mmort cellulaire

- Fas /FasL : mentation sur CD4 et CDS8
Donneur

- [ésio endantes des cytokines
TNFa et @n tissulaire- 1L1

&



Un seul acide aminé peut étre la
cible d’'une réeponse allogénigque

N
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Patient Patient +
B*“4402 B 4403




Alignements des acides a
pour les 3 groupes H

Polymorphic regions /‘\

HLA-

Groups DPB1*

P

C

W%

1

33

36

55
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57<

569

e

85

86

87

1 0901
1001
1701
2 0301
1401
4501
3 0101
0201
0202
0401
0402
0501
0601
1101
1301
1501
1601
1901
2001
2301
4601
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The six polymorphic pocke

position.3 O@ allel
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ed by HLA-DPB1 alleles*®*® are aligned with *0901 as consensus. Dashes indicate sequence identity to the consensus at this




matching fonctionnel par an@e

- Culture mixte : €e par typage 4
digits DRB1

- Précurseur cyto@es . remplacés par

typage 4 digits class
 Analyse des ce

- utilisati
reponse

du patient apres greffe :

cellules T responsables de la
ique In vivo. Rejet aigu ou GvH
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Les mismatchs permis@%

Matching structural : @§

HLA matchmaker (gregf@gane)
Histocheck (CSH) @

N

Matching fonctionnel
Caractéris@' des cellules T alloréactives

&




Evolution de l'origine des greffons o«:':
pour les patients Fran
il

L




Prévention de la Gv@@>

 Bonne compatibilité —CMI—@B,

NK....
e Donneur et receveur

iIdentiques ler

. Compatlblllt

pour le fo fﬁ@@@nnement du systeme
Immuny (Tc et cellules épithéliales)

&



Greffe -

Alloreactivity

p: f_,\,"‘,_

1L

|
'
|
I
e 1 2 i IDALOTY I .
recesereeadp \rtiinflammasary |
'



Effet benéfigue de la Gvh : @%t
anti-leucemique

 Moelles déplétées en cellu = Gvh \
 Mais nombre de rech%t@

o Effet des cellules @Ia tumeur amplifié
par DLI @

A

&





