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INTRODUCTION 
 

 
Le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) suscite l’intérêt des recherches par 

son impressionnante densité en informations génétiques et ses multiples fonctions. Son 
extrême polymorphisme entretient la curiosité et permet encore la découverte régulière de 
nouveaux allèles. Seuls quelques principaux gènes de l’histocompatibilité sont aujourd’hui 
bien étudiés. 
Les premières techniques d’exploration basées sur le principe de sérologie étaient limitées à la 
détection de l’expression antigénique en surface cellulaire. Elles ont connu leur apogée dans 
les années 1970. Elles se sont ensuite faites dépasser par l’arrivée de la biologie moléculaire 
qui connut rapidement un grand essor, avec en particulier l’automatisation du séquençage 
Sanger en 1990. Ce dernier permit alors la découverte de nombreux gènes, ce qui lui conféra 
un immense succès. La biologie moléculaire occupe aujourd’hui une place majoritaire dans 
les méthodes de typage utilisées en laboratoire à des fins aussi bien cliniques que de 
recherche. Ces méthodes tendent toutes à être de plus en plus automatisées, et adaptables aux 
besoins en termes de débit et de coût. 
 

Parallèlement, les avancées en médecine pour le traitement des hémopathies sont 
marquées par des essais d’allogreffes de moelle osseuse qui apportent un grand espoir 
thérapeutique. Ces essais ont d’abord été restreints aux jumeaux monozygotes, vers 1960, puis 
se sont étendus à la fratrie pour aujourd’hui exister entre deux sujets non apparentés mais qui 
partagent des compatibilités antigéniques très strictes. Si pour autant les greffes sont le seul 
moyen d‘obtenir une guérison totale, elles sont aussi une cause de mortalité par leur effets 
secondaires dramatiques. La réaction du greffon contre l’hôte est ainsi devenue la principale 
crainte et donc la cible des voies d’améliorations recherchées pour arriver à un rapport 
bénéfice/risque acceptable pour les patients. 
 

Cette thèse a pour objectif de démontrer l’intérêt de l’apport de nouvelles technologies 
de séquençage dans une discipline aussi complexe que l’histocompatibilité et en particulier 
dans le contexte de la greffe de cellules souches hématopoïétiques. Les conditions de 
compatibilités requises sont de plus en plus définies et strictes. Par conséquent les résultats de 
typages sont soumis à des exigences rigoureuses, auxquelles seules des techniques comme le 
séquençage répondent aujourd’hui. Nous décrirons dans un premier temps le CMH et ses 
fonctions, qui expliquent son rôle important dans la greffe de cellules souches 
hématopoïétiques. Nous verrons ensuite les modalités de ce type de greffe, les conditions de 
sélection d’un donneur et le mécanisme de la réaction du greffon contre l’hôte. Enfin nous 
aborderons les techniques de typages utilisées en routine et les techniques de séquençage pour 
comprendre l’intérêt de ces nouvelles technologies dans l’amélioration de la prise en charge 
du patient.  
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GENERALITES  
 

I. CMH / Système HLA 
 

1. Découverte du CMH 
 

L’existence du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) a d’abord été évoquée 
chez la souris, par Peter Görer, en 1936. Des réactions d’agglutinations d’érythrocytes de 
souris par des sérums de lapin préalablement immunisés par des érythrocytes murins ont 
permis de suggérer l’existence d’allo-antigènes en surface cellulaire. Snell observa par la suite 
que le rejet du greffon chez la souris était associé à une incompatibilité au niveau des allo-
antigènes précédemment définis par Görer. C’est ainsi qu’il décrit pour la première fois le 
Complexe Majeur d’Histocompatibilité murin, nommé «H2» en l'honneur de l'antigène II 
découvert par Görer [1]. 

C’est donc sa capacité d'induire une forte réponse immunitaire allogénique, 
responsable du rejet de greffe, qui le fait connaître dans un premier temps et qui lui fait 
mériter son nom. Son rôle majeur dans la réponse immunitaire et dans l’éducation des 
lymphocytes T par la présentation des antigènes, n’a été découvert que 30 ans après. 

Le Complexe Majeur d’Histocompatibilité de l'homme fut découvert en 1952 par Jean 
Dausset, récompensé du prix Nobel de médecine en 1980. Son nom de système HLA (Human 
Leukocyte Antigen) symbolise le groupe sanguin leucocytaire mis en évidence par 
l’agglutination de leucocytes par des sérums de sujets immunisés à l’occasion de transfusions 
sanguines. En effet, après ses études de médecine à Paris, Jean Dausset porta un grand intérêt 
aux patients polytransfusés et leucopéniques, chez qui il découvrit l’existence d’anticorps 
anti-leucocytes, d’abord soupçonnés d’auto-anticorps. Il démontra rapidement qu’il s’agissait 
en fait d’une allo-immunisation générée par les nombreuses transfusions. Ce n’est pourtant 
que six ans plus tard, en 1958, que le premier antigène du CMH humain MAC (HLA-A2) est 
décrit. A cette époque, des expériences ont été réalisées à partir du sérum d’un patient qui 
avait reçu des transfusions d’un unique donneur. Elles permirent de constater que les 
anticorps développés par ce patient réagissaient avec les leucocytes de la moitié d’une 
population de donneurs volontaires. Les noms des trois premiers donneurs avec qui le sérum 
n’a montré aucune réaction sont à l’origine de l’acronyme MAC [2]. 

La technique sérologique de lymphocytotoxicité complément-dépendante va ensuite 
être développée et permettra la découverte de nouveaux antigènes qui révèlent alors 
progressivement le grand polymorphisme du système HLA. La classe II fut caractérisée plus 
tardivement, par des réactions lymphocytaires mixtes.  
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En 1968, Jean Dausset évoque la possibilité d’une relation étroite entre les groupages 
HLA et la susceptibilité génétique à développer certaines maladies. Le concept de médecine 
prédictive entraîne alors la nécessité d’établir la carte génétique, en particulier du système 
HLA, localisé quelques années plus tôt sur le bras court du chromosome 6. Des centaines de 
laboratoires dans le monde entier sont enthousiasmés par ce projet ce qui permit des progrès 
rapides en biologie moléculaire et une description de plus en plus précise du CMH, au niveau 
génétique [2]. 

 

2. Définitions  
 

Chez l’homme, le complexe majeur d’histocompatibilité  représente un segment 
génomique situé sur le bras court du chromosome 6, occupant environ quatre mégabases. Sa 
carte génétique est relativement bien détaillée aujourd’hui (Figure 1). La première séquence 
complète, publiée en 1999, est le fruit d’un long travail de collaboration entre quatre 
principales équipes (Cancer Research Center, University of Washington, Japanese Science 
and Technology Corporation, The Sanger Centre). La carte génétique fut établie à partir des 
séquences de différents haplotypes et dévoile aujourd’hui 224 gènes. Seulement 60% d’entre 
eux seraient exprimés. Le CMH est caractérisé par une densité génique élevée, avec en 
moyenne 35 gènes par mégabase. En comparaison, la densité moyenne dans le génome est de 
12 gènes par mégabase. L’étude du CMH de centaines d’individus différents a fait découvrir 
son extrême polymorphisme, il n’est cependant pas homogène sur l’ensemble de la région 
(voir paragraphe I.3) [3]. Le terme de polymorphisme désigne les différences entre deux 
êtres d’une même espèce, chez qui un phénotype, ou caractère, est présent sous au moins deux 
formes (allèles). Ce polymorphisme est dû à l'apparition de mutations génétiques au cours de 
l'évolution, et peut être expliqué par l'existence de nombreux allèles qui définissent le 
caractère unique de chaque individu.  

Chaque individu possède au maximum deux allèles par locus, un de son père et un de 
sa mère, qui peuvent donc être différents. Si le même allèle a été transmis par les deux parents 
l’individu est dit homozygote, s’il a reçu deux allèles différents il est dit hétérozygote. 
L’expression des gènes HLA est de caractère codominant. Prenons l’exemple d’un individu 
qui possède au locus HLA-A un allèle HLA-A*02:01 transmis par son père et un allèle HLA-
A*03:01 transmis par sa mère. Cet individu exprimera à la surface cellulaire les deux 
molécules HLA correspondant à ces deux allèles. Cet individu est hétérozygote au locus 
HLA-A. 
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Figure 1 : Schéma de la carte génétique du système HLA, localisé sur le bras court du 
chromosome 6 

D’après “The sequencing MHC consortium” [4].  
Elle montre les différentes régions de classe I, classe III et classe II depuis l’extrémité 
télomérique (en haut) jusqu’au centromère (en bas). Les gènes représentés par des rectangles 
de couleur blanche, rayée ou noire correspondent respectivement aux gènes exprimés, aux 
gènes non codant et aux pseudogènes.  
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Cependant tous les gènes du CMH ne sont pas transcrits avec la même intensité dans tous 
les types cellulaires. Nous verrons qu’il existe des différences d’expression permettant de 
parler de gènes classiques, non classiques ou de pseudogènes. Dans ce dernier groupe sont 
réunis des gènes entiers dont l’expression ne permet pas d’obtenir une molécule fonctionnelle  
par l’existence d’un codon stop prématuré, mais aussi des fragments de gènes pour lesquels 
un ou plusieurs exons peuvent manquer et qui sont les vestiges d’un gène ancestral [3][5] [6]. 

Les gènes du CMH, étant très proches les uns des autres sur le chromosome, sont dans la 
majorité des cas transmis en «bloc» d’un parent à l’enfant. L’ensemble des gènes du CMH 
portés par un chromosome forment donc un haplotype. Ainsi dans une famille composée 
d’un père porteur des haplotypes a et b et d’une mère possédant les haplotypes c et d, 
donneront quatre combinaisons d’haplotypes possibles chez leurs enfants : ac, ad, bc et bd. 
Cette notion permet de comprendre pourquoi les patients nécessitant une greffe de moelle 
n’ont pas tous la possibilité de bénéficier d’une greffe intra-familiale, puisqu’il faut que deux 
enfants possèdent la même combinaison. Cependant, il existe des exceptions à la règle de 
ségrégation simultanée de deux allèles liés, qui s’explique par des recombinaisons (ou 
crossing-over) lors de la méiose. Ce point ne sera pas détaillé dans cette thèse. 

Ceci conduit à la notion de déséquilibre de liaison entre deux allèles proches sur le 
même chromosome. Il s’agit d’une association préférentielle entre deux ou plusieurs allèles, 
c’est-à-dire une association rencontrée avec une fréquence plus élevée que la probabilité 
d’association si ces deux allèles étaient complètement indépendants l’un de l’autre [7]. Par 
exemple, les allèles HLA-B*15:01 et HLA-C*03:03 sont retrouvés sur un même haplotype à 
une fréquence de 0,035 chez des individus européens. Pourtant la probabilité théorique de 
rencontrer ces deux allèles sur le même gène est 0,0037 (c'est-à-dire le produit des fréquences 
isolées de l’allèle HLA-B*15:01 et HLA-C*03:03) soit dix fois moins. La prise en compte des 
déséquilibres de liaison est très utile dans l’aide à la recherche de donneurs non apparentés de 
moelle osseuse (voir paragraphe «Choix d’un donneur») [8]. 

L’établissement des haplotypes d’un individu, ou génotypage, consiste à déduire d’une 
étude familiale les allèles présents sur les deux chromosomes homologues [9]. Il est à 
différencier du phénotypage, qui correspond aux situations de typages, par des techniques de 
sérologie ou de biologie moléculaire, permettant de déterminer les allèles portés par un 
individu mais sans définir ses haplotypes (typages familiaux non disponibles). Cependant, 
dans le cadre du HLA, la connaissance des fréquences des haplotypes selon l’origine ethnique 
peut donner une forte idée de la répartition des allèles sur les deux chromosomes. 

Dans le cadre de la transplantation, le génotypage ou le phénotypage du système HLA est 
restreint à la détermination des allèles de quelques gènes (HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-
DRB1, DRB3, DRB4, DRB5, HLA-DQB1, HLA-DQA1, HLA-DPB1 et HLA-DPA1) dont 
nous allons faire la description ci-dessous. 
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3. Gènes et molécules du CMH chez l’Homme 
 

Les gènes du CMH sont divisés en trois grandes classes selon leurs caractéristiques 
structurelles et fonctionnelles : 

 Les gènes de classe I occupent la région télomérique du CMH sur environ deux 
mégabases (2Mb). On compte 6 gènes transcrits codant pour des molécules HLA (A, 
B, C, E, G, F). 

 Les gènes de classe II se retrouvent dans la région centromérique du CMH occupant 
neuf cent kilobases (0.9 Mb), ils comprennent plus de 32 gènes dont au moins 10 
gènes HLA transcrits (DRA, DRB1, DRB3, DRB4, DRB5, DPA, DPB1, DQA, 
DQB1, DMA, DMB, DOA, DOB). (Les gènes DRB3, DRB4 et DRB5 ne sont pas 
toujours transcrits, cela dépend des gènes DRB1 ; ce point ne sera pas détaillé dans 
cette thèse). 

  Les gènes de classe III, situés entre les deux classes précédentes, s’étendent sur une 
zone très dense de plus d’une mégabase (1.1 Mb). Elle est occupée par plus de 39 
gènes qui codent principalement pour des molécules ayant un rôle dans les réactions 
immunitaires, comme les protéines intervenant dans la voie d’activation du 
complément (C2, C4, Bf), et le Tumor Necrosis Factor (TNFαβ) [4] [10]. Toutefois, 
de nombreux gènes n’ayant pas de fonction dans le système immunitaire se 
trouveraient également dans cette région, comme par exemple les protéines du choc 
thermique (HSP) ou encore la 21-hydroxylase [10]. Leur polymorphisme est très 
limité voire inexistant, en contraste avec les gènes de classe I et II. 

 

Les régions de classe I et II du CMH comportent également des gènes qui ne codent pas pour 
des molécules HLA (comme MICA, MICB, TAP1…) mais aussi des gènes HLA non codants, 
ou pseudogènes [4] que nous ne détaillerons pas dans cette thèse . 
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Structure des gènes et molécules de classe I 
 

Les molécules HLA de classe I sont constituées d’une glycoprotéine transmembranaire, 
la chaîne lourde alpha (α), associée à une chaîne légère non glycosylée, la chaîne β2-
microglobuline, par des liaisons non covalentes (Figure 2). On distingue deux sous-classes de 
molécules de classe I : 

 Les molécules de classe I classiques (Ia) codées par les gènes HLA-A, -B et -C et qui 
sont d’intérêt majeur en transplantation. Ces gènes sont hautement polymorphiques, et 
leur expression est pratiquement ubiquitaire (voir paragraphe ci-dessous « expression 
des molécules de classe I ») [5].  
 

 Les molécules de classe I non classiques (Ib) codées par les gènes HLA-E, -F, -G 
situés dans la région de classe I du CMH et le gène HLA-H (aussi connu sous le nom 
HFE) situé à proximité du CMH [11]. Les trois gènes HLA-E, -F, -G ont un 
polymorphisme et une expression cellulaire bien plus limités que ceux de classe Ia 
[10] [12]. 

Des analyses phylogénétiques laissent penser que la classe Ib proviendrait de la duplication 
des loci de classe Ia, mais certaines séquences, en particulier celles de régulation 
transcriptionnelle en 5’ ne seraient pas conservées [13]. Cette notion permet de comprendre 
les risques d’amplification non spécifique et la difficulté de synthétiser des amorces de qualité 
en biologie moléculaire. 

Seule la chaîne lourde α, d’environ 45 kilodaltons (kDa), est codée par des gènes du 
CMH et présente un grand polymorphisme. A l’inverse, la chaîne légère de β2-microglobuline 
est une chaine invariante de douze kilodaltons (kDa) codée par un gène situé sur le 
chromosome 15 [14]. La chaîne α est composée d’une partie extracellulaire comprenant trois 
domaines α1, α2, et α3. Les deux premiers constituent la zone la plus polymorphe de la 
molécule. Leur structure tridimensionnelle, avec deux hélices α encadrant un plancher de 
feuillets β, permet de former un sillon destiné à l’accueil des peptides à présenter. On parle 
aussi de gouttière à peptide ou «peptide binding groove». Le peptide présenté, composé de 8 à 
10 acides aminés, sera lié par seulement deux résidus à la molécule de classe I (Figure 2). 
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Figure 2 : Représentation schématique des gènes de classe Ia du CMH, des ARNm 
transcrits et des protéines obtenues. 

D’après R.A. Goldsby, T.J. Kindt et B.A. Osborne [15]. 

a) Représentation schématique d’une molécule d’ADN correspondant à un gène HLA-A 
(A noter que le gène HLA-B et les gènes de la classe Ib ne comportent que 7 exons), 
de son transcrit et de la molécule obtenue. 

b) Structure tridimensionnelle de la molécule HLA de classe Ia, et interaction avec le 
récepteur (T cell Receptor, TCR) d’un lymphocyte T CD8. (PDB ID : 3H9S) 
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Expression des molécules de classe I 
 

Les molécules de classe I classiques sont retrouvées à la surface de pratiquement 
toutes les cellules nucléées, cependant leur niveau d’expression est variable. Ainsi les 
lymphocytes (B plus que T) et les cellules dendritiques sont les cellules qui expriment le plus 
les  molécules de classe I classiques. Inversement, les cellules musculaires squelettiques et 
cardiaques, et les cellules endocrines de certains organes (thyroïde, pancréas, muqueuse 
gastrique par exemple) expriment très faiblement les molécules de classe I classiques [16]. 
Néanmoins quelques cellules nucléées en semblent exemptes comme par exemple les cellules 
germinales, l’endothélium cornéen et certaines cellules du système nerveux central [10]. 

Les mécanismes de régulation qui contrôlent cette expression dans les différents tissus 
et cellules ne sont pas encore tous élucidés. Ils mettent en jeu diverses cytokines comme les 
interférons (IFN α, β et γ) et le facteur nécrosant des tumeurs (TNF) qui augmentent 
l’expression des molécules de classe I. Ils agissent par l’intermédiaire de promoteurs situés en 
amont des gènes de classe I [17]. 
L’expression des molécules de classe I classiques à la surface des cellules peut aussi être 
modulée négativement lorsqu’elles sont infectées par certains virus, comme par exemple le 
cytomégalovirus (CMV) [18]. 

Il n’existe pas de généralités concernant l’expression des molécules de classe Ib. 
Commençons par la molécule HLA-E, découverte en 1988. Elle possède un polymorphisme 
très faible, et une répartition quasi ubiquitaire sur les cellules somatiques, mais est exprimée 
en bien moindre quantité que les molécules de classe Ia. Bien que neuf allèles différents 
soient connus, deux seulement semblent être récurrents [12]. Cette molécule, qui reste 
énigmatique, est décrite pour son rôle de régulation des cellules Natural Killer (NK), aussi 
bien inhibiteur qu’activateur, en particulier dans des situations de stress ou d’infection [11]. 
Les molécules HLA-E présentent des peptides d’origines variées qui peuvent être d’origine 
microbienne ou bien provenir de molécules du soi. En effet, elles présentent les peptides 
leader (codé par l’exon 1) des molécules HLA de classe Ia, et reflètent ainsi le niveau de 
transcription de ces dernières. Cette action est destinée à renseigner les cellules NK qui 
surveillent la qualité d’expression des molécules HLA de classe I classique [11]. Récemment, 
la molécule HLA-E fait l’objet de diverses études sur l’influence de son polymorphisme dans 
la survenue de la réaction du greffon contre l’hôte (GvH, «Graft versus host disease») après 
une greffe de cellules souches hématopoïétiques (CSH) [12].[19]. Certaines études ont conclu 
que le phénotype HLA-E*01:03/E*01:03 du receveur serait associé à un moindre risque de 
développer une GvH après une greffe de moelle osseuse et globalement à une survie plus 
longue. Il a aussi été retenu que l’homozygotie du donneur pour HLA-E*01:01 (comparé aux 
phénotypes HLA-E*01:01/E*01:03 et HLA-E*01:03/E*01:03) serait favorable au 
développement d’infections bactériennes en lien direct avec une mortalité accrue après la 
greffe. Une capacité de présentation des peptides moins efficace par les cellules du donneur 
serait à l’origine de cette tendance aux infections [12]. 
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Il est aussi intéressant de s’arrêter sur la molécule HLA-G, découverte en 1990. Son 
polymorphisme est comparable à celui du gène HLA-C. Longtemps considérée comme en 
«voie d’extinction», HLA-G a finalement suscité de l’intérêt lors de la découverte de ses 
fonctions en particulier pendant la gestation [16]. 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 très 
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. 
En effet, le gène HLA-G est soumis à une importante régulation post-transcriptionnelle qui 
donne lieu à sept isoformes différentes, quatre membranaires et trois solubles [12].  
Une hypothèse émise par l’équipe de Geraghty suggère que ces isoformes solubles pourraient 
déclencher l’apoptose des cellules T alloréactives maternelles, qui attaqueraient les peptides 
d’origine paternelle lors de la grossesse [16]. En effet, la grossesse peut être comparée à une 
greffe semi-allogénique, puisque le fœtus exprime les antigènes maternels mais aussi 
paternels, ces derniers étant étrangers pour la mère. On comprend que le phénomène de 
tolérance immunitaire a toute son importance pour le bon déroulement des échanges foeto-
maternels, et le maintien en vie du fœtus qui doit échapper aux cellules Natural Killer de sa 
mère. Le rôle de la molécule HLA-G dans la greffe de tissus a également été démontré avec 
une corrélation positive entre son expression et la diminution du risque de rejet [12]. 
 

Nous ne détaillerons pas la molécule HLA-F, qui demeure encore très peu étudiée. 
Ces molécules seraient transcrites dans la plupart des cellules et exprimées au niveau 
intracellulaire. Mais récemment, l’équipe de Geraghty montre, grâce à de nouveaux anticorps 
monoclonaux anti-HLA-F, que contrairement à 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 à leur surface [20]. 

Quant à la molécule HLA-H, autrement appelée HFE, elle semble être une exception à 
l’implication des molécules HLA dans le système immunitaire. Son rôle est plutôt important 
dans le métabolisme du fer [12] [11]. 

Au total, les molécules de classe Ib, et plus précisément HLA-E et HLA–G, pourraient 
jouer un rôle important dans la réaction d’immunotolérance en transplantation d’organe et de 
CSH [21]. Leurs rôles peu connus continuent d’attirer la curiosité, et les nouvelles 
technologies de séquençage promettent de faciliter des découvertes à leurs sujets. 

Il est important de noter que la surface des globules rouges ne possède aucune 
molécule HLA chez l’Homme, contrairement à d’autres espèces, notamment la souris, ce qui 
explique la découverte de Görer. Les thrombocytes expriment les molécules HLA de classe I 
et présentent de ce fait des risques d’allo-immunisation anti-HLA de classe I lors des 
transfusions plaquettaires. Actuellement, les précautions transfusionnelles consistent à utiliser 
des culots globulaires déleucocytés lors de transfusions érythrocytaires pour limiter les risques 
d’allo-immunisation anti-HLA. 
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Nature des peptides présentés 
 

La détection des protéines par les lymphocytes T ne peut avoir lieu qu’après leur 
transformation en peptide, formant un complexe ternaire avec la molécule HLA et le 
récepteur du lymphocyte T (TCR, T cell receptor) (Figure 2). La cavité formée par les 
domaines α1 et α2, décrite un peu plus tôt, permet de loger un peptide de 8 à 10 acides aminés 
issu de la dégradation intracytoplasmique de protéines endogènes. Dans le cas des molécules 
de classe I, cette loge est fermée de façon à retenir les extrémités libres du peptide, que 
constituent les groupements amine NH2 et carboxylique COOH. Nous verrons cependant que 
cette règle n’est pas exclusive. Il existe en effet des protéines d’origine exogène présentées 
par les molécules de classe I [14]. 

En l’absence d’infection par un pathogène, les sillons des molécules de classe I de la 
cellule sont occupés par des peptides dérivés de protéines du soi (self) [22]. En revanche, 
lorsque la cellule héberge un pathogène, les peptides présentés en surface dérivent de l’agent 
infectieux (protéines du non soi), c’est ce qui va permettre de déclencher une réponse du 
système immunitaire entraînant ainsi l’élimination des cellules infectées.  

Avant d’être à l’état de peptides « apprêtables », les protéines doivent entrer dans la 
voie de production endogène ou cytosolique des peptides, dont les principaux acteurs sont les 
protéasomes, des complexes de protéinases à haute activité catalytique. La chaîne lourde α et 
la chaîne légère β2-microglobuline, après leur traduction, sont toutes les deux équipées d’une 
séquence signal guidant leur entrée dans le réticulum endoplasmique (RE). Tout un processus 
est mis en jeu pour faciliter cet assemblage, que nous ne détaillerons pas davantage ici. Le 
schéma de la figure 3 représente la voie d’assemblage des molécules de classe I et 
l’apprêtement du peptide [22]. 

Dans les cellules présentatrices d’antigènes (CPAs) dites professionnelles, comme les 
cellules dendritiques myéloïdes, les peptides présentés par les molécules de classe I peuvent 
être d’origine exogène, on parle alors de présentation croisée. En d’autres termes, elle est 
mise en jeu lorsque des molécules HLA de classe I présentent des protéines qui ne sont pas 
synthétisées par la cellule elle-même. Ce phénomène est également schématisé dans la figure 
3 [23]. 
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Figure 3 : Schéma d’apprêtement des protéines endogènes par les molécules HLA de 
classe I et présentation croisée de protéines exogènes. 

Voie endogène 
1 : Protéine d’origine endogène, du « soi » ou non soi (virale…) dirigée vers le protéasome 
par ubiquitinylation post-transcriptionnelle. 
2 : Dégradation en peptides par le protéasome et transport du peptide, du cytosol à la lumière 
du RE par une protéine de transport ATP (adénosine triphosphate)-dépendante : TAP. 
3 : Parallèlement, dans le RE, intervention de la calnexine pour permettre l’association des 
chaînes α et β2- microglobuline. 
4 : Une fois le dimère chaîne lourde-chaîne légère formé, une autre protéine chaperonne 
intervient, la calreticuline. Elle assure la formation d’un complexe stable. 
5 : Liaison du complexe à la TAP. A cette étape, le chargement du peptide commence, il 
stabilise le complexe final pendant le transit jusqu’à la surface cellulaire, pour aboutir à sa 
présentation en surface cellulaire : 6. 
 
Présentation croisée 
7 : Protéine exogène internalisée dans la cellule par phagocytose. 
8 : Le transfert dans le cytosol est effectué par un mécanisme encore mal connu. Une fois 
dans le cytosol, l’antigène est hydrolysé par le protéasome en oligopeptides qui sont pris en 
charge par la protéine de transport TAP et chargé sur les molécules du CMH de classe I au 
niveau du réticulum endoplasmique.  
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Structure des gènes et molécules de classe II 
 

Les molécules HLA de classe II sont des hétérodimères constitués de deux 
glycoprotéines α et β, transmembranaires, associées entre elles par des liaisons non covalentes 
(Figure 4). Leur structure est proche de celle des molécules de classe I, en revanche chacune 
des chaînes glycoprotéiques α et β sont codées par les gènes du CMH de classe II. Ces 
derniers sont séparés en cinq sous-régions DR, DQ, DP, DO et DM. Chacune d’elles, contient 
des gènes A et B, codant respectivement pour les chaînes α et β des molécules DR, DQ, DP, 
DO et DM. 

Les gènes A (DRA, DQA, DPA, DOA et DMA) comportent 5 exons, leur 
polymorphisme est restreint notamment pour le gène DRA qui ne présente que 7 allèles 
décrits dans l’espèce humaine. Ceci contraste avec la majorité des gènes B de classe II qui 
sont hautement polymorphes, notamment DRB1. A noter que celui-ci comporte également 5 
exons contrairement aux autres gènes B qui en comptent 6. 

Les sous-régions ne sont pas comparables en termes de gènes et de polymorphisme. 
Ainsi on dénombre au moins 10 gènes au niveau de la famille DR : un unique gène DRA 
pratiquement invariant, qui est à l’origine de la chaîne DRα, et neuf gènes DRB. Parmi eux, 
quatre sont polymorphes et codent pour une chaîne DRβ (DRB1, DRB3, DRB4 et DRB5), les 
cinq autres sont des pseudogènes (DRB2, DRB6, DRB7, DRB8 et DRB9). La molécule 
membranaire mature HLA-DR est formée de l'association d'une chaîne DRα et d'une chaîne 
DRβ, elle doit finalement son grand polymorphisme aux seuls gènes DRB [24]. 

La sous-région DQ peut être décrite plus simplement, puisqu’elle ne présente que deux 
gènes HLA-DQA (A1 et A2) et trois gènes HLA-DQB (B1, B2 et B3). Seuls les gènes DQA1 
et DQB1 sont fonctionnels. Une description similaire de la région DP peut être apportée, avec 
cette fois trois gènes connus pour HLA-DPA (A1, A2 et A3) et deux gènes décrits pour HLA-
DPB (B1 et B2). De la même façon, seuls les gènes DPA1 et DPB1 sont fonctionnels. HLA-
DPA2, -DPA3 et -DPB2 sont des pseudogènes [25]. 

Quant aux sous régions DO et DM, elles comportent chacune deux gènes (DOA, DOB 
et DMA, DMB) dont l’expression résulte en une molécule hétérodimèrique de classe II non 
classique impliquée dans le mécanisme d’apprêtement de l’antigène (Figure 5) [22].  

Au total, six gènes sont principalement impliqués et étudiés en histocompatibilité lors 
des greffes : trois de classe I (HLA-A, B, C) et trois de classe II (HLA-DRB1, DQB1, et 
DPB1). Les gènes DRB3, DRB4, DRB5 sont étudiés dans le contexte de la greffe de cellules 
souches hématopoïétiques mais seulement occasionnellement en transplantation d’organe. Ils 
ne sont étudiés (comme pour les gènes DQA1 et DPA1) que lorsqu’une immunisation a été 
mise en évidence chez le receveur. 
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Figure 4 : Représentation schématique des gènes de classe II du CMH, de l’ARNm 
transcrit et des protéines obtenues. 

D’après R.A. Goldsby, T.J. Kindt et B.A. Osborne [15]. 

a) Représentation de deux molécules d’ADN correspondant à des gènes HLA de classe II 
(codant pour les chaînes α et β), de leurs transcrits et de la molécule obtenue. 

b)  Structure tridimensionnelle de la molécule HLA de classe II, et interaction avec le 
TCR d’un lymphocyte T CD4. (PDB ID : 4MAY) 

 

Les deux chaînes s’associent entre elles pour former une molécule composée d’une partie 
extracellulaire comprenant deux domaines de chaque chaîne (α1, α2, β1 et β2). Les extrémités 
α1 et β1 constituent le sillon servant à accueillir les peptides. Cette cavité est délimitée par des 
parois formées de deux hélices α et par un plancher de feuillets β. Tout comme pour les 
molécules de classe I, les domaines proximaux (α2 et β2 pour les molécules de classe II et α3 
pour la chaîne α des molécules de classe I) ont une structure proche de la superfamille des 
immunoglobulines [7] [22]. 
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Expression des molécules de classe II 
 

L’expression cellulaire des molécules de classe II est limitée aux cellules 
présentatrices d’antigènes (CPAs) du système immunitaire que sont les lymphocytes B, les 
monocytes / macrophages, les cellules dendritiques, les cellules de Langerhans épidermiques 
et les cellules de Kupffer du foie. Elles sont chargées de la présentation des peptides aux 
lymphocytes T CD4+ [26]. 

Leur expression membranaire est régulée par l’interféron gamma (IFN ɣ), qui peut 
induire une exacerbation de l’expression en surface cellulaire mais aussi générer des 
molécules de classe II à la surface de nombreuses cellules qui deviennent alors des cellules 
présentatrices d’antigènes accessoires [24]. Leur expression est aussi sous le contrôle d’autres 
effecteurs comme les interleukines 4 et 10 (IL-4 et IL-10) ou encore le TNFα. La régulation 
moléculaire de leur expression fait l’objet d’importantes recherches, afin de comprendre le 
fonctionnement complexe des promoteurs et des facteurs de transcription qui permettent 
d’établir un équilibre entre les réactions vis-à-vis de peptides étrangers, et l’autoréactivité 
contre les peptides du soi [26]. 

 

Nature des peptides présentés 
 

La source des peptides présentés par les molécules de classe II provient de protéines 
dites exogènes, qui pénètrent dans la cellule après phagocytose par les CPAs, pour subir 
ensuite une dégradation lysosomale. Il s’agit donc de protéines qui ne sont pas synthétisées 
dans la cellule. Les peptides logés dans la niche des molécules de classe II peuvent être plus 
grands que ceux de la classe I, allant de 10 à 24 résidus d’acides aminés, les extrémités de la 
gouttière étant ouvertes. La voie d’assemblage des molécules HLA de classe II et le 
mécanisme d’apprêtement des peptides par la voie exogène sont schématisés dans la figure 5. 
A noter que les molécules de classe II qui n’ont pas fixé de peptide après assemblage sont 
rapidement dégradées par la voie endosomale, et présentées à leur tour par leurs semblables. 
Ceci explique pourquoi les peptides dérivés de molécules de classe II sont bien représentés 
dans le répertoire des peptides du soi [22]. 
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Figure 5 : Schéma d’apprêtement des protéines exogènes par une molécule HLA de 
classe II 

1 : Pénétration de la protéine exogène dans le compartiment cytoplasmique par phagocytose. 
2 : Fusion du phagosome avec des lysosomes et puis avec des vésicules provenant de 
l’appareil de Golgi, dans lesquelles s’effectue la maturation des molécules de classe II.  
3 : Parallèlement, dans le RE, a lieu l’assemblage des chaînes α et β. Cette opération est 
assistée par une troisième molécule, la chaîne invariante Ii. Le complexe ternaire formé est 
maintenant apte à migrer vers l’appareil de Golgi.  
4 : La chaîne invariante Ii exerce alors un rôle important, empêchant le détournement du 
complexe vers la voie de dégradation endosomale. Elle assure également le blocage de la 
gouttière à peptide par une partie de la chaîne, nommée CLIP (Class II Associated invariant 
chain peptide), qui occupe la cavité pour empêcher le chargement d’un peptide endogène.  
5 : Lorsqu’arrive l’opportunité de chargement d’un peptide exogène, Ii est alors clivée, 
autorisant le déplacement du complexe vers un compartiment endosomal. Seule la partie CLIP 
reste en place, elle sera dissociée au moment de la fixation du peptide. C’est à cette même 
étape que les molécules chaperonnes HLA-DM semblent intervenir, en facilitant cette 
dissociation. Le rôle de HLA-DO reste encore énigmatique, mais il semblerait similaire à 
celui de HLA-DM, une aide au chargement des peptides. Une fois le peptide chargé, un 
changement conformationnel stabilise l’hétérodimère α/β, pour un meilleur transport à la 
surface cellulaire.  
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4. Fonctions des molécules HLA 
 

Les molécules HLA (classiques) sont réparties en différentes classes selon des critères 
de structure et d’expression, mais aussi de fonction. Si les classes I et II ne partagent pas 
complètement les mêmes spectres d’expression, elles ont en commun le rôle de présentation 
des peptides aux lymphocytes, T CD8+ pour les molécules de classe I et T CD4+ pour les 
molécules de classe II.  

Contrairement aux lymphocytes B, qui reconnaissent des antigènes natifs, les 
lymphocytes T ne peuvent détecter que les antigènes présentés par les molécules HLA de 
classe I ou de classe II, sous une forme dégradée en peptides. C’est pourquoi on parle de 
restriction par le HLA dans le dernier cas.  

Les molécules HLA ont donc un lien étroit avec les lymphocytes T, avec qui elles 
interagissent grâce aux récepteurs de surface, appelés TCR. Plus précisément, il s’agit du 
TCRαβ, qui possède une structure proche des immunoglobulines. Nous ne développerons pas 
dans cette thèse l’autre population de lymphocytes T qui possèdent des TCRɣδ, que l’on 
retrouve essentiellement dans les muqueuses. Ces derniers ont la particularité de reconnaître 
des antigènes viraux ou bactériens indépendamment des molécules HLA. Les lymphocytes T 
porteurs d’un TCRαβ et exprimant le corécepteur CD8 reconnaissent les peptides enchassés 
dans les molécules HLA de classe I, tandis que ceux exprimant le corécepteur CD4 répondent 
aux antigènes présentés par les molécules de classe II. Les corécepteurs se lient au domaine 
non polymorphique des molécules HLA, c'est-à-dire aux domaines proximaux extra-
cellulaires (α3 pour la classe I et α2/β2 pour la classe II) de la molécule HLA [27]. 
L’interaction entre le TCR, le peptide apprêté et la molécule HLA génère un signal 
intracellulaire qui permettra une réponse spécifique du lymphocyte T [28]. 

Le rôle de présentation est essentiel dans deux grandes étapes de la vie des 
lymphocytes T, à savoir leur éducation à la tolérance du soi dans le thymus et leur 
recrutement et stimulation dans la réponse immunitaire adaptative face à des peptides 
étrangers [29]. Les précurseurs des lymphocytes T sont acheminés de la moelle osseuse vers 
le thymus. C’est dans cet organe lymphoïde primaire que se joue leur sélection, les autorisant 
ou non à poursuivre leur vie en dehors du thymus, pour rejoindre les organes lymphoïdes 
secondaires (OLS). Ils subissent dans le thymus deux sélections :  

 
 La sélection positive, qui veille à promouvoir une réponse immunitaire efficace 

contre les antigènes étrangers en sélectionnant des lymphocytes T équipés de TCR 
capables de fonctionner efficacement avec les molécules HLA de l’individu. 
Autrement dit les lymphocytes T sélectionnés dans le thymus doivent être capables de 
reconnaître des peptides étrangers au soi, enchâssés dans les molécules HLA de 
l’individu. Les lymphocytes T capables de reconnaitre les molécules HLA de classe I 
via leur TCR vont devenir des lymphocytes T CD8+ alors que ceux capables de 
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reconnaitre les molécules HLA de classe II vont devenir des lymphocytes T CD4+ 
[30]. 
 

 La sélection négative, qui assure le phénomène de tolérance au soi en détectant et 
détruisant les lymphocytes T autoréactifs, qui reconnaissent les peptides du soi 
présentés par les molécules HLA. 

Après leur maturation thymique, les lymphocytes T naïfs et quiescents migrent dans 
les OLS. Pendant cette phase, leur rencontre avec un peptide à l’origine de leur stimulation se 
fait par l’intermédiaire des molécules de classe I et II des CPAs professionnelles. Il s’agit des 
cellules dendritiques, qui migrent dans les OLS après acquisition d’un antigène étranger. Les 
CPA présentent les peptides aux lymphocytes T CD8+ et CD4+ grâce, respectivement, à leurs 
molécules de classe I et de classe II. Elles mettent également en jeu le phénomène de 
présentation croisée, précédemment détaillé, permettant ainsi la présentation de peptides 
d’origine exogène par les molécules HLA de classe I, aux lymphocytes TCD8+. L’éducation 
vis-à-vis des antigènes tumoraux passe aussi par ce mécanisme, après l’endocytose de débris 
de cellules tumorales par les CPAs. Les lymphocytes T passent ensuite dans le sang 
périphérique, à la recherche des antigènes étrangers à éliminer. Leur stimulation déclenche 
l’activité cytolytique des lymphocytes T CD8+ et l’activité de synthèse de cytokines des 
lymphocytes T CD4+ auxiliaires. Ces cytokines entretiennent la réponse immunitaire à la fois 
cellulaire, en activant les lymphocytes T, mais aussi humorale en activant les lymphocytes B. 
Il existe différentes sous-populations de lymphocytes T CD4+ qui ne seront pas détaillées 
dans cette thèse. Il s’en suit une expansion clonale des lymphocytes T cytotoxiques, cellules 
effectrices, mais aussi une différentiation en lymphocytes T mémoires. Si ce même motif 
étranger est de nouveau rencontré par un lymphocyte T qui n’est plus « naïf », sa cytotoxicité 
sera directement déclenchée par les molécules de classe I des cellules qui présentent 
l‘antigène [23]. Ainsi, en périphérie, a lieu une sélection des lymphocytes capables de 
reconnaître les antigènes étrangers. 

Les molécules HLA de classe I ont pour autre mission la surveillance de l’intégrité 
cellulaire. En effet, comme nous l’avons déjà évoqué un peu plus tôt, les molécules HLA de 
classe I sont reconnues par les récepteurs de surface des cellules Natural Killer, au niveau de 
leurs domaines non polymorphiques. Ces récepteurs jouent un rôle fondamental de régulation 
de l’activité cytolytique et productrice de cytokines des cellules NK. Trois grandes familles de 
récepteurs ont été décrites à leur surface, la plus connue appartient à la super famille des 
immunoglobulines, nommée Killer cell Ig-like Receptor (KIR). La liaison d’une molécule 
HLA de classe I au récepteur KIR entraîne la génération d’un signal qui peut être inhibiteur 
ou activateur, selon le type de protéine KIR [16]. Ainsi, une cellule qui a perdu partiellement 
ou totalement l’expression de ses molécules HLA de classe I sera détruite lors de sa rencontre 
avec une cellule NK.  
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Enfin, les molécules HLA de classe II peuvent servir de récepteurs spécifiques, pour 
des antigènes qui ne nécessitent aucune dégradation préalable pour activer une reconnaissance 
et activation des lymphocytes T. On parle de super antigènes. Ils se fixent sur la région non 
polymorphique α2/β2 des molécules HLA de classe II. 

De façon indirecte, les molécules HLA interviennent dans la susceptibilité à 
développer certaines pathologies. Du fait de leur important polymorphisme, il existe des 
différences d’interactions entre les molécules HLA et d’autres molécules, provenant aussi 
bien de l’organisme que de substances médicamenteuses. Elles conduisent à des effets 
délétères, ou parfois bénéfiques. De ceci découle une autre application médicale de l’étude du 
HLA en laquelle croyait beaucoup Jean Dausset, la médecine prédictive, utilisée aujourd’hui 
couramment [2]. Elle permet l’aide au diagnostic de certaines maladies qui sont en lien avec 
des allèles HLA, certains pouvant protéger ou au contraire prédisposer à une pathologie ou 
réaction par des mécanismes divers et variés qui ne seront pas développés ici (exemple : HLA 
A*29:02 et Birdshot [31], hypersensibilité à l’abacavir et HLA-B*57 :01…) [7]. 

 

5. Nomenclature 
 

La nomenclature HLA doit respecter des critères précis qui permettent son 
homogénéité entre les résultats au niveau international (Figure 6). Elle est tenue à jour par le 
comité international « WHO nomenclature committee » [32].  

La nomenclature est adaptée à la technique utilisée pour réaliser le typage : 

 En sérologie, on définit des spécificités. Une spécificité regroupe plusieurs allèles qui 
possèdent le même profil de réactivité sérologique. Il est courant d’utiliser le terme 
« broad » pour définir une spécificité large que l’on peut subdiviser en « split ». Ces 
derniers ont été découverts dans un second temps avec la mise en évidence d’anticorps 
anti-HLA plus spécifiques. 
Pour les allèles HLA-C définis en sérologie, la lettre w (pour workshop) a été ajoutée 
afin d’éviter les confusions avec les facteurs du complément. Ex : HLA-Cw1 

 

 Pour les allèles définis par biologie moléculaire, une étoile suit systématiquement 
l’identification du locus. On distingue trois types de résolution de typage : 
- Le typage générique, dit de « basse résolution », on parle aussi de résolution 2 

digits :  
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- Le typage allélique, dit de « haute résolution », on parle de résolution 4 digits. 
Avec certaines techniques de biologie moléculaire, on peut obtenir une haute 
résolution de 6 digits, voire même 8 digits [33]. La figure 6 apporte des précisions 
sur ces derniers digits. 

 

 

Figure 6 : Nomenclature des allèles HLA. 

D’après http://hla.alleles.org/. 

Le suffixe « N » désigne un allèle nul, c'est-à-dire codant pour une protéine qui n’est pas 
exprimée à la surface cellulaire. « L » désigne un allèle codant pour une protéine dont 
l’expression à la surface cellulaire est significativement réduite. « S » correspond aux 
protéines sécrétées sous forme soluble et enfin « Q » signifie que l’expression demeure 
 indéterminée. 

- Dans de nombreux cas, les techniques de biologie moléculaire actuelles comme les 
techniques de PCR-SSP et PCR-SSO, qui vont être détaillées dans le chapitre III. 
1, ne permettent pas d’assigner un unique allèle. Très souvent, un groupe d’allèles 
dont la séquence est proche, et parmi lesquels on retrouve un allèle 
majoritairement fréquent, est déterminé. Ce groupe d’allèles correspond à une liste 
d’ambiguïtés. Elles sont regroupées sous une combinaison de lettres appelée code 
NMDP (National Marrow Donor Program). 
Le résultat de typage obtenu est dit de « résolution intermédiaire » ou 
« moyenne résolution ».  
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Par exemple le code NMDP « HUBJ » regroupe la liste d’allèles suivants : HLA-A 
*68:01/68:06/68:07/68:08/68:11N/68:17/68:21/68:24/68:29/68:32/68:33/68:37/68:38/68:46/6
8:47. 

Lorsqu’un seul antigène ou allèle est identifié à un locus en sérologie ou biologie 
moléculaire, on parle de blanc, noté (-) pour le deuxième antigène ou allèle. Le phénotype ne 
peut être présenté avec les antigènes exprimés deux fois que lorsque l’homozygotie est 
prouvée par l’étude familiale ou lorsque le typage allélique identifie clairement une 
hétérozygotie avec la présence de deux allèles distincts de même spécificité [9]. 

Les standards EFI (European Federation for Immunogenetic) en vigueur (version 6.2) 
imposent que les typages HLA réalisés dans le cadre des greffes de CSH avec donneurs non 
apparentés soient des typages dits de haute résolution. Les seules ambiguïtés tolérées sont 
celles correspondant à un sous-groupe d’allèles dont le polymorphisme est situé en dehors 
du/des exons 2 et/ou 3 selon la classe, et qui ne sont donc pas reconnus par les TCR des 
lymphocytes T. Les allèles nuls appartenant aux ambiguïtés restantes sont tenus d’être 
recherchés. Actuellement au laboratoire, on combine plusieurs techniques de typage de 
biologie moléculaire (PCR-SSO et PCR-SSP) afin d’éliminer un grand nombre d’ambiguïtés 
mais parfois, ces deux techniques ne suffisent pas pour être en conformité avec la 
réglementation EFI en vigueur [9]. 

Le typage haute résolution est à différencier d’un typage allélique dans le sens où le 
typage allélique nécessite de définir l’allèle tel qu’il est défini dans la nomenclature en cours 
(en 2, 4, 6 ou 8 digits selon les allèles comme par exemple HLA-A * 01: 01: 01: 01, A * 01: 
07). Cela imposerait au laboratoire d’obtenir la séquence entière du gène sans aucune 
ambiguïté même dans les régions introniques, 5’UTR et 3’UTR). 

Les allèles appartenant au même groupe G sont les allèles qui partagent une séquence 
nucléotidique identique au niveau des exons codant pour les domaines d’ancrage du peptide, 
autrement dits les domaines les plus polymorphiques des molécules HLA (exon 2 et 3 pour la 
classe I, exon 2 pour la classe II). Ces groupes d’allèles sont désignés par un G majuscule qui 
suit le 6ième digit de la désignation de l'allèle qui porte le plus petit numéro du groupe. Ce 
groupe est à différencier du groupe P, qui rassemble les allèles dont l’expression protéique 
résulte en la même séquence d’acides aminés au niveau des domaines précédemment cités 
(exon 2 et 3 pour la classe I, exon 2 pour la classe 2). Un P majuscule suit cette fois le 4ième 
digit du premier allèle du groupe. Deux codons d’acides nucléiques différents peuvent en effet 
désigner le même acide aminé, dû à la dégénérescence du code génétique [25]. 

Il existe un catalogue, publié depuis 2007 et mis à jour annuellement, des Common 
and Well Documented allèles (CWD). Les « common » allèles correspondent à des allèles que 
l’on retrouve dans de nombreuses populations et dont la fréquence dans une population de 
référence (de 1500 individus minimum) est supérieure à 0,001. Les allèles répondant aux 
critères de la catégorie « well documented » ont été observés beaucoup plus rarement que 
ceux de la première catégorie. Ainsi ils doivent avoir été identifiés par la méthode de 
séquençage de type Sanger SBT (Sequencing Based Typing), ou bien cinq fois chez des 
individus non apparentés, ou bien au moins trois fois dans un même haplotype. Ce terme de 
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« well documented » a été choisi pour éviter des confusions avec la définition des allèles rares 
qui diffère selon les registres. Les allèles rares, d’après la définition du NMDP, répondent à 
une fréquence maximale qui est fonction de leur classe (par exemple une fréquence < 1/50 
000 pour la classe I) [32] [34] [35]. 

 

6. Système HLA et transplantation, notion d’allo-réactivité 
 

L’importance des molécules HLA en transplantation s’explique par leur 
impressionnant polymorphisme, avec pas moins de 13023 allèles HLA recensés selon l’IMGT 
(ImMunoGeneTics) database en Août 2015. Parmi eux, on compte actuellement 3107 allèles 
décrits pour HLA-A, 3887 pour HLA-B et 1726 pour HLA-DRB1 [32]. En conséquence, les 
molécules HLA occupent le premier rôle dans le phénomène d’allo-réactivité (Figure 7). On 
peut définir l’allo-réactivité comme la capacité des lymphocytes T à être stimulés par des 
molécules provenant d’un organisme étranger au leur. Cependant ce terme convient pour deux 
organismes qui sont de la même espèce, sinon on parle de xéno-réactivité. Les molécules 
mises en jeu, appelées allo-antigènes, sont dans 90% des cas des molécules du CMH, d’où 
leur nom d’antigènes majeurs [36]. On verra qu’ils ne sont pas les seuls acteurs de l’allo-
réactivité, il existe en effet d’autres antigènes impliqués dans ces conflits immunitaires, 
appelés antigènes mineurs. Brièvement, il s’agit de protéines qui possèdent un 
polymorphisme et qui ne sont pas issues de la transcription d’un gène appartenant au CMH. 
Cette variété génétique peut être délétère lors de la greffe de cellules souches 
hématopoïétiques. Le chapitre concernant la greffe de CSH apporte un paragraphe plus 
détaillé sur les antigènes mineurs.  

Lors d’une greffe, les lymphocytes T du receveur vont rencontrer les CPA du donneur, 
et reconnaître à leur surface les molécules HLA de classe I et II qu’elles expriment. Cette 
rencontre active directement la fonction de défense des lymphocytes T, qui détruisent le 
greffon par leur cytotoxicité. Ce phénomène d’allo-réactivité directe entraîne un rejet s’il 
n’est pas limité par un conditionnement suffisamment myélo-ablatif (dans le cas de la greffe 
de moelle) et par les immunosuppresseurs administrés en prévention. Cette notion de 
réactivité directe peut surprendre aux vues des conditions strictes de compatibilité définies 
dans le cas de la greffe de moelle osseuse, pour le choix du donneur. En effet, elles doivent 
limiter considérablement les conflits antigéniques et donc les différences de structures entre 
les molécules HLA du receveur et du donneur, de façon à leurrer les lymphocytes T. Ces 
derniers ne devraient donc pas réagir vis à vis de «motifs connus», puisqu’ils ont été 
sélectionnés pendant leur éducation thymique. Cependant l’élimination des clones auto-
réactifs au cours de la sélection négative ne prévient pas la réaction face à des molécules HLA  
allogéniques. Il faut donc admettre qu’il existe une réaction des lymphocytes T vis-à-vis des 
complexes peptides-CMH allogéniques, même si ces derniers ont une forte analogie avec les 
complexes peptides-CMH du soi. 
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Suite à cette allo-réaction directe relativement précoce, les débris engendrés par la 
destruction des cellules du donneur, sont endocytés par les CPA du receveur, qui entraînent 
l’apprêtement par leurs molécules HLA, de peptides issus du donneur. Ces motifs 
antigéniques étrangers présentés aux lymphocytes T du receveur stimulent également la triade 
de la réponse classique immunitaire décrite précédemment. On parle ici d’allo-réactivité 
indirecte. Ce qui permet aux antigènes mineurs d’être responsables d’une réaction 
immunitaire [36]. 

 

Figure 7 : Mécanismes d’allo-réactivité directe et indirecte. 

Dans le contexte de la greffe de cellules souches hématopoïétiques, l’organisme A représente 
le donneur, et l’organisme B le receveur. 

Au total, l’allo-réactivité directe consiste en la réaction de lymphocytes T d’un 
organisme A (donneur ou receveur) vis-à-vis de molécules HLA allogéniques, en surface des 
CPAs (receveur ou donneur respectivement) provenant d’un organisme B. En revanche, 
l’allo-réactivité indirecte correspond à la stimulation de lymphocytes T d’un organisme A 
(donneur ou receveur) vis-à-vis de molécules HLA présentant un peptide issu de B, en surface 
des CPAs provenant de l’organisme A. Cette définition plus générale permet de mieux 
comprendre le problème rencontré dans la greffe de cellules souches hématopoïétiques où les 
mécanismes sont inversés. Alors qu’en transplantation d’organe, le principal produit de l’allo-
réactivité directe et indirecte à maîtriser est le rejet, la transplantation de cellules souches fait 
redouter le phénomène inverse, appelé réaction du greffon contre l’hôte (GvH). Dans ce 
dernier cas, le greffon contient des cellules immunocompétentes en quantité importante. 
Inversement, le receveur ne possède qu’une faible quantité de cellules immunocompétentes 
puisqu’elles ont été détruites par le conditionnement. Par conséquent on craint davantage la 
GvH. Sa physiopathologie sera détaillée dans le chapitre suivant qui traite plus précisément 
des complications de la greffe de moelle.  
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Finalement, le CMH apparaît comme une région très riche en gènes, dont une grande 
partie n’est pas exprimée. Bien qu’il reste désigné avec le terme «histocompatibilité», de 
nombreux gènes ne codent pas pour des allo-antigènes, et interviennent dans des processus 
indépendants du système immunitaire. L’extraordinaire polymorphisme génétique de ce 
complexe garantit sans aucun doute l’adaptation et la survie de l’espèce, notamment en 
assurant des défenses immunitaires efficaces et adaptées aux agents infectieux, qui évoluent 
également de leur côté. Il est aussi la cause de l’allo-immunisation fœto-maternelle et des 
réactions immunitaires allogéniques provoquées par la transfusion plaquettaire, la 
transplantation et la greffe de cellules souches hématopoïétiques en cas d’incompatibilité 
HLA. 

 

II. La greffe de moelle osseuse 
 

1. Quelques définitions : 
 

Chez de nombreux patients atteints d’hémopathies malignes, l'allogreffe de cellules 
souches hématopoïétiques (CSH) constitue le seul traitement curatif. Elle est réalisée par 
administration intra-veineuse des CSH. Son objectif est de remplacer totalement la moelle 
osseuse du receveur, qui produit un clone malin, par les CSH saines d’un donneur. On parle 
parfois de transplantation mais le terme est moins adapté puisqu’il désigne l’implantation 
d’un organe entier avec rétablissement des connexions vasculaires [37]. 

Les cellules souches possèdent un marqueur d’immaturité en surface membranaire, le 
CD34+, qui est utilisé pour la numération des CSH dans les prélèvements effectués chez le 
donneur et en apprécier la richesse. La greffe implique au préalable la destruction complète ou 
quasi complète des cellules hématopoïétiques du receveur, et par conséquent celle des cellules 
tumorales. On appelle cette étape obligatoire le conditionnement, il permettra également la 
vacuité médullaire ainsi que l’immunosuppression de l’hôte pour éviter le rejet de la greffe. 
On distingue deux types de conditionnement : 

 Myéloablatif : le patient est mis en aplasie totale par une chimiothérapie qui peut être 
accompagnée d’une irradiation corporelle totale. Ce traitement est fortement risqué 
pour le patient qui peut subir des effets secondaires immédiats ou tardifs pouvant 
mettre en jeu le pronostic vital. Ce type de conditionnement, beaucoup moins utilisé 
maintenant, ne laissait pas accès à la greffe chez des personnes âgées ou fragiles. 
 

 Non myéloablatif (ou Reduced Intensity Conditionnement, RIC) : le patient subit une 
chimiothérapie et/ou radiothérapie moins intense que dans le cas précédent et par 
conséquent les effets secondaires sont mieux tolérés. Le principal intérêt de ce 
conditionnement non myélo-ablatif est plutôt l’immunodépression du patient qui doit 
éviter le rejet de la greffe. C’est l’effet GvL (Graft versus Leukemia, défini ci-dessous) 
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de la greffe qui devra détruire des cellules tumorales non éliminées par le 
conditionnement. 

L’intensité du conditionnement dépend du risque de rechute du patient dans l’hémopathie 
mais également du donneur sélectionné, c’est-à-dire du degré d’histocompatibilité de la greffe 
[38]. 

Dans le cas des CSH, des conditions importantes de compatibilité sont requises pour 
limiter les différentes réactions immunologiques pouvant avoir des conséquences 
dramatiques. La première réaction redoutée dans toute greffe (organe, tissulaire et cellulaire) 
est le rejet du greffon (Host-versus-Graft disease ou HvG). Elle est causée par la réaction 
des lymphocytes T de l’hôte qui n’ont pas été totalement détruits par le conditionnement, et 
qui s’activent contre les antigènes HLA étrangers du greffon. Ce processus 
physiopathologique a été décrit précédemment avec l’allo-réactivité directe et indirecte. La 
deuxième réaction n’existe pas dans les autres types de greffe (organe et tissulaire), il s’agit 
de la réaction du greffon contre l’hôte (Graft-versus-Host disease ou GvH). Elle est liée au 
mécanisme inverse de la première réaction, c'est-à-dire à l’activation des lymphocytes T du 
greffon, immunocompétents, qui détectent les alloantigènes HLA du receveur. Il peut en 
résulter des dommages sur de nombreux organes du receveur selon le degré de gravité de la 
GvH, pouvant aller jusqu’au décès du patient. Cette notion sera abordée plus précisément 
dans la suite de ce chapitre. Cette incompatibilité antigénique comporte cependant un 
avantage, en effet les lymphocytes T et les cellules NK apportées par le greffon reconnaissent 
également les cellules tumorales résiduelles et entraîneront leur destruction. On parle alors de 
réaction du greffon contre la leucémie (Graft versus Leukemia ou GvL). On comprend donc 
que la difficulté dans toute greffe est de trouver un niveau d’incompatibilité minimum qui 
permette une GvL suffisante mais qui n’entraîne pas une réaction GvH trop sévère. 

Les indications des greffes de moelle osseuse ne sont pas limitées aux leucémies, elles 
se sont étendues dans les années 1980 à des pathologies telles que d’autres hémopathies, 
malignes (syndromes myélodysplasiques), ou non comme les thalassémies, les 
drépanocytoses et les déficits immunitaires congénitaux [39]. 

Il existe plusieurs modalités de greffes : 

 La greffe autologue consiste à greffer au patient ses propres cellules souches, elles 
sont par conséquent HLA identiques. Un prélèvement de moelle osseuse ou de cellules 
souches périphériques est réalisé chez le patient en phase de rémission complète, puis 
les cellules sont congelées jusqu’à leur réinjection. Dans ce cas il n’existe aucun 
risque de GvH, en revanche le risque de rechute leucémique est élevé dans ce 
contexte. Les principales indications sont le lymphome non hodgkinien et le myélome 
multiple [40]. 
 

 La greffe syngénique est une greffe réalisée entre deux jumeaux monozygotes, donc 
HLA identiques. Ce type de greffe est rarement réalisé, il permet éventuellement le 
remplacement des greffes autologues (greffon potentiellement contaminé par des 
cellules tumorales), chez des patients en aplasie après une très forte dose de 
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chimiothérapie, dans des cas de cancers métastasés par exemple. Les résultats obtenus 
seraient équivalents à ceux des greffes autologues, bien que l’objectif escompté soit de 
limiter le risque de rechute néoplasique [41]. Dans ce contexte, aucun effet GvL n’est 
recherché. 
 

 La greffe allogénique, quant à elle, est réalisée avec un donneur. Il peut être apparenté 
(mais pas un jumeau monozygote) et le plus souvent dans ce cas, il sera HLA géno-
identique. Les différences portent sur des gènes en dehors du système HLA. Il s’agira 
donc d’un membre de la fratrie du receveur. Le donneur peut être non apparenté et 
dans ce cas on parle de greffe HLA phéno-identique. Il s’agira d’un donneur inscrit 
sur les registres des Donneurs Volontaires de Moelle Osseuse (DVMO). Ce point est 
détaillé dans le paragraphe « Choix d’un donneur ». 

Après l’injection du greffon, les cellules souches hématopoïétiques du donneur rejoignent 
la moelle osseuse de l’hôte. Si elles prennent possession des lieux, elles permettront une 
nouvelle hématopoïèse, apportant des cellules immunitaires saines et immunocompétentes. 
Les cellules résiduelles du receveur, lymphocytes T et Natural killer, s’opposent à cette 
installation et tentent de rejeter le greffon, ce qui explique la nécessité de les éliminer au 
maximum avec le conditionnement pré-greffe et de les anergiser avec un traitement 
immunosuppresseur. Les cellules immunocompétentes du greffon et en particulier les cellules 
NK, vont fortement participer à la neutralisation des cellules résiduelles et favoriser ainsi la 
prise de greffe [42]. 

On estime qu'une quantité de 4 à 8 x 106 cellules CD34+/kilogramme (poids du receveur) 
est nécessaire à la réalisation d’une allogreffe [43]. Dans le cas des greffes allogéniques, les 
cellules souches hématopoïétiques ont trois origines possibles :  

 La moelle osseuse, prélevée le plus souvent par une ponction au niveau des crêtes 
iliaques, nécessite une anesthésie générale du donneur. Pour obtenir une quantité de 
CSH suffisante, il faut prélever en moyenne 1400 mL de moelle chez un adulte, avec 
une limite à 20 mL/kg du poids du donneur et 10 mL/kg pour les enfants [44]. 
 

 Les cellules souches périphériques (CSP), pour lesquelles le prélèvement réalisé par 
cytaphérèse, nécessitent au préalable plusieurs injections au donneur de facteur de 
croissance granulopoïétique (G-CSF), dans les cinq jours précédents, pour faire 
«sortir» les CSH de la moelle osseuse et les recueillir dans le sang circulant. Ainsi on 
obtient un greffon qui peut contenir jusqu’à quatre fois plus de cellules souches 
CD34+ et dix fois plus de lymphocytes T qu'un greffon médullaire [45]. 
 

 Les cellules souches de sang de cordon (Unité de Sang Placentaire ou USP) 
constituent une troisième source, disponible dans des banques, après prélèvement à la 
naissance du sang de cordon ombilical et congélation [43]. Le nombre de cellules 
souches est moins élevé que dans un greffon médullaire mais elles ont une très grande 
capacité de régénération et une immaturité immunologique qui limite le risque de GvH 
aiguë. Les conditions d’histocompatibilité recherchées sont moins strictes que pour les 
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sources précédentes, cette notion sera développée dans le paragraphe « Choix d’un 
donneur ». En raison du faible nombre de cellules souches apportées, les USP sont 
plus souvent utilisées chez les enfants [38]. 

Si l’apport de lymphocytes T par le greffon est nécessaire pour obtenir un effet GvL et 
éviter tout risque de rechute, un excès de lymphocytes T est délétère car l’effet GvH prendra 
le dessus. C’est l’un des faits constatés avec le développement des greffes à partir de cellules 
souches périphériques. 

Il est possible de réaliser des administrations de lymphocytes T du donneur (Donnor 
Lymphocyte Infusion ou DLI) à distance de la greffe (>21 jours). Ceci permet d’obtenir l’effet 
GvL suffisant en évitant une GvH, à condition d’injecter une dose limite maximale de 
lymphocytes T [46]. 

Quelle que soit l’origine des cellules souches, elles sont administrées au receveur par 
transfusion lente dans un cathéter central, peu de temps après leur prélèvement (moins de 
24h), excepté dans le cas des greffes autologues, qui nécessitent une congélation des cellules 
puisque l’administration est faite après un délai plus long. 

 

2. La réaction du greffon contre l’hôte (GvH) 
 

Comme nous l’avons vu précédemment, la GvH est une complication majeure de la 
greffe de cellules souches très difficile à contrôler. Elle a été décrite chez l’homme par 
Billingham dès 1966 [47]. La mortalité post-greffe qu’elle entraîne peut aller de 10% à 50% 
[46]. 

Environ 40% des patients avec donneur apparenté HLA identique (cette notion sera 
détaillée dans le paragraphe « Choix d’un donneur ») et 50% à 70% de patients avec donneur 
non apparenté HLA identique (10/10) subissent une GvH aiguë. Des données similaires sont 
retrouvées pour les GvH chroniques Elles constituent la première cause de mortalité après la 
rechute leucémique, principalement à cause des complications infectieuses ou de la 
dégradation progressive des organes [48] [47]. 

On distingue la GvH aiguë et la GvH chronique selon le délai de survenue, mais celui-ci 
n’étant pas toujours corrélé, la clinique ou l’histologie est parfois plus discriminante.  
La GvH aiguë survient dans les 100 premiers jours suivant la greffe. Sa sévérité est classée en 
grades de I à IV selon les critères de Glucksberg et de A à D selon l’index de l’International 
Bone Marrow Transplant Registry [49]. Les principaux symptômes sont un rash érythémateux 
maculo-papulaire, des symptômes gastro-intestinaux à type de diarrhées, mucites ou encore 
une atteinte hépatique. La classification de Glucksberg tient compte de la sévérité de l’atteinte 
de ces trois organes (peau, système digestif et foie). Les GvH de grade III à IV sont souvent la 
cause du décès, directe ou indirecte, du patient. 
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On parle de GvH chronique lorsqu’elle survient dans un délai supérieur à 100 jours post-
greffe, il peut s’étendre à plus de 400 jours. On peut la définir comme une pathologie auto-
immune qui atteint les mêmes organes que la forme aiguë mais qui peut s’étendre au-delà, 
jusqu’à donner une atteinte multi-viscérale. Les causes les plus fréquentes de mortalité sont 
liées aux infections bactériennes, fongiques ou virales qui se développent avec 
l’immunodépression. Il existe des formes plus ou moins sévères de GvH chronique dont on 
distingue trois types, selon l’existence ou non d’une GvH aiguë au préalable, et selon sa 
guérison [47]. 
Avec le développement des conditionnements d’intensité réduite et l’administration de plus en 
plus fréquente des DLI, une classification est en réflexion par un groupe de travail au 
National Institute of Health qui distinguerait : 

- Les GvH aiguës classiques 
- Les GvH aiguës d’apparition tardive (survenant plus de 100 jours après la greffe ou la 

DLI) mais similaire à la précédente sur le plan clinique 
- Les GvH chroniques classiques 
- Les syndrômes de chevauchement, qui regroupent les caractéristiques cliniques à la 

fois des GvH aiguës et chroniques. 

 

Même dans les meilleures conditions de compatibilité, une GvH peut être constatée. 
L’apparition de GvH dans les greffes de moelle entre individus non apparentés 10/10 ou 
même entre deux individus apparentés géno-identiques a montré que de telles précautions ne 
suffisent pas. Les réactions du greffon contre l’hôte décrites dans ces situations, ont permis de 
penser qu’il existe d’autres antigènes impliqués dans l’allo-réactivité que les molécules du 
CMH. Les capacités de stimulation allogénique du CMH ne proviennent pas nécessairement 
de la molécule HLA elle-même, dont les motifs polymorphiques sont rendus relativement 
inaccessibles par le peptide occupant la cavité, mais seraient plutôt la conséquence du 
polymorphisme du peptide lui-même [46]. Ces peptides sont issus de la dégradation de 
protéines qu’on appelle antigènes mineurs. Comme nous l’avons vu, ils correspondent à des 
protéines intracellulaires qui possèdent un fort polymorphisme et qui ne sont pas codées par 
les gènes du CMH. Cependant leur présentation est restreinte par celui-ci. Les peptides qui 
dérivent de la dégradation de l’antigène mineur, sont apprêtés par des molécules HLA, et 
peuvent être à l’origine de la reconnaissance d’un motif étranger par les lymphocytes T, et des 
dégâts qui en découlent. Ces protéines sont codées par des allèles situés sur différents 
chromosomes, autosomiques et gonosomiques. On ne peut échapper à cette différence 
d’antigènes mineurs que dans le cas des greffes entre jumeaux monozygotes.  
Le meilleur exemple d’antigène mineur est celui de l’antigène H-Y (Human Y chromosome 
antigen), codé par un gène situé sur le chromosome Y, il n’est donc retrouvé que chez les 
hommes. Son expression est ubiquitaire dans l’organisme. Il permet de comprendre 
l’importance de ne pas greffer un receveur masculin avec un donneur de sexe féminin, le 
greffon risquant fortement de réagir avec cet antigène inconnu. Il existe également d’autres 
antigènes tels que HA1, HA2 et HA5 (Human Antigen 1, 2 et 5), qui sont codés par des 
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autosomes. Ces derniers ont une expression restreinte aux cellules hématopoïétiques, HA1 
n’est retrouvé que sur les cellules de la lignée lymphocytaire B [46][42]. 

D’autres systèmes comme celui des récepteurs KIR présentent un polymorphisme compté 
parmi celui des antigènes mineurs [50]. D’après certaines études, l’incompatibilité des 
systèmes KIR entre donneur et receveur serait favorable à une diminution du risque de GvH, 
et à un effet GvL très satisfaisant, mais ces conclusions semblent limitées aux leucémies de 
type myéloïde. Il semblerait intéressant également d’étudier les incompatibilités KIR-ligand, 
qui pourraient être associées à une augmentation de la mortalité post-greffe. Les cellules 
Natural Killer interagissent par l’intermédiaire de leur récepteur KIR avec les molécules HLA 
de classe I, si cette dernière est identifiée comme appartenant au soi, elle inhibe la cytotoxicité 
de la cellule NK. En revanche si la molécule HLA de classe I n’est pas reconnue, ou bien est 
absente (comme c’est le cas sur des cellules tumorales en majorité), la destruction cellulaire 
est immédiate. Contrairement aux lymphocytes T, les cellules NK agissent directement, par 
libération de perforines et granzymes, sans passer par une phase d’activation et d’expansion. 
Les cellules Natural Killer ont donc un rôle plus important dans l’effet GvL, tandis que les 
lymphocytes T interviennent majoritairement dans la GvH [42]. 

 

D’autres facteurs interviennent dans les risques de survenue de GvH, et notamment la 
variabilité d’expression des gènes contrôlant la synthèse des cytokines. En effet la réponse 
face à un allo-antigène est variable d’un individu à l’autre et entraîne une production plus ou 
moins élevée de cytokines, donc un risque génétique différent de rejet et de GvH qu’il 
pourrait être nécessaire de considérer lors d’une greffe [51] [52]. Les gènes codant pour les 
nombreuses cytokines sont répartis sur divers chromosomes, par exemple le gène de 
l’interféron gamma (IFNɣ) est localisé sur le chromosome 12, celui de l'interleukine 1 (IL1) 
est situé sur le chromosome 2. Le polymorphisme serait plutôt retrouvé au niveau des régions 
5’ et 3’ régulatrices d’expression, entraînant des modifications de structure au niveau des sites 
de liaison des promoteurs. La différence d’expression et de production de cytokines aurait une 
influence importante dans l’intensité de «l’orage cytokinique» qui constitue la première phase 
dans la survenue des GvH. Il permet d’expliquer en partie que les GvH existent dans des 
proportions variées (de 30 à 80%) dans les cas de greffes géno-identiques avec donneur 
intrafamilial [42] [53].  

Le mécanisme physiopathologique de la GvH est complexe et reste mal connu, en 
particulier celui des GvH chroniques. Dans la forme aiguë, trois phases sont décrites pour 
tenter d’expliquer les phénomènes imbriqués dans cette réaction (Figure 8).  
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Figure 8: Schéma du processus physiopathologique de la GvH. 

1 : Dans un premier temps la fragilisation des différents tissus et les apoptoses cellulaires, qui 
résultent du conditionnement ou des diverses chimiothérapies précédant la greffe, déclenchent 
la synthèse de cytokines pro-inflammatoires de type TNF α, interleukine 1 (IL1). On parle 
«d’orage cytokinique» [42]. Il est entretenu par l’endommagement de la muqueuse intestinale 
qui laisse pénétrer plus facilement les bactéries et contribue à la stimulation du système 
immunitaire. Les CPAs résiduelles de l’hôte et celles du donneur sont alors fortement 
stimulées. 
2 : L’allo-réactivité entre en jeu, lorsque les lymphocytes T du donneur rencontrent les 
molécules HLA des tissus sains du receveur présentant des peptides étrangers au donneur 
issus des molécules HLA ou des antigènes mineurs du receveur. 
3 : La troisième phase, marquée par une dégradation cellulaire affectant de nombreux organes, 
commence avec l’action des lymphocytes T cytotoxiques. Elle est amplifiée et auto-
entretenue par l’action des cytokines pro-inflammatoires qui permettent, en outre, le 
recrutement des cellules Natural Killer et des macrophages [54] [55]. 
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Ces allo-réactions sont à redouter lors de toute transfusion de leucocytes à un patient 
immunodéprimé. Les lymphocytes T du donneur immunocompétent risquent d’entraîner une 
réaction cytotoxique vis-à-vis du receveur affaibli. Depuis Avril 1998, tous les produits 
sanguins labiles sont déleucocytés par filtration afin de limiter les risques de transmission de 
germe intra-leucocytaire mais aussi pour diminuer le risque d’apparition d’allo-immunisation 
HLA. De plus, dans certaines indications bien définies, en particulier les patients 
immunodéprimés ayant subi une greffe de CSH, les produits sanguins labiles subissent une 
irradiation, permettant de limiter le risque de GvH en empêchant la réplication des 
lymphocytes T résiduels éventuels [56].  

Dans la GvH chronique, on suppose plutôt une mise en jeu de mécanismes auto-
immuns par l’action de lymphocytes T auto-réactifs du donneur. Ils ne seraient plus 
sélectionnés efficacement par le thymus, endommagé par le conditionnement. Des auto-
anticorps dirigés contre les antigènes du receveur seraient aussi responsables de ce processus 
auto-immun. La GvH aiguë, l’âge du patient, l’intensité du conditionnement, sont autant de 
facteurs qui favorisent le développement de GvH chronique [47]. 

La physiologie de l’effet GvL est similaire à celui de la GvH, mais cette fois les 
cellules ciblées sont les cellules tumorales du receveur. La présentation d’antigènes 
directement par ces dernières aux lymphocytes T du donneur déclencherait une expansion 
clonale spécifique anti-tumorale [42]. 

Après la greffe, la reconstruction d’un système immunitaire complètement fonctionnel 
est longue, pouvant aller jusqu’à des mois ou des années. Ce délai dépend à la fois des 
conditions de compatibilité, mais encore de bien d’autres paramètres comme les statuts viraux 
du couple donneur-receveur. Le répertoire des lymphocytes T post greffe est constitué en 
majorité de lymphocytes matures du donneur, effecteurs et mémoires, il y a en revanche un 
faible nombre de lymphocytes T naïfs. Ils ont subi leur maturation thymique chez le donneur. 
Les cellules mémoires, selon le statut du donneur, ont de grandes chances d’être compétentes 
pour détecter les antigènes des principaux virus comme le Cytomegalo virus (CMV), l’Epstein 
barr virus (EBV), le Varicel Zoster virus (VZV) et l’Herpes simplex virus (HSV), permettant 
la lutte contre les infections (ou Graft versus Infection) chez le receveur immunodéprimé. 
Au cours de la prise de greffe, les précurseurs T synthétisés à partir des cellules souches du 
donneur subiront une éducation et une maturation dans le thymus de leur hôte. Ils accèderont 
aux mêmes sélections positive et négative, mais à partir cette fois de peptides de leur 
« nouveau soi ». Chez les patients âgés, le thymus demeure souvent endommagé et 
incomplètement fonctionnel; le conditionnement y contribue fortement. La reconstitution 
immunitaire sera plus lente [42]. Ceci explique en partie la plus grande proportion de GvH 
chronique dans cette tranche d’âge, découlant d’une mauvaise sélection négative des 
lymphocytes T, qui tendent à être libérés dans la circulation même s’ils sont autoréactifs. La 
formation d’un nouveau répertoire peut attendre plusieurs années post-greffe. Un 
conditionnement de forte intensité favorise davantage une GvH par la détérioration thymique 
qu’il engendre.  

Bien que le typage des antigènes majeurs d’histocompatibilité reste une première étape 
primordiale, le développement des techniques de séquençage conduit vers l’étude de 
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nouveaux polymorphismes encore peu explorés. Ils semblent pourtant avoir leur importance 
dans les mécanismes délétères et bénéfiques entourant la greffe de cellules souches 
hématopoïétiques. Le développement de ces techniques montre encore une fois un intérêt dans 
la prise en charge et un plus grand espoir dans la survie en post-greffe à long terme [57]. 

 

3. Historique de la greffe de CSH 
 

Les premiers essais de greffe de moelle allogénique ont été réalisés sur des souris 
leucémiques qu’on soumettait à de puissantes irradiations. Dès ces premières expériences, la 
réaction du greffon contre l’hôte ne se fit pas attendre, mais l’idée d’une réaction du greffon 
contre la leucémie est également évoquée avec la mise en jeu de réactions immunitaires 
allogéniques. Des essais sur les chiens ont permis une exploration plus ample des paramètres 
à contrôler avant la greffe [58]. 

Les premières greffes humaines de moelle osseuse ont été réalisées dans les années 
1960 entre des jumeaux monozygotes après une irradiation mettant le receveur en aplasie 
sévère [37]. C’est une dizaine d’années plus tard que les greffes entre membres d’une même 
fratrie, non jumeaux mais HLA-identiques, commencent à se développer. Les typages HLA 
sont alors réalisés uniquement par sérologie et les difficultés d’étude de compatibilité limitent 
les greffes aux donneurs apparentés. Le développement des médicaments 
immunosuppresseurs permettra ensuite l‘amélioration des possibilités de greffe. Les 
indications se sont également élargies à des leucémies en première rémission et non plus en 
dernière intention après plusieurs rémissions. 

En 1971, l’histoire d’un petit garçon atteint du syndrome de Wiskott-Aldrich, Anthony 
Nolan, va permettre une avancée importante. Ses seules chances de survie sont alors la greffe 
de moelle osseuse, pourtant les espoirs sont pauvres lorsque sa famille apprend l’absence de 
donneur compatible dans la fratrie. A cette époque, aucune greffe de moelle avec donneur non 
apparenté n’avait atteint son but et il n’existait aucune aide pour rechercher un potentiel 
donneur compatible. Il faut attendre 1973 pour voir aboutir une 1ière greffe HLA identique 
avec donneur non apparenté [59]. A l’époque, les compatibilités étaient étudiées sur les loci 
HLA-A, B et DRB1 par les techniques de sérologie et de culture lymphocytaire mixte [60]. 
Cet événement fit naître un nouvel espoir pour la maman d’Anthony, qui fût à l’origine, en 
1974, de la mise en place du premier registre de donneurs volontaires de moelle osseuse en 
Angleterre : le registre « Anthony Nolan ». Les fonds récoltés par les campagnes grâce à 
l’énergie des familles ont permis l’ouverture d’un premier laboratoire de typage qui alimentait 
cette base de données. Malheureusement, Anthony Nolan est décédé à l’âge de huit ans sans 
pouvoir bénéficier d’une greffe. 

En 1986-1987, l’association France Greffe de Moelle permet la création du registre 
français de donneurs volontaires de moelle osseuse pendant qu’au même moment est ouvert le 
registre américain NMDP (National Marrow Donnor Program) [61]. 
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Progressivement, l’extension des registres, parallèlement au développement de la biologie 
moléculaire dans les techniques de typage HLA, permet d’augmenter la qualité des greffes 
avec donneurs non apparentés.  

 

4. Choix d’un donneur 
 

Chez un patient nécessitant une greffe de cellules souches hématopoïétiques, la 
recherche d’un donneur compatible commence par l’étude de la fratrie. En effet, comme on 
l’a vu précédemment, le patient receveur possède une chance sur quatre d’avoir un frère ou 
une sœur qui soit HLA géno-identique. C’est le cas d’environ un tiers des patients en France 
[39]. 

S’il ne possède aucune fratrie, ou si aucune personne de la fratrie n’est compatible, la 
deuxième solution est la recherche d‘un donneur non apparenté inscrit sur les registres 
internationaux de Donneur Volontaire de Moelle Osseuse (DVMO). Il s’agit d’un registre 
international qui regroupe, comme son nom l’indique, des donneurs volontaires, anonymes et 
non rémunérés, qui peuvent être choisis à tout moment (du début de leur inscription jusqu’à 
leur retrait du registre à l’âge de 60 ans révolu) pour un don de CSH, à condition que leur état 
de santé le permette. Le patient possède en moyenne une chance sur un million de trouver un 
donneur compatible, mais cela dépend de son typage HLA. En France, un donneur est dit 
phéno-identique lorsqu’il existe une compatibilité («match») entre les deux allèles de chacun 
des cinq loci: HLA-A, -B, -C, -DRB1 et –DQB1, c’est pourquoi dans ce cas on parle de 
donneur 10/10 (sur les allèles évalués) (Figure 9). Dans le cas où la greffe est le dernier 
recours, une greffe avec un donneur 9/10 peut être envisagée, c'est-à-dire où l’un des dix 
allèles est incompatible, on dit alors qu’il y a un «mismatch». Cependant, le gold standard 
international actuel pour les donneurs non apparentés est une compatibilité 8/8 allélique entre 
les loci HLA-A, -B, -C, et –DRB1 [50]. Dans certains cas, lorsque le patient possède un 
typage HLA relativement «fréquent» et que plusieurs donneurs 10/10 s’offrent à lui, d’autres 
critères entrent alors en jeu pour sélectionner le donneur qui aura le plus faible risque de 
provoquer une GvH. Un grand nombre de ces critères sont en cours d’étude, car ils sont 
encore loin d’être identiques d’un centre greffeur à l’autre. L’idéal serait d’établir des 
algorithmes décisionnels au niveau national voire international, pour faciliter la stratégie de 
recherche du donneur ce que tentent actuellement de réaliser des groupes de travail, 
notamment en France [62]. 
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Figure 9 : Graphique représentant la probabilité d’avoir une GvH dans un certain délai 
selon la compatibilité choisie. 

D’après Hansen et al. [63]. 
Dans le cas de donneurs non apparentés, compatibles 10/10, on peut supposer l’intervention 
des autres loci HLA non typés (voire HLA-E, -G,-…). 
 

Globalement, les lymphocytes T du donneur sont exposés à rencontrer quatre types 
d’antigènes sur les cellules du receveur, qui sont susceptibles de les stimuler. Les trois 
premiers types d’antigènes responsables d’une GvH et/ou d’une GvL communs aux greffes 
phéno et géno-identiques sont les antigènes mineurs d’histocompatibilité, les protéines 
non polymorphiques de l’organisme qui seraient exprimées de façon aberrante par une 
cellule tumorale, et enfin des antigènes spécifiques aux cellules tumorales. A cela s’ajoutent 
les antigènes majeurs d’histocompatibilité incompatibles dans le cas des greffes phéno-
identiques (représentés par DPB1 dans 80% des cas) [42]. 
 

Parmi les critères de choix, on considère parfois un locus supplémentaire. Ainsi on 
réalise une extension du typage sur le locus DPB1 pour obtenir une éventuelle compatibilité 
12/12. Aujourd’hui de nombreuses études tendent à évaluer l’importance des compatibilités 
de chaque locus, et dans le cas d’une incompatibilité, estimer l’importance de son caractère 
antigénique (deux digits) ou allélique (quatre digits) [50]. 
Toutes les études statistiques menées a posteriori aboutissent à la même conclusion 
concernant les greffes avec donneurs non apparentés présentant des incompatibilités 6/8 puis 
7/8 contre 8/8. «Elles sont associées à une augmentation significative de la survenue de GvH 
de haut grade (IV), de GvH chronique, de mortalité liée à la greffe et de mortalité globale» 
[64]. Une incompatibilité au niveau d’un des loci HLA-A, -B, -C, ou –DRB1 augmentent 
considérablement le risque de GvH, il ne faut donc pas déroger à cette règle [65]. Toutefois, 
dans le cas où un sacrifice doit être fait sur la compatibilité d’un des loci A, B, C ou DRB1, il 
paraît préférable de prioriser le locus –C puis A. En revanche, l’incompatibilité ne doit pas 
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porter sur le locus DRB1 car elle engendrerait un plus grand risque de GvH. Une 
incompatibilité sur le locus B semble associée à une augmentation significative de la sévérité 
des GvH par rapport à celle du locus C [64] [66]. Le problème du fort déséquilibre de liaison 
entre les loci B et C se pose également : un mismatch B a de fort risque d’être accompagné 
d’un mismatch C. Une incompatibilité sur le locus DQB1 semble avoir une incidence mineure 
sur la survie post-greffe en l’absence d’incompatibilité aux quatre loci A, B, C et DRB1, en 
revanche si elle s’ajoute à l’une d’elles, on observe une augmentation de la mortalité [50] 
[67]. 

Les incompatibilités HLA-DPB1 semblent moins évidentes à évaluer, les études menées 
à partir de couples 10/10 et compatibles ou non sur le locus DPB1 (11/12, 10/12) montrent 
qu’elles peuvent être séparées en deux groupes selon le «T cell epitope» (séquence protéique 
reconnue par le TCR des cellules T), celles qui apparaissent comme tolérées (permissives) et 
celles qui sont à l’origine d’une augmentation de GvH (non permissives). L’appartenance à un 
groupe est liée à un risque plus ou moins fort d’immunogénicité. Ce risque peut être calculé à 
partir des typages HLA-DPB1 du couple donneur-receveur grâce à un outil mis à disposition 
sur le site http://www.ebi.ac.uk/cgi-bin/ipd/imgt/hla/dpb.cgi. Ainsi, il faut privilégier les 
donneurs n’ayant aucun mismatch DPB1 ou ayant un mismatch permissif [64] [65]. 

Les comparaisons portant sur le niveau d’incompatibilité, allélique contre antigénique, 
n’aboutissent pas à des résultats homogènes. Certaines tendent à conclure que seule la nature 
des mismatchs portant sur le locus C montre une différence d’impact, un mismatch 
antigénique (plutôt qu’allélique) serait fortement délétère [50]. D’autres démontrent que les 
incompatibilités antigéniques sur le locus B engendreraient des risques de GvH plus sévères 
(grade IV vs II) [64]. 

Une étude rapporte que la présence d’un mismatch aurait plus d’impact sur la survie 
globale dans le cadre du traitement d’une hémopathie à un stade encore peu évolué, que dans 
les hémopathies à un stade avancé (après une deuxième rémission) [50] [60][59][58]. 

Dans le cas de l’utilisation d’unités de sang placentaire, les critères sont moins stricts, et 
s’arrêtent à la compatibilité 6/6. On s’intéresse en premier lieu aux loci HLA-A, -B au niveau 
antigénique, puis –DRB1 au niveau allélique [68]. Elles sont utilisées en dernier recours chez 
les adultes [39] [69]. Toutefois, il semble que l’absence de mismatch sur le locus C soit 
associée à un moindre risque de mortalité post-greffe, c’est pourquoi certains praticiens 
demandent le typage de ce locus [70]. 

La compatibilité ABO n’est pas un critère aussi important qu’en greffe d’organe, 
puisque le receveur adoptera le groupe sanguin du donneur, les cellules souches 
hématopoïétiques greffées étant à l’origine de la synthèse érythrocytaire. L’incompatibilité 
ABO dans une greffe avec donneur non apparenté ne semble pas influencer la survenue de 
GvH, ni les rechutes post-greffe [64]. Cependant, il y a des dispositions à prendre lors d’une 
telle incompatibilité, le pré-traitement du greffon doit inclure une déplasmatisation et/ou une 
desérythrocytation.  
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La source des cellules souches influence également le risque de développer une GvH 
aiguë : le plus fort risque est atteint avec des cellules souches périphériques tandis que les 
unités de sang placentaire semblent présenter le risque le plus faible en raison de la plus 
grande immaturité cellulaire. La moelle se situe à un niveau de risque intermédiaire [37]. 

Plus l’âge du donneur (et du receveur) sont avancés, plus le risque de GvH augmente. 
On évite de sélectionner un donneur entre 40 et 45 ans si plusieurs autres donneurs plus 
jeunes sont disponibles [50]. 

La différence de sexe entre donneur et receveur est un facteur de risque supplémentaire 
de GvH si un donneur féminin est choisi pour un receveur masculin. Comme nous l’avons vu 
précédemment, la présence de l’antigène H-Y chez le receveur est un facteur de risque accru 
de GvH. Un receveur masculin doit absolument faire rechercher un donneur masculin, en 
revanche pour un receveur féminin, les donneurs des deux sexes sont possibles [65]. 

Les donneuses nullipares sont choisies préférentiellement aux multipares qui ont pu 
s’immuniser contre des antigènes d’histocompatibilité paternels au cours de leurs grossesses. 

Le statut CMV est également pris en considération lors de la sélection d’un donneur, le 
risque de réactivation ou de primo-infection à cytomégalovirus chez un sujet immunodéprimé 
pouvant être létal. Un receveur CMV négatif doit être greffé de préférence avec un donneur 
CMV négatif pour ne pas risquer d’infection. Dans le cas d’un receveur CMV positif, il doit 
recevoir un greffon du même statut (CMV positif), qui apporte ainsi des cellules 
immunocompétentes vis-à-vis du virus présent dans l’organisme greffé et évite sa réactivation 
[71]. 

Le lancement d’une recherche de DVMO sur le registre, appelée «interrogation de 
fichier», présente un coût important pouvant aller jusqu’à plus de 2000€ par patient. Elle 
s’effectue via un logiciel appelé Syrenad, et permet l’interrogation du registre « France greffe 
de moelle » mais aussi celle d’autres registres internationaux représentant plus de 80 % de la 
totalité des DVMO inscrits dans le monde. Des logiciels statistiques gratuits comme «Easy 
match» ou «Haplostat» permettent d’estimer le nombre de donneurs 10/10 ou 9/10 potentiels 
disponibles sur les registres internationaux pour un patient de typage donné, avant de lancer 
une interrogation. Dans les jours qui suivent le déclenchement d’une interrogation, les 
différents registres nationaux et internationaux proposent les donneurs dont le typage se 
rapproche au maximum de celui du patient. La difficulté vient du fait que les typages de 
DVMO à leur inscription diffèrent d’un registre à l’autre. Par exemple, en France, les 
donneurs sont typés en haute résolution sur les quatre loci d’intérêt majeur HLA-A, –B, –C et 
–DRB1, on ne type pas DQB1 contrairement à l’Allemagne par exemple. Sur d’autres 
registres, seuls les loci A, B et DRB1 sont typés et parfois en résolution deux digits. Ce 
manque d’homogénéité conduit à la nécessité de demander des typages complémentaires 
avant de pouvoir recruter un donneur. Ces typages complémentaires augmentent les délais pré 
greffe de plusieurs semaines et le coût d’une recherche. Avec le développement de nouvelles 
technologies comme le séquençage à haut débit permettant des typages quasi alléliques, 
l’inscription et la recherche des donneurs devraient être considérablement simplifiées. 
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Actuellement, environ un tiers des patients n’ont aucun donneur compatible 10/10, apparenté 
ou non. 

On recense 22.9 millions de DVMO inscrits sur l’ensemble des registres, et 606 554 USP 
enregistrés sur l’ensemble des banques internationales. On comptait 221 460 DVMO inscrits 
sur le registre français au 31/12/2013, et 31 230 USP (données les plus récentes) [40]. En juin 
2015, un courrier de l’agence de biomédecine nous annonce que l’on atteint les 240 000 
DVMO et nous rappelle l’objectif de l’année 2015, qui vise l’inscription de plus de 20 000 
nouveaux donneurs.  

 

 

III. Intérêt du séquençage dans la greffe de moelle 
 

1. Typage HLA à l‘heure actuelle : sérologie, PCR-SSP et PCR-
SSO 

 

Les techniques de typage dont dispose actuellement la très grande majorité des 
laboratoires d’histocompatibilité sont des techniques qui utilisent les principes d’une part de 
sérologie, avec le typage par lymphocytotoxicité, et d’autre part de biologie moléculaire avec 
deux techniques faisant appel à la polymérisation en chaîne Polymerase Chain reaction 
(PCR), Single Specific Primer (SSP) et Sequence Specific Oligonucleotide probes (SSO). 

 

Lymphocytotoxicité 
 

Le principe de lymphocytotoxicité est basé sur la détection des antigènes HLA présents 
sur les lymphocytes (et monocytes) du sang circulant. Cette technique de sérologie nécessite 
un prélèvement sanguin sur tube ACD (Acide acétique, Citrate de sodium, Dextrose), qui 
assure une bonne conservation des cellules, puis un isolement de la couche de cellules 
mononucléées après centrifugation en gradient de densité Ficoll-Isopaque. Le principe est 
donc de mettre en contact les cellules cibles (lymphocytes T ou lymphocytes B selon qu’on 
réalise un typage HLA de classe I ou classe II respectivement) avec des anticorps anti-HLA 
de spécificité connue, cytotoxiques en présence de complément de lapin, et préalablement 
déposés dans la microplaque. Si les anticorps se fixent sur les antigènes de la surface 
cellulaire, le complément est spécifiquement activé. Il en résulte une lésion membranaire 
irréversible entraînant la lyse cellulaire, elle est visualisée par addition du colorant AO/EB 
(Acridine Orange/Ethidium Bromide). La proportion de cellules mortes (noyau coloré en 
orange par l'EB) et de cellules vivantes (colorées en vert par l'AO) est évaluée au microscope 
inversé à fluorescence. Cette technique possède l’avantage de lever les ambiguïtés d’allèles 
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nuls obtenus avec une technique de biologie moléculaire pour les loci HLA-A, -B, DRB1 et 
DQB1. Les typages HLA-C, DPB1, DQA1 et DPA1 ne peuvent pas être réalisés par 
lymphocytotoxicité. Cette technique est peu coûteuse mais ne permet que la réalisation de 
typage de faible résolution et est de moins en moins utilisée.  

 

PCR-SSP 
 

De manière générale, la biologie moléculaire est réalisée à partir d’un échantillon sanguin 
prélevé sur tube EDTA à partir duquel on extrait l’ADN.  

La technique de PCR SSP, développée en 1992, utilise une méthode d’amplification dont 
les couples d’amorces sont complémentaires et spécifiques d‘allèles (kit de typage allélique) 
ou groupe d’allèles (kit de typage générique) selon la résolution du kit utilisé. Si 
l’amplification a lieu, elle témoigne de la présence de l’allèle ou groupe d’allèles ciblé par les 
amorces. Pour cela, les produits d’amplification subissent ensuite une migration dépendante 
de leur poids moléculaire sur des gels d’agarose ou via une électrophorèse capillaire. Dans le 
premier cas, les bandes sont visualisées sur le gel sous rayons ultra-violet grâce à une 
coloration de l’ADN par un agent intercalant (Figure 10). La combinaison de l’ensemble des 
puits positifs (où apparaissent une migration de bande de taille spécifique) permet d’assigner 
un allèle, avec des ambiguïtés alléliques de fréquences rares associées le plus souvent [72] 
[73]. 

Cette technique est la plus utilisée actuellement en histocompatibilité dans le contexte 
urgent des typages en faible résolution des donneurs d’organes cadavériques. En revanche son 
application au typage en haute résolution des DVMO reste inadéquate, car inadaptée à la 
réalisation de séries. Elle permet le typage d’un seul DVMO (typage des loci HLA-A, -B, -C 
et –DRB quasi allélique) en 48 heures [74]. Son interprétation biologique est très longue, 
entre une heure et une heure trente par patient dans le cas d’une haute résolution. Elle possède 
cependant l’avantage d’éviter les phénomènes de drop out, problème dont on reparlera à la fin 
de ce chapitre. En quelques mots, le drop out correspond à l’amplification préférentielle d’un 
allèle au détriment du second. Il est redouté en histocompatibilité puisqu’il peut amener à 
l’assignation d’un résultat homozygote, chez un individu qui est en fait hétérozygote. Une 
technique utilisant un grand nombre d’amorces présente ainsi moins de risques 
d’amplifications préférentielles. En revanche la PCR SSP ne permet pas la définition de 
nouveaux allèles et n’aboutit pas (ou très rarement) à l’assignation d’allèles en 4 digits, et 
laisse fréquemment des ambiguïtés à lever. Pour cette raison, elle est utilisée comme 
complément et parallèlement à la PCR SSO afin d’éliminer un maximum d’ambiguïtés.  
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PCR-SSO 
 

La PCR SSO a vu une grande évolution depuis ses débuts et est désormais couplée à la 
technologie de cytométrie en flux Luminex® (Figure 10). Cette technique est une technique 
de reverse SSO en phase liquide. 

Dans une première étape, une amplification spécifique de locus est réalisée, en utilisant 
des amorces biotinylées qui s’hybrident dans les régions non polymorphiques du gène 
d’intérêt. Les produits d’amplification marqués par la biotine sont ensuite mis en incubation 
en présence d’un mélange de billes (microsphères en polystyrène, de l’ordre du micromètre de 
diamètre), chacune couplée à un court fragment nucléotidique unique, appelé sonde. Ces 
sondes vont alors s’hybrider, ou non, selon leur complémentarité à la séquence de l’allèle 
présent. Après cette étape, la streptavidine couplée à une molécule fluorescente (la 
phycoérythrine) est ajoutée au milieu et se lie aux éventuels hybrides biotinylés 
précédemment formés. Le mélange de billes passe ensuite dans le cytomètre en flux. Cet 
instrument est capable d’exciter des molécules fluorescentes par différents lasers et de 
détecter la fluorescence émise. De ce fait, il peut identifier individuellement plus d’une 
centaine de billes différant par leur contenu en fluorescence rouge et infra-rouge (1ier laser). 
L’hybridation des oligonucléotides avec les amplicons est révélée par la phycoérythrine (2ème 
laser). Un profil de billes positives (hybridées) et négatives (non hybridées) est finalement 
obtenu, et comparé à une base de données intégrée au logiciel de l’automate, proposant 
l’assignation des allèles de chaque locus [73]. 

Brièvement, il existe d’autres techniques de PCR-SSO, où les produits d’amplification 
sont immobilisés sur des membranes de nitrocellulose et mis en présence de sondes 
d’oligonucléotides pour permettre une éventuelle hybridation. La technique directe n’est 
actuellement plus utilisée car elle nécessitait une membrane par type de sonde. Chaque sonde 
s’hybridait à une température propre ce qui compliquait la manipulation. Les radio-isotopes 
utilisés initialement pour la révélation, furent ensuite remplacés par des réactions de 
chimiluminescence, moins toxiques. Aujourd’hui l’uniformisation des températures 
d’hybridation a considérablement simplifiée la manipulation, qui reste pourtant encore 
laborieuse.  

Cette technique permet le typage d’un DVMO (typage des loci HLA-A, -B, -C et –
DRB1) en résolution intermédiaire en 24 heures. Contrairement à la PCR-SSP, elle est 
adaptée à la réalisation de série de 20 patients (4 loci) simultanément. Son interprétation 
biologique est relativement rapide, environ trois heures pour 20 patients. De plus, elle permet 
la détection d’allèles rares avec une bonne spécificité, cependant elle n’est pas utilisable pour 
la définition de nouveaux allèles. Les ambiguïtés à lever sont fréquentes et amènent à 
l’utilisation parallèle de la PCR-SSP. 

Une des difficultés des méthodes de typage réside dans la détermination des positions 
cis/trans d’un polymorphisme détecté à un locus donné, c'est-à-dire déterminer sur lequel des 
deux allèles du locus il se trouve. Dans le cas où cette réponse n’est pas apportée, il en résulte 
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un plus grand nombre d’ambiguïtés, parfois génériques. Ce problème de phasing est illustré 
dans le paragraphe III. 3 « technique Sanger »). Il est résolu dans le cas de la PCR-SSP, qui 
couvre de plus longs fragments grâce à ses paires d’amorces spécifiques d’allèles, 
contrairement aux sondes oligonucléotidiques de la SSO qui sont trop courtes pour faire le 
lien entre les polymorphismes. Leur élongation a permis de réduire en partie ce problème 
[67]. On verra que cette difficulté se retrouve dans le cas du séquençage bi-allèlique de type 
Sanger, ce qui confère l’avantage au séquençage mono-allélique, cette notion sera expliquée 
dans le chapitre portant sur cette technique [75]. 

 

 

Figure 10 : Présentation des principes de la PCR-SSP et de la PCR-SSO 

a) Exemple de photo d’un gel d’agarose obtenu pour l’interprétation d’un typage basse 
résolution du locus A, en PCR-SSP. 

b) Schéma du principe de la technologie Luminex® associée à la PCR-SSO. 

 

Au total, ces deux approches ne permettent plus de répondre à la définition des typages 
« haute résolution » demandés par les standards EFI (EFI D1.320) lors du typage HLA des 
donneurs et receveurs de CSH. Le résultat fourni par les kits alléliques de PCR-SSP et/ou de 
PCR-SSO laisse un grand nombre d’alternatives alléliques et des allèles nuls au locus C qui 
ne peuvent être éliminés par la technique sérologique (celle-ci ne typant pas les antigènes 
HLA-C). Les résolutions des typages HLA par PCR-SSO et PCR-SSP restent limitées par le 
nombre de sondes (SSO) ou d’amorces (SSP) utilisables. La seule stratégie adéquate pour 
satisfaire à la définition de la haute résolution est le séquençage des gènes HLA. 
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2. Historique du séquençage 
 

De l’ADN à la protéine 
 

La découverte de la molécule sur laquelle repose la vie et l’évolution a passionné de 
nombreux scientifiques depuis les siècles derniers. La structure hélicoïdale de l’ADN double 
brins, composée de ses quatre bases (Adénine, Guanine, Cytosine et Thymidine), a été 
déterminée en 1953 par James Watson et Francis Crick alors âgés respectivement de 24 ans et 
36 ans [76]. Leurs travaux ont été confirmés par ceux de Briton Maurice et Rosalind Franklin 
avec la cristallographie aux rayons X et par la suite avec des études physico-chimiques ainsi 
que par la microscopie électronique [77] [78]. 

Les quatre constituants majeurs de la molécule d’ADN sont les nucléotides (désoxy 
«Base» Mono Phosphate : dAMP, dTMP, dGMP et dCMP). Ils sont composés d’une 
molécule de désoxyribose (pentose) à laquelle sont greffés une base azotée, et un acide 
phosphorique. Il existe deux bases puriques (Adénine A, Guanine G) et deux bases 
pyrimidiques (Cytosine C, Thymine T). Les liaisons entre nucléotides sont assurées par des 
liaisons phosphodiesters, entre le phosphate d’un nucléotide et le pentose du nucléotide 
précédent. Il en résulte une extrémité libre terminant par un groupement phosphate, appelée 
5’P, et une autre terminant par une molécule de pentose appelée 3’OH. Le sens conventionnel 
de lecture d’une molécule d’ADN est de 5’ en 3’. Quand Erwin Chargaff et son équipe 
découvrirent qu’une molécule d’ADN contenait une quantité égale d’Adénine et de Thymine 
d’une part et de Guanine et Cytosine d’autre part, ceci conduisit à suggérer leur appariement 
deux à deux [77]. Une molécule est habituellement constituée de deux brins de nucléotides, 
disposés en configuration hélicoïdale. Chaque paire de bases forme des liaisons hydrogènes 
qui assurent en partie la stabilité de l’hélice. Les paires sont toujours formées d’une Adénine 
associée à une Thymine, et d’une Cytosine reliée à une Guanine, de ce fait les brins sont dits 
complémentaires.  Le terme antiparallèles qui les caractérise également signifie que lors de 
la lecture d’une molécule d’ADN, un brin est dans le sens 5’→3’ (brin sens) et l’autre dans le 
sens 3’→5’ (brin anti-sens ou antiparallèle).  

A la fin des années 1970, deux équipes indépendantes développent des techniques de 
séquençage : l’anglais Frederick Sanger utilise une technique par synthèse enzymatique et 
«terminaison de chaîne», on parle alors de séquençage de type Sanger dit de première 
génération, pendant qu’aux Etats-Unis Walter Gilbert utilise la dégradation chimique [79]. Le 
séquençage a pour but de déterminer l’enchaînement des nucléotides qui constituent une 
molécule d’ADN ou d’ARN. En 1980, Frederick Sanger et Walter Gilbert sont colauréats de 
la moitié du prix Nobel de chimie (l'autre moitié a été remise à Paul Berg) « pour leur 
contribution à la détermination des séquences d’acides nucléiques » [80]. Il est alors possible 
de lire des séquences de 200 à 400 paires de bases [79].  

Par la suite, l’établissement d’un lien entre la carte génétique d’un gène et la structure 
primaire de la protéine correspondante a permis la découverte du code génétique. C’est 
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Francis Crick qui propose une théorie sur la synthèse biphasique des protéines en 1958 : une 
première phase nucléaire correspondant à la transcription de l’information contenue dans 
l’ADN en une molécule servant de messager intermédiaire ARNm (Acide ribonucléique 
messager), baptisée ainsi par Jacob et Monod en 1961 [81] [77]. La deuxième phase, se 
déroulerait dans le cytoplasme où migre l’ARNm, pour subir la traduction de sa séquence en 
une chaîne d’acides aminés selon le code génétique. Cependant, on sait désormais qu’il existe 
quelques étapes supplémentaires pour obtenir une protéine fonctionnelle à partir de l’ARNm. 
D’ailleurs, toutes les molécules d’ARN produites ne sont pas à l’origine d’une protéine, il 
existe des ARN de transfert (ARNt), ribosomaux (ARNr) ou encore small nuclear (ARNsn) 
qui participent uniquement au processus de synthèse. 

Le code génétique est dit « comma-less triplet code » c'est-à-dire que l’unité codante, le 
codon, est représentée par trois nucléotides et « sans ponctuation » pour les séparer. Cette 
unité correspond à un acide aminé particulier de la structure primaire d’une protéine. Ce code 
génétique a été démontré comme étant universel c'est-à-dire identique chez toutes les espèces 
vivant sur terre (bactéries, virus, végétaux et animaux…). Une exception existe cependant 
dans le génome mitochondrial où certains codons ne codent pas pour le même acide aminé 
que dans le noyau cellulaire eucaryote [77]. 

Une découverte surprenante est venue ajouter quelques difficultés lors de l’étude des 
premiers ADN humains séquencés, et des structures primaires des protéines correspondantes. 
L’analyse des acides aminés de l’albumine permettait d’établir un enchaînement des codons 
traduits qui était vraisemblablement interrompus par de longues séries de codons non traduits 
en acides aminés. Cette constatation a amené Sharp, Broker et Roberts à en apprendre 
davantage sur la transcription et les phénomènes d’excision-épissage chez les organismes plus 
évolués. Plus précisément, les segments nucléotidiques d’un gène sont une succession 
d’exons et d’introns. Les deux sont transcrits en un pré-ARNm, en revanche les introns ne 
seront pas traduits. La molécule d’ARNm, obtenue après maturation du pré-ARNm est donc 
une copie des exons d’un gène mis bout à bout. La maturation consiste en une excision visant 
à enlever les introns, suivie d’un épissage permettant la réunion des fragments nucléotidiques 
restants [82]. 

Finalement, « seulement un à trois pour cent des séquences nucléotidiques du génome 
humain représentent l’information génétique codant la totalité des protéines » [83]. 

Les différentes étapes qui permettent d’aboutir à une protéine à partir d’un brin d’ADN 
sont soumises à une régulation. Contrairement à ce qui fut pensé initialement, les introns ont 
un rôle capital. Ils constituent notamment des sites de fixation pour les facteurs de 
transcription, indispensables à la régulation de l’expression du gène. Selon le taux de 
protéines synthétisées, des signaux transmis par la fixation de molécules à différents endroits 
sur l’intron engendreront l’arrêt ou au contraire favoriseront la transcription. Il existe aussi 
des mécanismes de régulation post-transcriptionnels, affectant l’épissage par exemple. 
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Le séquençage, mode d’emploi 
 

L’ARN diffère de l’ADN en différents points à la fois structuraux et fonctionnels : le 
pentose est cette fois du ribose, et la base azotée Thymine est remplacée par une base appelée 
Uracile qui s’apparie également avec l’Adénine. Ces appariements existent, dans le cas où la 
molécule se replie sur elle-même, mais la molécule d’ARN ne possède qu’un seul brin. Ces 
caractéristiques qui la différencient de l’ADN, font de l’ARN une molécule moins stable, dont 
la synthèse est également plus propice aux erreurs par les enzymes ARN-polymérase. Ceci 
permet de comprendre pourquoi le séquençage d’une molécule d’ARN nécessite sa 
conversion en ADN complémentaire (ADNc) par une transcriptase inverse. En effet, si on 
travaillait sur l’ARN, les enzymes chargées de sa polymérisation ne seraient pas suffisamment 
performantes pour corriger et limiter les risques d’erreurs, contrairement à certaines ADN-
polymérases. 

Dans l’organisme humain, chaque type cellulaire a ses propres fonctions et ses propres 
besoins en protéines selon sa spécialisation. Cependant, toutes les cellules nucléées de 
l’organisme renferment le même ADN, prêt à servir de support pour l’expression des 
protéines qui lui sont nécessaires. Ainsi, dans une cellule spécialisée, les séquences codantes 
ne seront pas toutes transcrites. Les gènes exprimés dans une cellule musculaire diffèreront de 
ceux exprimés dans une cellule pancréatique par exemple. Cette notion est importante pour 
comprendre que le séquençage de l’ARN d’une cellule ne conduira pas automatiquement au 
même résultat que le séquençage de son ADN. On comprend aisément que la découverte du 
séquençage a montré de nombreux intérêts, notamment dans la compréhension des fonctions 
d’un grand nombre de molécules et cellules de l’organisme, en étudiant les différences 
d’ARN produits d’une cellule à l’autre. La recherche de mutations, prédisposant ou affirmant 
le diagnostic d’une pathologie fait également l’objet d’une grande utilisation du séquençage. 

Dans le cas du typage HLA, l‘intérêt du séquençage consiste à définir les allèles des 
gènes codant les molécules HLA portées par un individu. C’est la technique de typage qui 
permet d’obtenir la meilleure résolution, en comparaison des autres techniques existantes 
(sérologie, PCR-SSP, PCR-SSO). Depuis son invention par Sanger, elle a subi une grande et 
rapide évolution, laissant apparaître une seconde et même une troisième génération. 

Il a fallu attendre l’invention des premières techniques d’amplification pour bénéficier 
d’une quantité suffisante de matériel génétique pour permettre, par exemple, la détermination 
des cartes génétiques. La première méthode fût développée par Paul Berg et son équipe au 
début des années 1970. Elle est basée sur l’utilisation de vecteurs pour introduire un segment 
d’ADN d’intérêt dans un génome viral ou un plasmide bactérien par exemple, et créer ainsi 
une molécule d’ADN recombinante. Une fois cette dernière introduite dans une cellule 
bactérienne, le segment pourra être amplifié [77]. Un peu plus tard en 1983, un autre 
biochimiste américain, Kary Mullis, met au point le principe de réaction de polymérisation en 
chaîne (PCR) qui connaîtra un développement et une utilisation quasi omniprésente dans le 
monde de la biologie moléculaire [77]. Brièvement, elle consiste en la répétition cyclique de 
trois étapes marquées par des températures réactionnelles différentes (dénaturation des 
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doubles brins, hybridation d’amorces et polymérisation). Ce principe donnera d’ailleurs le 
nom de thermocycleurs au matériel développé pour son automatisation. En plus du fragment 
d’ADN double brin à amplifier, il faut apporter au milieu réactionnel des désoxynucléotides 
triphosphates et deux amorces qui encadrent la séquence cible, et qui sont chacune 
complémentaires d’un des deux brins. Elles permettront l’action ciblée de l’ADN-polymérase, 
enzyme indispensable à la synthèse des nouveaux brins. Chaque brin néosynthétisé servira de 
matrice pour les réactions suivantes, ce qui multiplie les quantités de fragments de façon 
exponentielle. Une trentaine de cycles permet l’obtention d’une quantité d’ADN adéquate 
pour l’analyse de séquences. Initialement, les changements de température successifs 
inactivaient l’enzyme et nécessitaient son ajout à chaque cycle. La découverte en 1988 d’une 
ADN-polymérase thermorésistante, la Taq polymérase extraite d’une bactérie vivant dans les 
sources d’eaux chaudes (Thermus aquaticus), a permis l’automatisation de cette technique et 
un gain de temps considérable [83]. 

 

Technique Sanger 
 

Principe de la méthode 
 

La réalisation de la méthode Sanger nécessite à ses débuts l’utilisation de quatre milieux 
réactionnels différents, un pour chaque base, dont le volume est de l’ordre du microlitre (µL) 
[84]. Dans chaque tube il y a l’ADN matrice à séquencer, une ADN polymérase I, une amorce 
complémentaire au début du segment à séquencer et un mélange de désoxynucléotides 
triphosphates (dNTP) et de didéoxynucléotides (ddNTP). Les ddNTP sont aussi appelés 
« terminateurs de chaîne », ils diffèrent des dNTP par leur extrémité 3’ où la fonction 
hydroxyle est remplacée par un simple hydrogène (Figure 11a). Cette différence empêche la 
formation de la liaison phosphodiester permettant l’incorporation du nucléotide suivant. Au 
début de la technique, les ddNTP sont greffés d’un marqueur radioactif (Soufre 35, Phosphore 
32…). La structure des ddNTP entraîne donc l’arrêt de la prolongation de la chaîne lorsqu’ils 
sont incorporés et permet la détection des fragments obtenus grâce au marquage. Une fois le 
mélange constitué, la Taq polymérase commence son travail de polymérisation et sélectionne 
aléatoirement des dNTP et ddNTP dans le milieu, qui sont en compétition. Le mélange en 
proportion 9/10 (dNTP/ddNTP) et l’affinité supérieure de la Taq pour les ddNTP sont tels que 
les ddNTP seront statistiquement intégrés à toutes les positions possibles [84]. Après de 
multiples réactions de polymérisation, on obtient alors dans chaque tube tous les fragments 
possibles de différentes tailles finissant par un ddNTP marqué. Une migration de ces 
fragments est réalisée sur gel, ceux de petites tailles migrent rapidement tandis que les plus 
grands migrent lentement. Ils sont ensuite révélés par leur marquage radioactif et l’analyse de 
la séquence est faite manuellement [85]. Le résultat obtenu est présenté sous la forme d’un 
autoradiogramme (Figure 11b). A l’époque, il fallait compter une journée entière pour le 
séquençage de 500 à 1000 nucléotides [86].  
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Une autre technologie a été mise au point par Maxam et Gilbert. Elle était basée sur le 
principe de dégradation chimique de l’ADN. Après marquage radioactif de l’extrémité 5’ des 
ADN par du phosphore 32 (32P), la molécule était dénaturée pour obtenir de l’ADN simple 
brin. Puis différents traitements chimiques étaient utilisés pour réaliser des coupures 
sélectives selon les bases, avec un milieu réactionnel par agent [84]. L’acide formique était 
utilisé par exemple pour la coupure après des bases puriques et l’hydrazine ciblait les bases 
pyrimidiques. La séquence était établie en retrouvant l’ordre des coupures, révélée par la 
migration selon la taille des fragments obtenus, sur gel d’électrophorèse. Elle n’a pas eu 
autant de succès du fait de son efficacité modérée et de la toxicité des produits utilisés, c’est 
donc la méthode Sanger qui a servi de modèle par la suite pour le développement des 
techniques de séquençage. Des améliorations ont permis un gain de temps et une analyse 
simplifiée des résultats. Des marqueurs non radioactifs ont ensuite été utilisés [87].  

 

Figure 11 : Structure des dNTP et ddNTP et présentation d’un autoradiogramme. 

D’après F. Sanger et al. [84]. 
a) Différence de structure entre désoxynucléotide (dNTP) et didéoxynucléotide (ddNTP). 
b) Autoradiogrammme datant de 1977, obtenu sur gel de polyacrylamide. Sur les côtés, 
l’interprétation minutieuse de la séquence.  
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Ainsi en 1987, Applied Biosystems sort un premier séquenceur AB370, il utilise des 
didéoxynucléotides marqués par des fluorophores différents ce qui permet la réalisation des 
quatre réactions dans le même mélange (Figure 12). Ainsi la Thymine correspond à la 
couleur rouge, l’Adénine au vert, la Cytosine au bleu et la Guanine au noir sur les 
électrophorégrammes obtenus avec le séquenceur Applied Biosystem®. Chaque milieu 
réactionnel, destiné au séquençage d’une molécule d’ADN, est contenu dans un puits d’une 
microplaque, facilitant le séquençage de plusieurs échantillons simultanément. L’étape de 
migration sur gel a été remplacée par une migration en électrophorèse capillaire, autorisant 
ainsi une analyse informatisée avec le développement en parallèle de logiciels. Les fragments 
obtenus dans un puits migreront dans un capillaire. Ainsi c’est le nombre de capillaires qui 
conditionne le nombre de réactions de séquençage. Pour donner une idée du progrès, à ses 
débuts l’automate peut séquencer 96 paires de bases (pb) en une étape, et 500 Kb par jour. 
Aujourd’hui il atteint les 2.88 Mb par jour soit 5 à 6 fois plus, avec une longueur de lecture 
par échantillon proche des 900 pb [88].  

 

Aujourd’hui, la technologie des Big Dye Terminator ® (BDT) permet la détection des 
fragments dans le capillaire par la technique FRET (Transfert d’énergie par résonnance). Elle 
permet d’améliorer la sensibilité de la méthode par augmentation du signal produit. Les 
ddNTP sont alors marqués par deux fluorochromes qui possèdent des longueurs d’onde 
d’excitation différentes, l’un jouant le rôle du donneur (fluorescéine) et l’autre d’accepteur 
(dichloroRhodamine). Ce dernier possède un spectre d’émission qui diffère pour chaque type 
de ddNTP (ddATP, ddTTP, ddGTP et ddCTP). Un laser à argon va exciter spécifiquement la 
fluorescéine, qui libèrera son énergie par l’émission d’une fluorescence correspondant au 
spectre d’excitation de la dichloroRhodamine. Le fluorochrome accepteur excité à son tour va 
émettre une fluorescence spécifique du ddNTP sur lequel il se trouve. Le signal est capté par 
une caméra Charge Couple Device (CCD). Le principe d’un détecteur dit CCD est basé sur la 
conversion d’un signal lumineux en un signal électrique. 

 

Application à l’histocompatibilité 
 

La Sanger Sequencing-Based Typing methode (SSBT) est devenue une méthode de choix 
et de référence pour le typage HLA, permettant une haute résolution. L’étape de séparation 
des fragments par électrophorèse capillaire pour un exon d’environ 300 paires de bases prend 
environ 30 minutes [74]. L’analyse de 200 séquences (d’environ 750 pb) est possible en 30 
heures sans intervention humaine, grâce à l’automatisation. La taille des capillaires utilisés 
dépendra de la taille même des fragments analysés, de 22 centimètres pour les petits 
capillaires jusqu’à 80 centimètres pour l’analyse de plus grande séquences.  

Avec les automates de séquençage Sanger actuels, la collection et l’extraction 
automatique des données brutes issues de la lecture par la caméra permettent leur analyse par 
un logiciel qui doit tenir compte des différences de mobilité phorétique des fluorochromes et 
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des différences d’intensité de fluorescence de chaque fluorochrome accepteur. Un autre 
logiciel compare les séquences obtenues à une base de données (IMGT data base). 
L’exploitation des données requiert une analyse de la part de l’utilisateur qui vérifie les seuils 
choisis pour l’identification correcte d’une base. Le logiciel doit être capable d’identifier les 
hétérozygoties et attribue un code correspondant aux deux bases identifiées (par exemple, M 
correspond à A et C). Il est important qu’une analyse visuelle de l’électrophorégramme soit 
pratiquée pour détecter d’éventuelles erreurs dans les séquences, selon la taille et la pureté des 
pics obtenus. Le développement du séquençage occasionne des découvertes plus fréquentes 
de nouveaux allèles. Les logiciels d’interprétation doivent donc tenir compte de cette 
évolutivité constante de la base de données regroupant les allèles HLA et doivent pouvoir 
subir des mises à jour régulières, au moins annuelles selon les standards EFI [74].  

 

 

Figure 12 : Principe de séquençage selon la méthode Sanger. 

D’après P.P.J. Dunn [74]. 
Le brin d’ADN complémentaire de celui à séquencer est mis en présence des dNTP, ddNTP et 
d’ADN polymérase. De nombreux fragments de taille variable sont synthétisés aléatoirement, 
ils sont ensuite soumis à une électrophorèse capillaire. Leur migration dépendante de la taille 
associée à une détection spécifique de nucléotide permet de reconstituer la séquence. 
En bas à droite, exemple d’un électrophorégramme obtenu par SSBT.  
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Aujourd’hui, plusieurs fournisseurs proposent des kits de typage HLA adaptés aux 
automates de séquençage, associés à un logiciel d’aide à l’interprétation [74]. La différence 
majeure qui distingue les kits est la possibilité d’effectuer ou non du séquençage mono-
allélique. Il s’agit dans ce cas de séquencer les deux allèles d’un même locus séparément et 
d’obtenir un résultat assignant indépendamment ces allèles. L’autre possibilité, dite de 
séquençage bi-allélique, consiste à séquencer en même temps les deux allèles d’un même 
gène, les résultats d’assignation dépendront alors l’un de l’autre en raison des 
polymorphismes de phase rencontrés (ou polymorphisme cis/trans), laissant éventuellement 
des ambiguïtés non résolues. Ce problème de phasing, évoqué précédemment, est expliqué 
avec un exemple concret dans la figure 13.  

 

La technique du séquençage mono-allèlique est basée sur une première amplification 
spécifique de locus, suivie d’amplifications spécifiques de groupe d’allèles ou Group-specific 
amplification (GSA) qui se déroulent séparément dans les puits d’une microplaque. Parfois 
plusieurs spécificités différentes appartiennent au même groupe, et sont ainsi amplifiées dans 
le même puits. Le contenu de ces derniers est soumis à une migration électrophorétique sur 
gel d’agarose, qui permet la détermination des puits où a eu lieu une amplification. Dans le 
cas d’un échantillon de typage totalement inconnu, il peut être soumis à toutes les 
amplifications par les amorces spécifiques de groupe. Si elles conduisent à l’obtention de 
produits d’amplification dans deux puits différents, ceci permettra le séquençage individuel 
des allèles. Si les deux allèles se trouvent en revanche dans le même groupe d’amplification, il 
n’y a pas d’autre choix que de le traiter en mode bi-allélique. Il est possible également de 
réaliser un typage préalable de l’échantillon en faible résolution pour cibler le ou les kits 
d’amorces de GSA à utiliser. Cette solution permet aussi de repérer les éventuels problèmes 
d’amplification préférentielle (drop-out), qui peuvent exister si les deux allèles sont dans le 
même groupe, en confirmant la nature hétérozygote d’un échantillon. Les produits amplifiés 
seront ensuite purifiés et mis en présence d’amorces qui serviront au séquençage. Ces 
amorces, de par leur spécificité, déterminent à la fois l’exon et le sens du brin séquencés. 
Ainsi, pour la classe I, les exons 2 et 3 sont séquencés systématiquement. Pour la classe II, 
seul l’exon 2 est systématique. L’exon 4 de la classe I, qui code pour la partie α3 du domaine 
extracellulaire, et l’exon 3 des gènes DQB1 peuvent également être séquencés, ils permettent 
d’éliminer quelques allèles nuls distingués par ces exons [89].  

Il apparaît clairement qu’il est plus difficile d’obtenir une assignation unique de deux 
allèles dans le cas du séquençage bi-allélique. La méthode mono-allélique présente un 
avantage indéniable, elle est néanmoins deux fois plus coûteuse. Seuls les kits Protrans® 
propose cette technique. L’obtention de séquences de qualité, avec un nombre restreint 
d’ambiguïtés, permet une interprétation bien plus rapide et un gain de temps considérable. Les 
kits de séquençage bi-allélique sont actuellement en fin de commercialisation en raison du 
nombre d’ambiguïtés non résolues.  
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Figure 13 : Exemple de polymorphisme cis/trans. 

D’après S.D. Adams et al. [90]. 
D’après l’alignement des séquences des 4 allèles ci-dessus, on retrouve un polymorphisme au 
niveau des deux mêmes positions, qui donnent deux combinaisons possibles, chacune 
caractéristique d’une paire d’allèles. Si GA est attribué à l’allèle 1 (séquence jaune) et donc 
CT à l’allèle 2 (séquence bleue), le résultat sera alors B*07:02, B*35:03. Dans le cas 
contraire, on obtient un résultat tout à fait différent : B*07:24, B*35:33. L’amplification 
séparée des deux allèles permet d’éviter ces problèmes, à l’origine d’ambiguïtés génériques, 
mais aussi alléliques. 
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Le séquençage par technique Sanger présente à l’heure actuelle l’intérêt de révéler la 
totalité des polymorphismes présents sur les exons les plus polymorphes, contrairement aux 
méthodes vues précédemment, comme la PCR SSO qui n’assurent pas la couverture complète 
de ces exons avec l’ensemble des sondes fixées sur les billes. Le séquençage apporte ainsi des 
résultats plus précis et plus discriminants. Cette technique possède toutefois quelques limites. 
Les hétérozygoties qui ne peuvent pas être séparées par les kits d’amorces spécifiques de 
groupe restent plus compliquées à résoudre. De plus, les allèles qui diffèrent sur des 
nucléotides situés dans les exons non séquencés ne seront pas identifiés mais les standards 
EFI ne demandent pas un tel niveau de résolution à l’heure actuelle. Le résultat devant être 
rendu en groupe G, aucune incertitude ne doit persister concernant les exons 2 et/ou 3. 
Cependant les allèles nuls compris dans un groupe G doivent être éliminés, ce qui reste 
parfois problématique lorsque la mutation est située en dehors des exons précédemment cités 
et que le typage par lymphocytotoxicité ne peut pas être effectué ou n’est pas informatif. La 
Next Generation Sequencing (NGS) apporte une potentielle solution puisque le séquençage de 
la totalité du gène, de son extrémité 5’ à 3’ devient réalisable.  

Le projet de séquençage du génome humain en 2001 a fortement stimulé le 
développement d’outils informatiques pour l’analyse des données, mais également le 
développement de nouveaux instruments pour diminuer le temps de main d’œuvre et le coût 
de l’analyse. On voit alors apparaître la Next Generation Sequencing qui regroupe en fait 
plusieurs générations : le séquençage de deuxième génération Amplified Single Molecule 
Sequencing, puis celui de troisième génération qu’on peut qualifier de Single Molecule 
Sequencing car elle permettrait de s’affranchir de l’étape de PCR. Le point commun à toutes 
ces technologies est finalement retrouvé dans la terminologie française de séquençage haut 
débit. 

Aujourd’hui trois technologies de 2ième génération sont disponibles sur le marché, 
proposant chacune leurs avantages en termes de temps d’analyse, technologie, équipement, et 
performances [88][74]. 
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3. Séquençage de deuxième génération 
 

La 2ième génération permet le séquençage massif grâce à différentes innovations 
techniques. La possibilité de travailler avec des volumes réactionnels de l’ordre du 
micro/picolitre, le développement de supports solides miniatures (puces) ou encore la mise au 
point d’outils informatiques de plus en plus performants ont rendu possible la réalisation de 
millions de réactions de séquençage en même temps ainsi que l’analyse des données générées. 
On peut donc en un minimum de temps séquencer de très nombreuses bases, que ce soit le 
génome entier d’un individu, ou bien un seul gène mais pour de nombreux individus 
simultanément [91]. 

Dans le domaine de l’histocompatibilité, l’intérêt majeur de la NGS est d’obtenir des 
résultats de typage de haute résolution pour de nombreux échantillons et en une seule 
expérience. La découverte de nouveaux allèles est aussi un point fort de cette technologie, qui 
respecte et facilite la conformité aux Standards EFI [91]. 
Les trois technologies disponibles à l’heure actuelle sur le marché sont proposées par trois 
fournisseurs différents : Roche®, Illumina® et Ion Torrent® (Life technologie®). Il existe 
pour chaque fournisseur une gamme d’automates disponibles selon les besoins. Certains sont 
adaptés à une utilisation à grande échelle, d’autres sont des modèles plus petits permettant la 
mise à disposition dans les laboratoires d’analyses de biologie médicale de plus petite 
ampleur. Les différents automates disponibles sont représentés dans le chapitre suivant (III. 
4).  

Chacune des technologies possède des avantages et inconvénients que nous verrons par la 
suite, mais les grandes étapes qui se succèdent pour aboutir à un séquençage restent 
identiques : 

• Extraction de l’ADN 
• Préparation d’une librairie 
• Amplification clonale de la librairie par « PCR en émulsion » (Roche ou Life 

technologie) ou « bridge PCR » (Illumina) 
• Séquençage  
• Analyse informatique des données 

Dans les protocoles proposés pour le typage par NGS, il existe deux approches possibles 
selon la cible à séquencer :  

 L’amplicon-based exon sequencing: il s’agit de pré-amplifier la séquence d’intérêt 
avant la préparation de la librairie par une PCR spécifique d’exon. Ceci convient pour 
des séquences de faible taille (<1000 pb) qui ne nécessitent pas d’être fragmentées 
avant le séquençage. 
 

 Le shot gun consiste à travailler sur un gène entier ou bien un grand fragment d’ADN 
issu d’une étape de long range PCR, celui-ci sera alors fragmenté en morceaux de 
taille aléatoire, qui seront sélectionnés et « ajustés » grâce à une exonucléase de façon 
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à obtenir des extrémités franches permettant la fixation d’un adaptateur, on parle d’end 
repair. La méthode de fragmentation peut être mécanique (nébulisation, ultrasons…) 
ou bien enzymatique. La fragmentation enzymatique est plus rapide mais plus 
coûteuse [89]. Dans le kit NGS disponible à l’heure actuelle pour la réalisation de 
typage HLA, c’est cette dernière méthode qui est proposée. 

 

Extraction de l’ADN 
 

La méthode d’extraction utilisée influence la qualité de l’ADN obtenu. Dans le cas de 
l’approche par long range PCR, il apparaît important d’obtenir un ADN dont l’intégrité est 
bien conservée, autrement dit un ADN le moins fragmenté possible. Cette étape aura un 
impact direct sur la qualité des résultats de typage. Une étude a été menée pour comparer 
différentes méthodes d’extraction, classées selon la technique (billes magnétiques, extraction 
sur colonne et enfin par précipitation). Une analyse de l’ADN obtenu a été effectuée, en 
particulier avec une électrophorèse sur gel en champ pulsé permettant l’observation du poids 
moléculaire des molécules d’ADN extraites. Cette analyse a permis de montrer des 
différences significatives entre les résultats de typage obtenus (à partir d’une long range PCR) 
avec chaque technique, et que les meilleurs résultats sont constatés avec l’extraction par 
précipitation, puis par les billes magnétiques. L’utilisation de l’extraction sur colonne semble 
la moins adaptée [92]. En revanche, les résultats de typage obtenus dans une autre étude, 
basée cette fois sur une approche d’exon-sequencing, ne semblent pas varier selon les 
différentes méthodes d’extraction [93]. 

 

Préparation de la librairie: 
 

On appelle librairie l’ensemble des fragments d’ADN à séquencer, préparés avec des 
adaptateurs fixés à leurs extrémités, et éventuellement des identifiants. Cette préparation à 
partir d’échantillons d’ADN double brin est nécessaire pour qu’ils puissent subir les étapes 
d’amplification clonale puis de séquençage mais également pour les rendre identifiables en 
cas de multiplexage. Un adaptateur est une séquence nucléotidique de quelques paires de 
bases, il est fixé par une ligase au fragment d’ADN double brin. Il servira à la fois à la 
fixation des fragments sur un support et d’amorces universelles pendant les étapes 
précédemment citées. Le terme « universel » est utilisé car il suffira seulement de deux 
modèles d’amorce pour amplifier et séquencer un grand nombre de fragments différents, sans 
se préoccuper de leur séquence. 

On parle de paired-end librairy lorsqu’on utilise un adaptateur à chaque extrémité. Il est 
possible aussi pour des gros fragments d’ADN (> deux kilobases) de les circulariser en 
utilisant un seul adaptateur qui joint les deux extrémités, la réaction sera alors générée dans 
les deux sens de l’ADN, à partir de l’adaptateur et sera donc ainsi plus rapide, on parle dans 
ce cas de mate pair library [89]. Ce type de librairie ne sera pas détaillé car il ne concerne pas 
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le typage HLA. Dans le cas de la paired-end librairy, un adaptateur A est placé à une 
extrémité de l’ADN double brin et le B à la seconde. Dans le cas des technologies de Roche® 

et d’Illumina®, les fragments qui ont deux adaptateurs identiques à leurs extrémités sont 
éliminés, pour le bon déroulement de l’étape de PCR (Figure 14). On comprendra pourquoi 
dans le paragraphe dédié à l’amplification clonale. Chez Ion Torrent®, cette étape est réalisée 
après la PCR en émulsion. Le principe de paired end librairy permet l’application dite du 
paired end read, qui est propre au fournisseur Illumina® (détaillé dans un paragraphe ci-
dessous). 

 

Figure 14 : Sélection des fragments possédant un adaptateur différent à chaque 
extrémité, par l’utilisation de billes magnétiques et de l’affinité biotine-streptavidine. 

Pour ce faire l’adaptateur B est biotinylé. Les divers fragments formés sont mis en contact 
avec des billes magnétiques sur lesquelles sont greffées des molécules de streptavidine, qui 
possèdent une haute affinité pour la biotine. Les fragments bornés uniquement par deux 
adaptateurs A ne pourront donc pas être récupérés sur ces billes et seront éliminés par lavage. 
Ensuite, l’ADN qui est resté fixé sur les billes subit une dénaturation et seules les molécules 
d’ADN (devenues simple brin), bornées par des adaptateurs différents, auront la faculté de se 
décrocher pour être récupérées. En revanche, les deux brins des molécules d’ADN possédant 
deux adaptateurs B restent piégés par les billes. 

Un des grands avantages de la NGS est le multiplexage. Il est en effet devenu possible de 
séquencer l’ADN de plusieurs individus en un même run. Un run correspond à la réalisation 
d’un cycle complet (ou processus) de séquençage par l’automate. C’est pendant la préparation 
de la librairie qu’il faut ajouter un «code-barres» aux fragments d’ADN, en plus de 
l’adaptateur (Figure 15). Ces courtes séquences de quelques nucléotides sont attribuées à 
chaque échantillon et permettront de les identifier lors de l’analyse informatique. On parle de 
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MID (Multiplex Identifier), de tag, de barcode, ou d’index en fonction des fournisseurs. Lors 
de la préparation d’une librairie en approche exon-sequencing, l’utilisation de primers de 
fusion permet la ligation des adaptateurs simultanément aux codes-barres. Ces primers de 
fusion sont des amorces spécifiques d’exon, auxquelles sont greffés un adaptateur et un 
identifiant, permettant la ligation en même temps que l’amplification. Dans l’approche shot 
gun, avec l’Ion Torrent®, le barcode est ajouté pendant l’étape d’end-repair en même temps 
que les adaptateurs, le code-barres étant contenu dans l’un des adaptateurs [94]. Dans le cas 
du Miseq, leur ligation peut être faite séparément de celle des adaptateurs.  

 

Figure 15 : Schéma représentatif d’une séquence cible entourée de ses adaptateurs et de 
code-barres avec l’approche shot gun. 

 

Etape de PCR ou amplification clonale de la librairie: 
 

On a vu qu’il existait deux types de PCR qui diffèrent principalement par le support utilisé: 

 La PCR en émulsion proposée par Life technologie® et Roche®: 

Les fragments d’ADN simple brin sont liés à des microbilles grâce aux adaptateurs, puis un 
mélange « eau dans huile » crée une émulsion dans laquelle chaque goutte d’eau constitue un 
micro-réacteur contenant une bille et des réactifs d’amplification (Figure 16). Ainsi des 
millions de réactions de PCR ont lieu en même temps dans un volume réduit permettant 
d’obtenir tous les amplicons correspondants [89]. Le résultat obtenu est appelé «polonies». 
Les billes sont appelées IPS pour Ion Sphere Particule chez Ion Torrent. Le volume 
réactionnel constitué par la gouttelette d’eau est de l’ordre du nanolitre (nL). Cette infime 
dimension impose la formation de gouttelettes de taille et de forme homogène pour le bon 
déroulement de la PCR, notamment sa précision et sa reproductibilité. Brièvement, elle peut 
être assurée grâce à l’arrivée simultanée dans un petit orifice des deux phases non miscibles, 
qui circulent initialement dans des canaux séparés. La phase aqueuse contient tous les réactifs 
de la PCR, les fragments d’ADN et les billes [95]. 
Ainsi, ce type de PCR ne peut pas être effectué dans un thermocycleur classique, chaque 
fournisseur propose un instrument qui servira à cette étape : il s’agit du Ion touch® pour Ion 
Torrent®. Ce dernier est un système microfluidique qui assure en premier lieu la génération 
de gouttelettes homogènes. Une fois les micro-réacteurs formés, ils traversent un circuit en 
capillaires, établi de façon à leur faire parcourir différentes zones de température fixe, pour 
permettre les cycles de dénaturation et d’hybridation [95]. Cette étape dure six à huit heures et 
comporte en moyenne 50 cycles.  
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Figure 16 : Schéma du principe de PCR en émulsion, exemple des billes fixant les 
adaptateurs B. 

1 : Début de la PCR par dénaturation des fragments de la librairie. Cette étape n’est effectuée 
que pour la technologie Ion Torrent® qui n’a pas réalisé la sélection des fragments simple brin 
avec deux adaptateurs différents. 
2 : Hybridation de l’adaptateur B du fragment d’ADN sur l’adaptateur complémentaire 
attaché à la bille.  
3 : Synthèse du brin complémentaire à partir de l’adaptateur B servant d’amorce à la 
polymérase. 
4 : Dénaturation du brin matrice tandis que la molécule d’ADN simple brin néo-synthétisée 
reste fixée sur la bille (avec à son extrémité un adaptateur A). 
5 : Un nouveau cycle commence pour le fragment matrice qui se fixe sur un autre site de la 
bille. Simultanément, l’amorce complémentaire de l’adaptateur A présente dans le milieu 
réactionnel, se fixe à l’extrémité distale du brin néo-synthétisé.  
6 : Chaque brin sert donc de modèle à la formation de nouveaux fragments, attachés à la bille 
par leur extrémité complémentaire à l’adaptateur B. 
7 : Après plusieurs cycles de PCR, la bille est ainsi recouverte de plusieurs millions de 
molécules d’ADN simple brin identiques. 
On comprend ici l’importance d’avoir des fragments avec les deux adaptateurs différents à 
chaque extrémité.  
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La PCR est bidirectionnelle si deux types de billes fixant chacune un adaptateur sont 
utilisées, les brins sont alors amplifiés dans leur deux sens. On obtient une PCR 
unidirectionnelle si les billes utilisées ne fixent qu’un type d’adaptateur.  

 
A la fin de l’analyse, les billes doivent être triées et sélectionnées de façon à ne garder 

que celles qui sont dites clonales, c'est-à-dire qui n’ont amplifié qu’un seul et même fragment 
d’ADN. L’utilisation d’une faible concentration d’échantillon pour la préparation de 
l’émulsion est primordiale, afin d’obtenir une majorité de billes clonales et éviter 
l’amplification de plusieurs fragments sur une même bille (billes polyclonales). Cette 
concentration doit tout de même être suffisante pour ne pas laisser trop de billes n’ayant fixé 
aucun fragment, ou billes négatives. En réalité, les billes polyclonales ne pourront pas être 
éliminées avant le séquençage, mais les données issues des séquences qu’elles ont générées 
seront éliminées pendant l’analyse. 
Des modules d’enrichissement comme l’Ion touch ES (Ion Torrent®) et le Robotic 
Enrichement Module (Roche®) permettent ainsi la sélection de billes positives (clonales et 
polyclonales). Ils utilisent le même principe de capture sur bille que celui précédemment cité, 
avec la streptavidine et la biotine. 

 

 La Bridge PCR ou solid phase amplification proposée par Illumina® : 

Cette fois le support servant de thermocycleur est une surface plane appelée flow cell. Elle est 
revêtue d'oligonucléotides monocaténaires de deux types qui sont complémentaires aux 
séquences des adaptateurs ligaturés pendant la phase de préparation de la librairie. Ils servent 
aussi d’amorces pour la PCR. Ils sont clivables chimiquement, par des agents différents, pour 
permettre un détachement de la flow cell, sélectif de certains brins. Le processus est beaucoup 
plus facile à comprendre en image (Figure 17).  
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Figure 17 : Principe de la Bridge PCR (PCR en pont). 

1 : La librairie est dénaturée chimiquement et les différents fragments d’ADN simple brin 
obtenus sont hybridés à une amorce liée à la surface de la cellule, par l’intermédiaire de leur 
adaptateur. 
2 : Des réactifs d’amplification sont ajoutés et un cycle d’élongation permet la formation d’un 
brin complémentaire de celui à cloner qui sera fixé au support.  
3 : Une variation thermique permettra à ces brins de se replier pour s’hybrider à l’amorce 
voisine. Une extension des brins peut commencer, ils forment alors des «ponts» d’où le nom 
donné à cette technique.  
4 à 7 : Grâce à des changements cycliques de température, communs à une PCR classique, on 
obtient à la fin de cette étape des millions de « clusters » à la surface de la cellule. Ils 
correspondent chacun à un groupe de produits d’amplification issu d’un même fragment.  
8 : Les brins formés à partir d’un même adaptateur sont détachés du support grâce à une 
fonction « diol » d’un des deux types d’oligomères qui subit une dégradation chimique. Ainsi 
chaque fragment est représenté dans un cluster dans une seule direction (sens ou antisens) 
[96].  
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L’espacement suffisant de chaque type de fragment sur la flow cell est permis grâce à 
cette astuce, seuls les brins ayant le même sens sont gardés dans un même cluster. Les risques 
de polyclonalité des clusters sont fortement réduits par une forte dilution de la librairie, de 
l’ordre du picomole.  

Cette technique d’amplification en pont possède donc l’avantage d’un gain de temps par 
rapport aux technologies qui utilisent la PCR en émulsion, puisqu’elle ne nécessite pas 
d’étape d’enrichissement. De plus, les produits d’amplification obtenus sont directement prêts 
au séquençage sur la flow cell permettant l’automatisation maximale du processus. La flow 
cell est seulement déplacée dans le séquenceur [89]. Cette étape de formation des clusters 
prend environ quatre heures et nécessite 35 cycles. 

 

Etape de séquençage : 
 

C’est à cette étape que les différents fournisseurs se distinguent le plus. 

 Roche®, exemple du Genome Sequencer (GS), Junior 454 

La technique utilisée est ici le pyroséquençage (Figure 18). Après l’étape de PCR en 
émulsion, le mélange de billes est déposé sur une plaque PTP (Pico Titer Plate®) contenant 
des millions de puits dont les diamètres ne permettent d’accueillir qu’une seule bille. Ces 
puits constituent des microréacteurs où vont s’effectuer les différents cycles du 
pyroséquençage. Le brin d’ADN fixé sur la bille sert de matrice et l’amorce A (dans le cas de 
billes B) est utilisée pour initier cette polymérisation. 
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Figure 18 : Principe du pyroséquençage. 

D’après M. Falque [97]. 
A chaque étape d’un cycle, 1 seul des 4 nucléotides (dNTPs) est ajouté au milieu. S’il est 
attendu dans la séquence, il est incorporé par la polymérase, un signal est alors généré. Sinon 
il est éliminé par l’étape de lavage qui succède puis le nucléotide suivant est ajouté et ainsi de 
suite. Cet enchaînement d’étapes est défini par le terme de flow. Le lavage des dNTP non 
incorporés est assuré par une enzyme : l’apyrase. Si le même nucléotide est incorporé 
plusieurs fois en une seule étape, le signal est proportionnel au nombre de nucléotides 
incorporés car la réaction utilisée est stœchiométrique. A chaque incorporation d’un dNTP, un 
pyrophosphate est libéré en quantité équimolaire. Ce dernier est utilisé par une ATP 
sulfurylase qui convertit l’Adénosine 5’phosphosulfate (APS) en ATP. Celui-ci permet 
l’action d’une enzyme, la luciférase, qui produit alors une molécule d’oxyluciférine, source de 
lumière. Ainsi, le signal correspond à une émission de lumière mesurée par un capteur CDD 
(Charge Coupled Device). Les résultats sont présentés sous forme d’un pyrogramme [89]. 
Pour éviter toute interférence, la désoxyadénosine triphosphate (dATP) utilisée pour 
l’élongation du brin d’ADN est ici remplacée par de la désoxyadénosine alpha-thio-
triphosphate (dATPaS), qui est aussi bien reconnue par l’ADN polymérase, mais qui ne peut 
pas être utilisée par la luciférase. 

On comprend qu’avec cette méthode, la distinction de séquence homopolymère du type 
GGGG ou GGGGG nécessite une sensibilité importante du signal. Pourtant il devient difficile 
de distinguer un enchaînement de plusieurs nucléotides identiques, car l’émission de lumière 
n’est pas assez discriminante, c’est le point faible des deux premières technologies évoquées. 
Les homopolymères entraînent des scores de basse qualité et constitue la grande faiblesse de 
ce séquenceur, ceci se traduit par un taux de délétion/insertion plus élevé qu’avec d’autres 
technologies. Il semble qu’un homopolymère de plus de six paires de base engendre un grand 
risque d’erreur [88] [94].  
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 Life technology®, exemple du Personnal Genome Machine (PGM), Ion torrent®  

La technologie utilisée est celle des semi-conducteurs [98]. Les billes utilisées pour la 
PCR en émulsion sont appelées ici Ion Sphere Particule (ISP). Après l’étape d’enrichissement 
qui permet de ne récupérer que les billes positives, ces dernières sont «chargées» dans une 
puce. Il en existe de différentes capacités en fonction du résultat souhaité et de la quantité 
d’échantillons à tester. La puce, ou chip, est constituée de millions de puits dont les diamètres 
ne permettent d’accueillir qu’une seule bille, elle est l’équivalent de la plaque PTP de Roche®. 
Selon le même principe que la technologie Roche®, les dNTP sont ajoutés de façon 
séquentielle. Mais cette fois le signal qui suit l’incorporation du nucléotide est engendré par la 
libération d’un proton (H+) qui va modifier le pH (potentiel en Hydrogène) dans la chambre 
réactionnelle (Figure 19). Cette variation immédiate du pH est détectée par la cellule de 
mesure puis transformée en un courant exprimé en Volt. Les résultats sont présentés sous la 
forme d’un ionogramme. Le nombre de protons libérés est identique au nombre de dNTP 
incorporés et par conséquent le signal est proportionnel [99]. De ce fait, les homopolymères 
sont de potentielles sources de problèmes avec cette technologie également. 

L’originalité de cette technique réside dans le fait qu’elle n’utilise pas de caméra pour la 
détection du signal ni de dNTP avec un marquage fluorescent. Son mode de détection est basé 
sur la pHmètrie et constitue un avantage au niveau du coût [100]. 

 

Figure 19 : Principe de séquençage utilisant la technologie des semi-conducteurs. 
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 Illumina® Solexa, exemple du Miseq system 

La technologie utilisée est appelée Reverse Dye Terminator (RDT) car elle consiste en 
l’utilisation de didésoxynucléotides (ddNTP) qui possèdent chacun un marqueur fluorescent 
différent (reversible terminators) et un bloqueur d’élongation. Ils diffèrent de ceux utilisés 
dans la méthode Sanger car le blocage à l’extrémité 3’ peut être supprimé par un agent 
chimique, il est donc réversible. Le séquençage est réalisé dans la flow cell où se trouvent tous 
les clusters (Figure 20). D’autres types de bloqueurs sont utilisés pour bloquer les extrémités 
libres des brins fixés sur la flow cell (ovales gris sur le schéma). 

 

 

Figure 20 : Principe de séquençage par la technologie Illumina. 

Cette fois les quatre nucléotides sont incorporés simultanément. Ils sont synthétisés de 
façon à stopper l’élongation donc un seul ddNTP est incorporé à chaque cycle de 
polymérisation. Les ddNTP non liés sont éliminés par une étape de lavage. Ensuite une image 
est enregistrée par une caméra CCD, permettant de connaître le nucléotide incorporé au 
niveau de chaque cluster grâce à la fluorescence des marqueurs. Enfin, le marqueur 
fluorescent est clivé ainsi que le terminateur qui empêchait l’élongation. Un nouveau cycle 
d’élongation peut donc avoir lieu. 
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L’impossibilité d’incorporer plusieurs dNTP en un même cycle rend cette technologie 
plus précise que les deux précédentes notamment dans la détermination des séquences 
répétées ou homopolymères. Il y a autant de cycles de séquençage que de bases dans un read 
final. 
Cette technologie possède un avantage supplémentaire, grâce à la méthode du paired end 
read. Ceci permet de doubler le nombre de reads, et donc la profondeur de lecture, sans 
diminuer les capacités de séquençage. Pour cela, lorsque la fin de la séquence d’un fragment 
est atteinte, celui-ci subit un « retournement » comme indiqué dans la figure 21. Une 
deuxième session de séquençage, débute alors dans un même run, à partir de l’extrémité 
opposée à la précédente. Un même cluster est donc lu deux fois en mode paired-end read, 
permettant la lecture des brins dans les deux sens. En lecture simple il est lu une fois, dans un 
seul sens du brin [96]. Dans le cas des autres technologies (Ion torrent ou 454), les brins 
peuvent également être lus dans les deux sens, mais cela requiert l’utilisation de deux fois 
plus de billes et diminue ainsi la diversité des reads séquencés. En d’autres termes, les billes 
utilisées pour séquencer le brin dans l’autre sens ne seront pas utilisées pour séquencer un brin 
d’ADN différent et diminue ainsi les « capacités » d’un run. 

 

 

Figure 21 : Principe du paired end read. 
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4. Comparaison entre les différentes technologies proposées 
 

Les technologies de séquençage de deuxième génération offrent différentes approches qui 
peuvent être comparées sur de nombreux points, chacune présentant ses avantages et 
inconvénients. La qualité des résultats obtenus pourra se traduire par différents paramètres 
que l’on va définir. Parmi les inconvénients, la nécessité d’intervention humaine est à 
considérer car elle constitue une perte de temps dans chaque étape menant au résultat. Elle 
augmente également les risques d’erreurs. Le tarif de l’automate, du matériel associé et des 
réactifs est fortement variable d’un fournisseur à l’autre et doit être étudié soigneusement dans 
le choix d’une technologie, en fonction des besoins du laboratoire. Dans cette thèse seront 
comparés les trois automates appropriés à une utilisation en laboratoire de biologie médicale, 
à savoir le Genome Sequencer Junior (GS) de Roche®, le Personnal Genome Machine (PGM) 
de Life technologie® et le Miseq system d’Illumina®. La figure 22 récapitule les principaux 
critères de comparaison.  

 

Globalement, les technologies les plus coûteuses sont celles du Miseq et du GS et la 
moins onéreuse est celle du PGM [101]. Les différences de prix, pour Roche® et Illumina®, 
s’expliquent en partie par la nécessité d’une caméra pour la détection de fluorescence et de 
nucléotides marqués, plus coûteux. Le matériel de détection prend également plus de place 
dans ce cas. L’originalité d’Ion Torrent est qu’il est le seul à proposer une méthode non basée 
sur la détection d’une lumière, mais sur des variations de pH. Ceci impose des contrôles de la 
qualité de l’eau et nécessite l’installation d’une station de purification (utilisation d’eau milli-
Q) ainsi qu’une maintenance technique lourde et longue (plusieurs heures) pour la préparation 
de l’automate avant analyse. 

 

Débits et capacités s’expriment en nombre de paires de bases séquencées pendant un run. 
Une capacité importante offre la possibilité de séquencer un grand nombre d’échantillons en 
un run, ou bien, un nombre restreint d’échantillons, mais avec une profondeur de lecture plus 
importante et donc un résultat de séquence plus fiable. La profondeur de lecture correspond 
au nombre de lectures couvrant une position donnée de la séquence. En d’autres termes elle 
correspond au nombre de fois où une base est séquencée (Figure 23). Elle est exprimée en 
« fois » ou « x ». On comprend pourquoi l’augmentation de la profondeur est synonyme de 
résultat plus fiable et que selon l’application, une profondeur variant de 20X à 1000X sera 
exigée. Par exemple, dans le cas où il s’agit de retrouver des mutations très rares et 
ponctuelles à l’origine d’une pathologie (mutations somatiques), il faudra une profondeur 
élevée (1000X) pour assurer une bonne sensibilité. Dans le cas du typage HLA, où un 
polymorphisme est recherché, il sera donc théoriquement représenté pour moitié à une 
position donnée chez un patient à l’état hétérozygote. Une profondeur plus faible (de l’ordre 
de 50X par exemple) suffit à s’assurer du polymorphisme. Ainsi l’automate qui présente la 
plus petite capacité est le GS et le plus performant est le Miseq. Le PGM présente des 
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capacités intermédiaires et possède l’avantage d’avoir des capacités adaptables selon l’activité 
de l’utilisateur car trois puces sont proposées (Chip 314, 316 et 318) [101]. Pour donner une 
idée plus précise des capacités, d’après le fournisseur, la puce 314 de l’Ion Torrent permet de 
typer en un run les loci HLA-A, -B, -C, -DRB1, DPB1 de six patients avec une couverture 
moyenne (définie dans le paragraphe suivant) supérieure à 100X, soit une couverture tout à 
fait satisfaisante. La puce 316 permet d’augmenter le nombre de patients à 24 par run. La 
puce 318 permettrait de typer 48 patients en un run en admettant que de nouveaux barcodes 
soient disponibles, en attendant elle permet de typer 11 loci de 24 patients [94]. Le Miseq 
permet le typage des loci HLA-A, -B, -C et –DRB1 de 96 échantillons en un seul run. [102]. 

 

Une lecture ou read correspond à un fragment nucléotidique dont la séquence est 
déterminée par l’automate. La taille des reads doit être la plus grande possible pour éviter les 
problèmes de reconstitution de séquence après l’analyse, assurer une bonne couverture, et 
donc simplifier le travail. Si les reads sont trop courts, il est plus difficile pour le logiciel de 
rétablir leur enchaînement complet car leur chevauchement est plus faible, et le risque de 
génération d’ambiguïtés augmente [94]. Les longueurs proposées n’offrent pas toutes la 
possibilité de séquencer un exon entier en un seul read, ce qui est pourtant avantageux dans le 
cas de l’approche « amplicon-based exon sequencing » dont nous parlerons dans la 
discussion. De plus la qualité de lecture est médiocre en fin de read, il faut donc prévoir une 
longueur de read supérieure à celle de l’exon afin d’obtenir un résultat de séquençage 
satisfaisant (>300 pb environ) [89]. 

La notion de couverture correspond au pourcentage des régions d’intérêt séquencées, 
c'est-à-dire au pourcentage de bases couvertes par une profondeur définie. Ce paramètre 
représente la sensibilité. La possibilité de couvrir une base par de nombreux reads permet à la 
NGS d’offrir une sensibilité bien meilleure par rapport à une méthode Sanger.  

Un lien entre la longueur moyenne des reads (L), le nombre de reads (N) et la profondeur 
(P) peut être établi par la formule suivante : 𝑃 = 𝑁∗𝐿

𝐺
  avec G la longueur totale du/des gène(s) 

à séquencer en un run. Cette équation simple permet de comprendre l’équilibre qui existe 
entre la qualité des séquences obtenues et l’exploitation optimale des capacités du séquenceur. 
En effet, la qualité des séquences obtenue est maîtrisée en grande partie par une profondeur de 
lecture suffisamment élevée. Si on augmente la variable G, qui reflète le nombre 
d’échantillons ou la taille des gènes de l’échantillon à séquencer, on diminue P, on perd donc 
en qualité. Il faut donc trouver le bon équilibre entre les deux variables dans le but d’obtenir 
un maximum de séquences de bonne qualité en un seul run. La capacité de l’automate doit 
être choisie en fonction de son mode et de sa fréquence d’utilisation. 
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Figure 22 : Récapitulatif de la comparaison des différentes technologies disponibles. 

D’après http://www.biorigami.com 

 

Figure 23 : Représentation de la profondeur de lecture.  
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La longueur des reads obtenus avec le GS et l’Ion Torrent sont les plus intéressantes, ils 
peuvent aller jusqu’à 400 paires de bases alors que le Miseq n’arrive qu’à 150 [103]. Une 
amélioration récente permettrait toutefois d’atteindre les 300 pb [94]. En revanche, il est le 
seul à disposer du paired-end read, permettant de multiplier par deux le nombre de lectures. 
En effet, comme expliqué précédemment, une seconde session de séquençage est débutée à 
partir de la deuxième extrémité de chaque fragment. On obtient ainsi des lectures d’une 
qualité satisfaisante à partir des deux extrémités de la séquence. Dans les autres cas, on 
observe des taux d’erreurs plus importants en fin de read. L’intérêt majeur du paired-end-
read est de gagner en profondeur de lecture sans diminuer la capacité totale de séquençage (le 
nombre d’échantillons) d’un run.  

L’obtention de plus grandes capacités demande également des temps d’exécution par run 
plus importants. Il faut compter moins de 10 heures par run pour le GS, alors qu’on atteint 26 
heures pour le Miseq. Le PGM réalise un run en deux à trois heures selon la puce utilisée.  

Cependant, il faut aussi prendre en compte le temps nécessaire pour la préparation des 
échantillons, qui est propre à chaque technologie. Par exemple, pour le typage de huit 
échantillons, avec l’Ion torrent, il faut compter 13 heures de préparation de librairie [101]. La 
préparation des librairies est une étape indispensable et critique au bon déroulement du 
séquençage. Elle est la plus chronophage de tout le processus et les moyens déployés pour la 
faciliter sont recherchés. Comme nous l’avons évoqué précédemment, la technologie  de PCR 
en pont d’Illumina, réalisée sur le même support que l’étape de séquençage (flow cell), permet 
une automatisation complète. Elle nécessite peu d’intervention manuelle entre ces deux 
étapes, la flow cell est simplement déplacée vers le séquenceur.  

Chez Ion Torrent, la préparation de la librairie est de plus en plus automatisable avec la 
sortie du Ion Chef qui rassemble plusieurs étapes. Après la préparation de la librairie et le 
contrôle de sa concentration, les échantillons sont chargés dans l’Ion Chef qui réalise la PCR 
en émulsion, le contrôle de sa qualité et l’enrichissement. Enfin la puce qui sert de support à 
l’étape de séquençage est automatiquement chargée des billes enrichies. Il possède un système 
de lecture des codes-barres qui permet l’identification des échantillons et des réactifs. Toute 
cette étape ne nécessite que 15 minutes d’intervention technique (au lieu de plusieurs heures) 
et permet d’aboutir directement à l’étape de séquençage. Cependant, cet automate n’est 
rentable que si les deux puces qu’il prépare peuvent être chargées sur le PGM, c'est-à-dire si 
les capacités (en terme de longueur de reads) ne nécessitent pas plus de 500 flows par puce 
car le maximum de flows réalisables dans un run est 1000 (2 x 500). Le séquençage des gènes 
HLA nécessite 850 flows, il n’est donc pas possible actuellement d’utiliser deux puces sur un 
même run dans ce contexte. 

Quelle que soit la technologie choisie, PCR en émulsion ou en pont, la librairie doit être 
impérativement quantifiée avant son amplification clonale. Comme nous l’avons précisé 
précédemment, la concentration doit être favorable à la formation de microréacteurs efficaces. 
Plus précisément, il s’agit d’obtenir des gouttelettes contenant une bille avec un seul fragment 
à amplifier, et l’équivalent pour les clusters. Un ajustement de la concentration pourra être 
nécessaire voire indispensable dans le dernier cas. Les instruments Quant-It PicoGreen® 
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dsDNA assay et Qubit® fluorometer de Life Technologies® peuvent être utilisés pour leur 
rapidité [94]. Ils permettent d’éviter les interférences avec les molécules de type acides 
nucléiques, ARN et protéines grâce à l’utilisation d’un fluorochrome spécifique intercalant. 
Ce dernier possède une fluorescence très faible qui s’intensifie considérablement lors de sa 
liaison à la molécule d’ADN double brin. L’absorbance mesurée à la longueur d’onde 
spécifique du fluorochrome est ainsi proportionnelle à la concentration d’ADN double brin du 
milieu, sans être modifiée par la présence d’autres composants. Il existe un fluorophore 
spécifique pour chaque type de molécule, de façon à permettre, selon les besoins, les mesures 
des concentrations en protéines, ARN ou ADN d’un même milieu. Le Qubit® est destiné à un 
nombre réduit d’échantillons puisque le passage est individuel, alors que le Quant-It® est 
adapté à la lecture de microplaque de 96 puits donc à de nombreuses lectures simultanées.  

Afin de s’assurer que la librairie en cours de préparation permette d’aboutir à un résultat 
de séquençage acceptable, plusieurs étapes de vérification apprécient la qualité de la 
manipulation. Elles évitent de prolonger inutilement une préparation fastidieuse, qui 
entraînerait un gaspillage de réactifs. Deux étapes de purification et de sélection de taille des 
fragments peuvent être nécessaires selon l’approche. Dans tous les cas, la vérification de la 
taille des fragments après ligation des adaptateurs est nécessaire, ainsi que la mesure de la 
concentration de la librairie après PCR et enrichissement, cette dernière pouvant être ajustée. 

 

5. NGS et informatique 
 

Les technologies de séquençage de nouvelle génération fournissent énormément de 
données, jusqu’à plusieurs Giga paires de bases (Gpb) sont produites par jour pour un 
séquenceur. Ces données sont impossibles à analyser sans logiciel à tel point que les facteurs 
limitant sont actuellement les logiciels d’analyses des données mais également leur moyen de 
stockage [104]. 

Les logiciels proposent un résultat, à l’aide d’algorithmes bien établis, et renseignent 
également par différentes façons sur la qualité du résultat obtenu. Dans le cadre du typage 
HLA, le ratio allèlique (allelic imbalance) est un paramètre très utile. Il est calculé par le 
rapport des profondeurs moyennes des deux allèles. Ainsi il correspond au nombre de lectures 
provenant de chacun des allèles pour chaque locus. Si ce ratio est déséquilibré (éloigné de un) 
il peut signaler un éventuel phénomène de drop out, ou bien attiré l’attention sur un résultat 
homozygote (dans ce cas il doit évidemment être le plus déséquilibré possible). Les drop out 
sont souvent dûs à une mauvaise conception d’amorces génomiques de PCR mais peuvent 
être également induits par la présence de mutations qui empêchent l’hybridation d’une 
amorce. Ces mutations ponctuelles peuvent être rencontrées plus fréquemment dans le 
contexte d’hémopathies malignes, ce qui impose une vigilance accrue [101] [89] [105]. 

Il n’existe pas de consensus établi à l’heure actuelle pour la définition des valeurs des 
paramètres qualité acceptables pour une validation de typage HLA. Cependant, l’expérience 
de différentes études rapporte qu’une longueur de lecture moyenne d’environ 200 paires de 
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bases au minimum apporterait une qualité satisfaisante d’analyse. Des critères fixés à une 
profondeur moyenne de 100X et une profondeur minimum de 20X permettraient d’assurer des 
résultats robustes [94]. Un ratio allélique placé à 20-80% pour des échantillons hétérozygotes 
serait souhaitable, en d’autres termes, aucun des deux allèles ne doit être représenté par plus 
de 80% des lectures [94]. Cependant, il semble plus prudent que ces critères soient testés et 
établis après plusieurs essais lors de la mise en place de la technique dans un laboratoire.  

Quelques exemples de données apportées par le logiciel du PGM sont représentés dans la 
figure 24. A ces données s’ajoutent, par exemple un paramètre appelé uniformité de 
couverture, qui est indiquée par le pourcentage de bases qui sont couvertes par au moins 20% 
de la profondeur moyenne. Le nombre de reads alignés (sur la séquence de référence) par 
rapport au nombre de reads générés est également un renseignement intéressant. 

 

Figure 24 : Exemple de données par le logiciel Ion Torrent. 

 
D’après C. Gabriel et al. [94]. 

Dans des études comparatives basées sur des séquences identiques analysées 
parallèlement, on observe de faibles variations entre les profondeurs de lecture des deux 
automates GS et PGM pour un même endroit de la séquence. Ceci permet de penser que la 
profondeur obtenue dépend principalement de la séquence elle-même, des types de 
nucléotides et de leur enchaînement plutôt que d’autres facteurs comme la préparation de la 
librairie [101].  
Des études, réalisées sur le GS, ont également montré qu’en moyenne, 65-70% des reads 
étaient exempts d’erreurs, et que dans les autres moins de trois nucléotides étaient faux. La 
répétition de l’analyse conduisait dans plus d’un tiers des cas aux mêmes erreurs, ce qui laisse 
encore penser que certaines combinaisons de nucléotides favorisent les erreurs [94]. 
Finalement, seulement 50 à 80% des données brutes issues d’un run participent à 
l’établissement de la séquence consensus [106]. La plupart des séquences rejetées proviennent 
de billes polyclonales qui ont donné lieu au séquençage de plusieurs brins d’ADN différents 
dans le même puits [89].   
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On a vu que le multiplexage est possible avec les technologies de nouvelle génération, il 
est en effet très intéressant pour gagner en rapidité et réaliser des séries de typage. Les 
identifiants sont des oligonucléotides de quelques paires de bases (une dizaine), ils doivent 
être synthétisés de façon à distinguer les échantillons entre eux. Ils doivent aussi pouvoir se 
lier aux adaptateurs et ne pas entraîner de risque d’inhibition d’amplification et de 
séquençage. Chaque identifiant doit donc être validé et vérifié sur plusieurs échantillons 
connus ce qui les rend difficiles à élaborer et onéreux [94]. De ce fait, ils peuvent être un 
facteur limitant des capacités de séquençage, il existe un nombre limité de barcode 
disponibles pour chaque fournisseur (24 pour GenDx par exemple qui est le seul fournisseur à 
proposer un kit de typage HLA par NGS sur le marché). Les barres-codes ne sont pas à l’abri 
d’erreurs de séquençage, et sont étudiés de façon à ce qu’une ou plusieurs erreurs de 
séquençage dans ceux-ci soient bien détectées comme des erreurs afin de ne pas attribuer le 
read à un autre individu (présentant un barre-code proche du barre-code séquencé). La 
détection de ces erreurs entraîne automatiquement un rejet du read par le logiciel, qui ne sera 
attribué à aucun échantillon. D’après des données estimées avec le Miseq, ces erreurs peuvent 
atteindre 10 à 20% des reads [94]. 

Les différentes technologies proposées ont chacune leurs faiblesses. Comme nous l’avons 
déjà évoqué précédemment, les homopolymères sont un grand point faible de l’automate de 
Roche®, et également de l’Ion Torrent qui montrent des taux de délétions et insertions bien 
plus élevés que le Miseq. En effet, rappelons que chez ce dernier, l’ajout des nucléotides ne 
peut se faire qu’un par un, grâce au bloqueur d’élongation, ce qui limite ce type d’erreurs. 
Elles compliquent la tâche aux logiciels qui sont chargés d’aligner les séquences. Si les 
délétions/insertions ne sont pas une faiblesse du Miseq, en revanche, il présente des erreurs de 
substitution [107]. Les substitutions sont dues à des erreurs survenant pendant la PCR ou bien 
à un mauvais clivage du marquage fluorescent, propre à cette technologie. Globalement, le 
Miseq possède actuellement des données brutes plus fiables que le GS et le PGM. 

Il existe plusieurs stratégies pour calculer des scores de qualité en séquençage, la plus 
connue étant le programme Phred, qui permet un calcul logarithmique lié à une probabilité 
d’erreur selon la formule 𝑄 =  −10 log10 𝑃 avec P la probabilité d’erreur d’identification 
d’une base. Cette probabilité est estimée par le séquenceur, en fonction de l’intensité du signal 
perçu et de la position de la base dans le read (score médiocre en fin de read, présence d’un 
homopolymère avant la base). Ce programme a été conçu initialement pour permettre des 
comparaisons entre séquenceurs. Un score de qualité Q est attribué à chaque base nucléique 
issue d'un électrophorégramme de séquençage automatique. Plus concrètement, un score 
qualité Phred Q10 correspond à une chance sur dix d’avoir une identification incorrecte d’une 
base, autrement dit une précision d’assignation d’une base de 90%. Un score Q20 correspond 
respectivement à une chance sur cent, ou une précision de 99% et ainsi de suite…[101] [108]. 
Au total, ils permettent de filtrer et d’éliminer les séquences incorrectes. Dans le cas des 
automates de NGS, les logiciels utilisent ces scores de qualité basés sur l’estimation Phred ou 
sur un autre type de calcul (qui ne sera pas détaillé) pour attribuer une Quality Value ou QV 
aux bases.  
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Le séquenceur effectue une série de corrections lors de l’acquisition de ces données 
(correction du bruit de fond, évaluation du degré de confiance de l’assignation), avant de les 
convertir en format FASTQ, c'est-à-dire en séquences nucléotidiques auxquelles sont associés 
des scores de qualité [88]. Le fichier texte FASTQ est une forme de stockage des séquences, il 
comprend pour chaque read quatre lignes (Figure 25).  

 

 

Figure 25 : Représentation d’une séquence nucléotidique en format FASTQ. 

La première ligne constitue l’identification du read, précédée d’un symbole @. La seconde 
ligne est la séquence de nucléotides en elle-même. Ces deux premières lignes constituent 
ensemble un fichier texte FASTA, à la seule différence du « @ » remplacé par un « > ». La 
troisième ligne est un signe «+», il n’est présent aujourd’hui que pour des raisons de 
compatibilité entre logiciels. La quatrième ligne est un enchaînement de score de qualité 
correspondant chacun aux nucléotides de la deuxième ligne. Ces scores sont convertis en 
caractères ASCII (American Standard Code for Information Interchange) qui est une norme 
de codage informatique. Dans le cas du séquençage Sanger et Ion Torrent®, les scores qualités 
sont basés sur le calcul Phred, les automates de chez Illumina® utilisent un autre type de 
calcul. Selon la version de la norme ASCII utilisée, les conversions ne sont pas forcément 
comparables [94] [108]. 

L’obtention de résultats sous forme d’une séquence consensus, c'est-à-dire une unique 
séquence établie à partir d’une combinaison de toutes les lectures obtenues, nécessite 
plusieurs étapes et logiciels. Ces derniers reconnaissent également les codes-barres et 
attribuent la séquence à l’échantillon correspondant. Le logiciel du séquenceur s’occupe de 
l’acquisition des données brutes et détermine les enchaînements de nucléotides, on parle de 
base calling. La reconstitution de la séquence analysée à partir des reads s’appelle le 
mapping, elle est réalisée par un second logiciel. Il peut être réalisé par alignement des 
lectures obtenues par rapport à une séquence de référence connue, ou bien, si aucun génome 
de référence n’est disponible, une nouvelle séquence peut être formée par assemblage de 
novo. Dans ce dernier cas, le chevauchement des reads permet de les aligner, il faut donc 
prévoir un chevauchement suffisant et des longueurs de reads assez importantes [94]. 
Plusieurs difficultés peuvent être rencontrées durant la reconstitution des séquences. Plus les 
lectures sont courtes, plus elles peuvent correspondre à plusieurs parties d’une référence, ou à 
plusieurs allèles dans le cas du typage HLA. L’objectif du séquençage étant principalement la 
recherche des polymorphismes, il faut que le logiciel accepte un minimum de variations lors 
de la reconstitution (mutations, insertions ou délétions). La difficulté est alors de considérer 
cette variation comme une réalité ou comme une erreur de la technologie. Cette réponse sera 
apportée par la multitude des lectures couvrant une même base, autrement dit sa profondeur. 
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La recherche de séquences de référence similaires à la séquence consensus obtenue est 
réalisée grâce à différents programmes d’alignement du type BLAT. L’alignement des reads 
est réalisé par rapport à des séquences regroupées dans la base de données de l’IMGT-HLA 
data base, selon des algorithmes permettant d’attribuer le meilleur emplacement au read 
[104]. Le logiciel calcule un score de mapping qui lui permet d’attribuer les reads à un 
emplacement sur une séquence. Ce calcul ne sera pas détaillé ici. La qualité générale de 
l’alignement est appréciée par la Mapping Quality Value (MQV). Elle correspond à une 
probabilité d’avoir un bon alignement qui prend en compte les scores de mapping et la 
longueur des reads alignés. Si aucun alignement d’un read à une référence n’est trouvé, il est 
comparé aux artefacts possibles qui sont regroupés dans une table. Les artefacts référencés 
sont des séquences qui peuvent être générées si l’amorce ne s’est pas hybridée à l’endroit 
attendu, par exemple avec les pseudogènes. En cas de suspicion d’erreur de ce type, certains 
logiciels, comme le Conexio ATF software, classent les reads erronés dans une « corbeille ». 
L’utilisateur a toujours la possibilité de déplacer ces données pour qu’elles soient prises en 
compte pour l’assignation [106] [109]. 

Dans le cas du typage HLA en long Range PCR, le chevauchement des reads est 
nécessaire pour l’assemblage final car les séquences des gènes entiers sont encore loin d’être 
toutes référencées dans la base de données. Pour l’approche exon-sequencing, l’assemblage 
par rapport à une référence est beaucoup plus simple pour des exons bien documentés et qui 
nécessitent peu de lectures pour être couverts en longueur [94].  

Cette informatisation a pour avantage de permettre la réanalyse des données brutes issues 
d’un run. En effet, dans le cas où les reads n’ont pas une qualité satisfaisante, il est possible 
de les soumettre à des conditions plus strictes de trimming, c'est-à-dire de « couper » plus 
facilement les extrémités. La réanalyse des nouvelles données peut aboutir à un résultat qui 
aura perdu en couverture mais qui sera plus fiable. 

Au total, une seule société commerciale propose une solution clé en main depuis la 
préparation des échantillons (avec l’option long Range PCR qui semble la plus plébiscitée) 
jusqu’à l’analyse de résultats via un logiciel dédié, il s’agit de GenDx® (pour les automates 
Miseq et Ion Torrent). A l’heure actuelle, en France, aucune autre méthode fournisseur n’est 
disponible avant Octobre 2015.  

Finalement, Roche® propose un automate qui permet des résultats rapides, avec des 
longueurs de lectures appréciables mais les capacités de l’automate de paillasse sont limitées 
par rapport à ses concurrents avec un coût élevé par run. La résolution des homopolymères 
reste le problème majeur de cette technologie qui fut la première à être utilisée dans le cadre 
du typage HLA, mais qui annonce l’arrêt du marché dans le développement de kit pour le 
typage HLA. Cet arrêt de marché est prévu en 2016, laissant la voie aux deux autres 
séquenceurs. Les homopolymères sont aussi un problème pour l’Ion Torrent, qui représente 
pourtant la technologie la plus récente. Cette technologie présente un coût plus attrayant que 
son principal concurrent le Miseq, grâce à l’éviction de nucléotides au marquage fluorescent 
et des détecteurs associés. Sa rapidité de séquençage pour un débit et des longueurs de 
lectures tout à fait correctes en font un concurrent respectable, malgré le temps de préparation 
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de librairies encore long. Le Miseq possède l’avantage indéniable d’être complètement 
automatisé à partir de l’étape d’amplification clonale de la librairie, limitant les interventions 
techniques, et ainsi la perte de temps et le risque d’erreurs. La chimie utilisée a largement fait 
ses preuves dans l’histoire du séquençage et permet d’éviter les problèmes rencontrés chez les 
automates précédents. Cependant les erreurs les plus rencontrées seraient des incorporations 
d’un mauvais nucléotide, en particulier après une Guanine [89]. Il propose également la 
possibilité de faire du paired-end read, permettant une amélioration de la robustesse des 
résultats.  

 

6. Séquençage de troisième génération 
 

La troisième génération de séquençage est actuellement en cours de développement et 
d’amélioration. Elle est déjà utilisée mais est encore réservée aux activités de recherche.  

Cette génération est qualifiée de Single Molecule Sequencing puisqu’elle permet 
d’obtenir un résultat de séquence à partir d’une seule molécule. Nous pouvons ainsi espérer 
s’affranchir de toute étape d’amplification et donc de la préparation d’une librairie. Il s’agit 
d’une avancée prometteuse car ces étapes d’amplification sont les causes majeures d’erreurs 
de séquençage. Un autre avantage est également d’autoriser des lectures de plus grande taille 
et en un temps très court. 

Il faut nuancer les explications concernant l’absence de nécessité d’amplification, ceci 
dépend entièrement de l’application utilisée. Dans le cas du typage HLA, il serait nécessaire 
de pré amplifier le gène à typer pour sélectionner la séquence d’intérêt et y ajouter des codes-
barres nécessaires au multiplexage d’échantillons. Mais dans tous les cas, cette amplification 
(classique) resterait bien plus simple et rapide que la préparation d’une librairie de deuxième 
génération.  

 

Technologie des nanopores 
 

L’une des deux technologies de 3ème génération actuellement connue est proposée par 
Oxford nanopore technologies®. C’est une approche basée sur l’utilisation de pores de très 
faible diamètre, de l’ordre du nanomètre (nm), intégrés dans une membrane qui sépare deux 
compartiments remplis d'électrolytes, à travers lesquels passe un courant ionique mesuré en 
continu. Si le courant est ralenti par l’obstruction partielle du pore, ceci se traduit par une 
diminution du courant mesuré. Deux méthodes sont développées ensuite : l’exonuclease 
sequencing où chaque base est clivée individuellement par une enzyme et passe par le 
nanopore pour être identifiée ou bien le strand sequencing : une molécule d’ADN simple brin 
entière est menée par une enzyme à travers le nanopore (Figure 26). L’identité des bases est 
obtenue lors de leur passage une par une dans le pore au niveau d’une cyclodextrine en 
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mesurant la variation du courant ionique qui diffère selon la base qui bloque le pore. Ce 
principe a subi plusieurs améliorations qui tendent à gagner en précision et en longueur des 
lectures envisageables. 

Ces nanopores peuvent être biologiques, comme par exemple la toxine α-hémolysine du 
Staphylocoque doré, stable et de diamètre intérieur idéal pour qu'une molécule d'ADN simple 
brin puisse être "conduite" à travers le pore, nucléotide par nucléotide selon l'ordre de la 
séquence. Des supports solides peuvent être aussi utilisés à base de silicium ou de graphène. 
Ceci s’applique à des ADN simple brin ou des ARN dont la longueur peut atteindre plusieurs 
kilobases ou bien à de petites molécules (nucléosides). 

Un séquençage de faible coût est alors permis du fait de l’absence de réactifs 
fluorescents, de système optique, et d’étape d’amplification. La purification et l’extraction 
nécessaires sont réalisables avec des kits existant sur le marché, à partir de 20 millilitres de 
sang. Le système de traitement des données est relativement simple [74][110][111]. 

Plusieurs difficultés ont été rencontrées au cours du développement de cette technologie, 
principalement concernant la vitesse de mobilité du brin d’ADN à travers le pore qu’il fallait 
réduire.  

 

Figure 26 : Principe du séquençage de 3ième génération selon la technologie des 
nanopores. 

D’après https://nanoporetech.com [112].  
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Technologie des Zero-mode Waweguides 
 

L’autre technologie est proposée par la société Pacifique biosciences® avec l’automate 
PacBio RS. Cette technologie repose sur l’utilisation de cellules SMRT (Single molecule real 
time) qui contiennent plusieurs milliers de puits (Figure 27) appelés Zero-mode waweguides 
(ZMW). Dans chaque puits, se déroule une réaction de séquençage en temps réel grâce à une 
ADN polymérase, attachée au fond du puits. Chacun des puits contient un seul brin d’ADN et 
est alimenté en nucléotides, marqués chacun par un fluorophore différent. La polymérase peut 
alors les incorporer successivement et selon l’ordre de séquence. L’incorporation du 
nucléotide permet l’excitation du fluorophore correspondant car les ZMW sont exposés par-
dessous à une lumière qui permet d’exciter le fluorophore. Ce faisceau d’excitation dont la 
longueur d’onde est trop importante pour traverser efficacement le nanopore, illumine 
uniquement la polymérase. Le faisceau d’excitation émis est donc fortement atténué ce qui 
crée un volume de détection très faible (de l’ordre du zeptolitre soit 10-21 L) dans le fond du 
puits d’où l’appellation de « zero-mode waveguide ». Une fois l’incorporation du nucléotide 
achevée, la libération du fluorophore dans le puits met fin au signal lumineux (car il ne reçoit 
plus le faisceau d’excitation qui « illumine » uniquement la polymerase). Une caméra de 
détection est placée au dessus de la cellule SMRT pour capter la lumière émise à chaque 
incorporation. Ainsi un ZMW agit comme un microscope ultra puissant et la lumière émise à 
chaque incorporation est détectée par la caméra. Comme toutes les réactions se déroulent 
simultanément dans les puits de la cellule, le signal provenant des ZMV est ainsi 
considérablement amplifié. Le bruit de fond est quasi inexistant grâce au faible volume de 
détection atteint [113] [114]. La difficulté reste de synchroniser le séquençage de tous les 
brins simultanément. 

L’avantage des plus grandes lectures proposées par ces nouvelles techniques est 
d’envisager une séparation facile des haplotypes, qui serait d’un grand intérêt en 
histocompatibilité. 

Des tests de typage HLA ont déjà été réalisés sur le PacBio RS, avec multiplexage de huit 
à vingt échantillons sur les gènes de classe I. Les résultats sont très encourageants, et 
aboutissent à une réussite proche de 100% [115]. 

Ceci permet d’envisager également une première application de la 3ième génération, 
comme un moyen d’obtenir des lectures de grands fragments avec une faible précision. Ces 
derniers serviraient de «modèle» pour l’assemblage et la combinaison des nombreux petits 
fragments obtenus avec une grande précision par les technologies de 2ième génération, voire 
par la suite avec la 3ième génération elle-même [110]. 
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Figure 27 : Principe du séquençage de 3ième génération selon la technologie des cellules 
SMRT.  

D’après www.pacificbiosciences.com [113]. 
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OBJECTIFS 
 

L’objectif de cette thèse est à la fois d’évaluer la mise en place du séquençage Sanger au 
laboratoire d’histocompatibilité du CHRU de Nancy, et de réfléchir à la mise en place d’une 
technique de séquençage de nouvelle génération pour le typage HLA des couples 
donneur/receveur de CSH et le typage des nouveaux DVMO.  

La mise en place de la technique du séquençage Sanger mono-allélique a été demandée 
en Janvier 2013 par le laboratoire d’histocompatibilité du CHRU de Nancy. Cette demande 
fait suite à la modification des exigences des standards de l’EFI (version 6.0) concernant la 
définition du typage de haute résolution, demandé dans le cas des greffes de CSH avec 
donneurs non apparentés (Section D1.4 et I4.3). Il est maintenant obligatoire de lever toutes 
les ambiguïtés relatives au polymorphisme des exons 2 (et 3 pour la classe I), c'est-à-dire de 
rendre un résultat de typage en groupe G. Il est également demandé d’éliminer la possibilité 
d’allèles nuls faisant partie de ce groupe G. L’utilisation de cette technologie est devenu un 
besoin réel car les kits de PCR-SSP dits « alléliques » (même « combinés » aux kits de PCR-
SSO) ne permettent plus de respecter la conformité aux standards EFI lors du typage des 
donneurs et receveurs de CSH. Les techniques de PCR-SSP et de PCR-SSO laissent un grand 
nombre d’alternatives alléliques et des allèles nuls qui ne peuvent pas toujours être éliminés 
(pas de typage en sérologie pour le locus C). 

La mise en place du séquençage Sanger mono-allélique au laboratoire 
d’histocompatibilité du CHRU de Nancy n’a été effective qu’à partir de Février 2015, en 
raison des contraintes administratives. Afin de montrer que cette action a permis d’être en 
conformité avec les exigences EFI, nous réalisons une étude d’intérêt, par la comparaison des 
résultats de contrôles d’Evaluation Externe de la Qualité (EEQ) effectués avant et après 
l’utilisation du séquençage Sanger.  

D’autres technologies de séquençage, dites de nouvelle génération, font leur apparition 
dans le domaine de l’histocompatibilité. Les améliorations recherchées concernent 
principalement le cadre de la greffe de cellules souches hématopoïétiques, et portent sur deux 
paramètres principaux : la résolution et le débit. En effet, l’agence de biomédecine souhaite 
maintenant que les DVMO soient inscrits avec un typage allélique, en remplacement des 
codes NMDP actuels, pour être compétitifs vis-à-vis des autres registres. Il existe déjà une 
saturation des inscriptions des DVMO en raison du manque de moyens techniques et de 
personnel, le séquençage Sanger n’apportera pas de solution à ce problème car il n’est pas 
adapté au typage de séries. Ainsi, devant cette augmentation des exigences, il est important de 
réfléchir à la mise en place d’une nouvelle technique adaptée à la réalisation de séries de 
typages de haute résolution, et aux autres perspectives qu’elle apporte. Le rôle du biologiste 
est de choisir la technologie qui lui semble la plus appropriée et la plus fiable, en fonction des 
moyens dont il dispose. Ainsi nous discuterons des points qui semblent importants à prendre 
en considération lors de la mise en place de la NGS.  
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METHODE ET RESULTATS 
 

Une première partie présente l’analyse des EEQ, avec la comparaison des résultats 
obtenus avant et après l’utilisation du séquençage Sanger afin d’évaluer l’apport de sa mise en 
place au sein du laboratoire. 

La seconde partie concerne une vingtaine de dossiers qui ont présenté des difficultés lors 
de la réalisation du typage au laboratoire du CHRU de Nancy sur l’année 2014 - début 2015. 
Parmi ces dossiers, cinq ont été choisis pour illustrer la majorité des problèmes pouvant être 
rencontrés avec les typages de patients par les techniques actuellement utilisées. Nous 
pouvons les séparer en différentes catégories : la première concerne la capacité à détecter les 
allèles rares, la seconde concerne les discordances entre techniques de biologie moléculaire et 
enfin les discordances de typage entre la sérologie et la biologie moléculaire. Parmi eux, deux 
dossiers permettent de montrer les limites du séquençage selon la méthode Sanger et l’intérêt 
du séquençage de nouvelle génération. 

 

I. Présentation des résultats d’EEQ 
 

Dans le tableau ci-dessous sont consignés les pourcentages de résultats au niveau haute 
résolution, demandé par les organismes d’évaluation externe de la qualité. Les résultats de 
l’année 2012 représentent douze échantillons d’EEQ qui ont été rendus par une technique de 
PCR-SSO, associée si nécessaire à une technique de PCR-SSP. L’année 2015 représente les 
résultats de typage de douze échantillons, testés à l’aveugle par séquençage Sanger. Ces 
échantillons, dont le typage attendu est connu, comprennent des EEQ des années précédentes 
et des DVMO typés au 6ième digit dans les laboratoires HLA extérieurs accrédités EFI. Le 
typage de ces échantillons porte sur les 5 loci HLA-A, -B, -C, -DRB1 et –DQB1. 
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Nous pouvons constater une nette amélioration apportée par la technologie de séquençage 
dans la résolution des ambiguïtés et la qualité des résultats rendus. La SSBT permet donc de 
mieux répondre aux exigences de qualité, et d’être en conformité avec les standards EFI. 

 

II. Problèmes d’assignation d’allèle rare  
 

1. Cas n°1 : détection d’un allèle rare (4ième digit) 
 

Le typage est réalisé en PCR SSO dans le but d’inscrire un nouveau DVMO sur le 
registre. Le premier essai aboutit à une impossibilité d’assignation, toutefois deux résultats 
sont présentés comme étant les plus probables en admettant des modifications de seuil pour 
certaines billes (Figure 28) : 

 Le résultat obtenu serait DRB1*11:04:01 DRB1*13 :ACSSR avec ACSSR = 
01/28/105/109/112/117/121/166, en considérant la bille 4 comme étant faussement 
positive c’est-à-dire en modifiant le seuil de positivité de 15 à 33. 

  Le résultat obtenu serait DRB1*11:04:01, DRB1*13:15, en considérant la bille 520 
comme faussement négative c’est-à-dire en modifiant le seuil de positivité de 35 à 12. 

Ce typage ne peut être validé selon les critères établis au laboratoire car il nécessite, dans un 
cas comme dans l’autre, la modification d’un seuil de plus de 50%. Les mêmes résultats sont 
obtenus lors du contrôle de ce test. 

85 



 

Figure 28 : Validation sur le logiciel HLA Fusion®, présentation des informations 
disponibles pour la validation d’un résultat obtenu par PCR-SSO. 

Les deux histogrammes en haut à droite et en bas à droite présentent les réactivités des billes 4 
et 520 respectivement. 

Le typage par PCR-SSP allélique conduit à des ambiguïtés alléliques avec deux 
combinaisons comportant chacune un allèle rare (dont l’une avec DRB1*13:15). Il ne permet 
alors aucun rendu de résultat de typage. 

Un typage HLA-DRB1 en SSBT (exon 2 forward) est alors réalisé. Il permet 
l’assignation d’un résultat DRB1*11:04:01, DRB1*13:15 sans aucun problème, qui révèle un 
allèle rare (l’allèle DRB1*13 :15) (Figure 29).  
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Figure 29 : Validation des résultats de séquençage SSBT sur le logiciel JSI®. 

En revenant sur les résultats obtenus en PCR-SSO, on constate que la bille 4 est bien 
attendue positive en présence d’un allèle DRB1*13:15 (et négative pour les allèles 
DRB1*13:01:01 et DRB1*11:04:01) : elle n’est donc pas faussement positive. En revanche, 
la bille 520 est bien faussement négative, ce qui explique l’absence d’assignation de résultat. 
Les zones d’hybridation respectives des deux billes sont représentées dans la figure 30. 

 

Figure 30 : Alignement des séquences protéiques et nucléiques des allèles 
DRB1*13:01:01 et DRB1*13:15 selon le site de l’IMGT database. 

Les tirets représentent les analogies entre séquences, les étoiles représentes les zones encore 
inconnues dans les séquences. La mutation encadrée dans le schéma correspond à celle 
retrouvée dans la figure 29 par la technique de séquençage. 
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D’après les alignements réalisés sur le site de l‘IMGT database, seule la mutation 
évoquée précédemment permet de différencier les allèles DRB1*13 :01 et DRB1*13 :15 sur 
l’exon 2. On peut donc penser que les deux billes (4 et 520), spécifiques de DRB1*13:15, 
doivent s’hybrider sur le même site de l’allèle. On peut émettre l’hypothèse qu’une 
concurrence entre les deux billes pourrait expliquer la faible réaction de la bille 520, cette 
dernière possédant une zone d’hybridation moins grande que la bille 4 sur la séquence. 

Ce dossier montre l’importance d’utiliser des techniques performantes, pour éviter des 
résultats ambigus. Le contexte d’une greffe de CSH nécessite un résultat allélique sur le locus 
DRB1, pour lequel il faut respecter obligatoirement des compatibilités strictes. Dans ce cas, 
l’impossibilité d’assigner un résultat sur le locus DRB1 entraînait un retard dans la prise en 
charge du patient. Pour obtenir un résultat en SSBT, l’externalisation du typage était 
indispensable avant la mise en place du séquençage Sanger au laboratoire.  

 

2. Cas n°2 : détection d’un allèle rare (6ième digit) 
 

Dans ce second cas d’inscription de DVMO sur le registre, le typage réalisé en PCR SSO 
permet, comme dans le cas précédent, d’obtenir deux propositions de résultats: 

 A*02:01:01, A*02:01:09, correspondant à un typage avec un allèle rare 
(A*02 :01 :09). Il n’y a pas dans cette proposition de changement de seuil de positivité 
de l’une des billes : ce typage répond aux exigences techniques du laboratoire 
cependant il doit être confirmé car chaque allèle rare doit être confirmé par une 
seconde technique. 

 A*02:ABVAT, A*02:ABVAT est une autre possibilité que rend le logiciel 
d’interprétation de PCR-SSO. Mais cette proposition oblige à considérer la bille 39 
comme faussement positive, c’est-à-dire qu’il faut modifier le seuil de positivité de 
cette bille de 27 à 49 (modification du seuil de plus de 50%) (Figure 31). Le code 
NMDP ABVAT  correspond à la liste d’ambiguïtés ci-dessous : 
02:01/02:01L/02:01Q/02:09/02:43N/02:66/02:75/02:83N/02:89/02:97/02:13
2/02:134/02:140/02:153/02:241/02:252/02:256/02:266/02:291/02:294/02:3
05N/02:327/02:329/02:340/02:341/02:343/02:347/02:348/02:349/02:350N/0
2:351/02:353/02:354/02:356N/02:357/02:360/02:361/02:363/02:365/02:366
N/02:368/02:371/02:372/02:374/02:375/02:377/02:378/02:380/02:381/02:3
83/02:384/02:389/02:390/02:392/02:394/02:395N/02:397/02:399/02:401/02
:407/02:410/02:411/02:414/02:418/02:422/02:423/02:424/02:434/02:435/0
2:439N/02:440Q/02:441/02:443/02:444/02:445/02:446/02:455/02:456/02:45

8/02:460/02:461/02:469. Au vu de ce résultat, le résultat le plus probable est 
A*02 :01 homozygote si l’on accepte de modifier le seuil de positivité de la bille 39 à 
plus de 50%.  
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Au total, la seule bille différenciant A*02:01:01 de A*02:01:09 est la bille 39, attendue 
négative pour le plus fréquent des allèles soit A*02:01:01. Elle apparaît ici clairement positive 
avec une valeur à 49 pour un seuil de positivité à 27 (Figure 31). L’allèle rare A*02:01:09 
semble donc présent. 

 

 

Figure 31 : Profils des billes 39 et 98, consultables sur le logiciel HLA Fusion® 

 

La confirmation de cet allèle rare lors du deuxième typage par PCR-SSO n’a pas été 
possible. Réalisé avec un lot de billes différent, le résultat : A*02: 01 :01, A*02 :01 :09 
nécessitait la diminution du seuil de positivité de la bille 98 de 39 à 38, permettant de la 
considérer comme positive (Figure 31). Cependant, la modification d’un seuil n’est pas 
autorisée pour l’assignation d’un allèle rare. 

 

La PCR-SSP n’est pas utilisable puisque les kits disponibles ne détectent pas l’allèle 
A*02 :01 :09. 

 

Le typage de contrôle est donc effectué en séquençage SSBT et permet la confirmation 
du résultat A*02: 01 :01, A*02 :01 :09 sans aucun problème, par la présence d’une seule 
mutation dans l’exon 2 (Figure 32).  
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Figure 32 : Alignement des séquences protéiques et nucléiques des allèles A*02: 01:01 et 
A*02:01:09 selon le site de l’IMGT database. Comparaison au résultat trouvé sur le 
logiciel JSI® par séquençage monoallèlique.  

 

Ces deux cas illustrent bien la difficulté d’assignation d’allèles rares, que ce soit de 
l’ordre du 4ième ou 6ième digit, par les techniques actuelles comme la PCR-SSO, pourtant 
réputée sensible pour la détection d’allèle rare, et la PCR-SSP. Le séquençage a permis dans 
les deux cas, sans difficulté, la validation des allèles rares. 

Dans ce second dossier, l’impact de l’ambiguïté de typage est sans conséquence clinique 
(même protéine), cependant le retard dans la validation des résultats aurait été le même, avec 
la nécessité d’externalisation. 
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III. Discordance entre techniques de biologie moléculaire 
 

1. Cas n°3 : discordance entre PCR-SSP et PCR-SSO 
 

Dans ce dossier, un typage est réalisé chez un receveur de rein, un premier typage fait par 
PCR-SSO donne le résultat brut C*02:10 et C* 15:34, sans signalement d’éventuelles billes 
faussement positives et/ou négatives.  

L’allèle C*02:10 a déjà été retrouvé plusieurs fois au laboratoire avec notamment l’allèle 
HLA-B*15:03 présent également chez ce patient. En revanche l’allèle C*15:34 est un allèle 
rare jamais trouvé au laboratoire. La confirmation de sa présence est donc recherchée par un 
typage en PCR-SSP. Un typage de l’allèle C*15 est donc entrepris avec un kit de PCR-SSP 
haute résolution (Olerup SSP ®) afin de vérifier le résultat du premier typage. Le résultat 
obtenu est présenté dans la figure 33, il donne un typage discordant de celui trouvé en PCR-
SSO puisqu’il révèle un allèle C* 15:02:01, attendu d’après les déséquilibres de liaison avec 
l’allèle HLA-B*51:01 présent chez ce patient (ce résultat comporte une liste d’ambiguïtés ne 
comprenant pas C* 15:34). 

 

 

Figure 33 : Photographie du gel d’agarose obtenu en PCR-SSP (Olerup®) pour le 
typage du locus C, spécificité C*15. 

Les flèches rouges signalent les bandes spécifiques de l’allèle C* 15:02:01, les bleues 
correspondent à l’allèle associé C*02 et la flèche jaune montre l’absence de bande spécifique 
au niveau du mix 17, témoignant de l’absence de l’allèle C* 15:34. 
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L’allèle C*15:34 est différencié de C*15:02:01:01 par la bille 94 (négative pour ce 
dernier), elle est ici positive dans la technique de PCR-SSO (Figure 34). 

 

Figure 34 : Analyse du profil de la bille 94 sur le logiciel HLA Fusion®. 

 

Le typage réalisé ensuite en SSBT confirme l’absence de l’allèle C* 15:34 et permet 
l’assignation du résultat C*02:10, C*15:02:01G sans difficulté. 

Dans ce cas, la bille 94 en PCR-SSO, apparaît comme étant faussement positive. La 
comparaison des alignements de séquence (Figure 35) montre la zone de fixation 
différenciant les deux allèles (C*15 :02 :01G et C*15 :34), cependant cette bille possède 
plusieurs sondes servant à la discrimination d’autres allèles comme l’indique les informations 
du fournisseur : [112-HD-L-117 + 160---E163] / 144QG-L-148 / 116(-/S)--H119 / 116L--
N119 / 106--LL109 / 108-LV110 / 111---K-115 / 112--NRF116 / 113-D-YP--119 / 178---
HA182 / 180--AK183 / 101----S105 / 103L-T---108 / 125----N--131 / 128-N---132 / 160-K-T-
164 / 161D-E--165 / 108-L-C--113 / 109L-H--D114 / 156L-A-R--T163 / 156--AZ159 / 120---
H----127 / [127-----131 + 154--W-A-159]. Cette multitude de sites de fixation pourrait être à 
l’origine d’une hybridation non spécifique, expliquant le nombre de réactions faussement 
positives répertoriées pour cette bille dans les relevés statistiques du logiciel Fusion® (0,63% 
de faux positifs pour la bille 94 du lot concerné). 
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Figure 35 : Alignement des séquences protéiques et nucléiques des allèles C*15: 02:01 et 
C*15:34 selon le site de l’IMGT database. 

Ainsi des discordances entre techniques de biologie moléculaire peuvent exister, cette 
discordance rapportée témoigne ici d’un manque de spécificité de la PCR-SSO. 

 

2. Cas n°4: discordance entre PCR-SSO, SSP et SSBT 
 

Ce dossier au départ consistait en une recherche de l’allèle HLA-B*57 :01 dans le cadre 
de l’administration de l’abacavir chez un patient infecté par le VIH. En effet, avant toute 
administration d’abacavir chez un patient, il faut vérifier l’absence de l’allèle HLA-B*57 :01. 
Son interaction avec le médicament peut être responsable d’une réaction d’hypersensibilité au 
médicament, potentiellement mortelle [116]. 

Dans ce contexte, le typage est réalisé en PCR-SSO, mais il aboutit à une impossibilité 
totale d’assignation de résultat, en raison d’un trop grand nombre de billes faussement 
négatives.  

Une deuxième tentative de typage en PCR-SSO est réalisée sur le même prélèvement. De 
nouveau, aucun résultat n’est assignable mais un résultat est suggéré : B*44:02:01:01 
B*44:43:02 en considérant une bille comme faussement positive. Ce résultat n’est pas 
assignable selon les critères du laboratoire (présence d’un allèle rare associé à une 
modification trop importante du seuil de positivité d’une bille). 
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Pour éclaircir la situation, une PCR-SSP générique est utilisée (Figure 36).  

 

Figure 36 : Photographie du gel d’agarose obtenu en PCR-SSP (Olerup®), partie 
concernant le typage en faible résolution du locus B. 

Les flèches rouges indiquent les bandes spécifiques de l’allèle B*44, les bleues indiquent les 
bandes spécifiques de l’allèle B*35. Il faut souligner que la bande d’amplification au niveau 
du mix 41 est caractéristique et indispensable pour l’assignation de l’allèle B*44, cependant 
ce mix peut être, ou non, pris en compte pour l’assignation du deuxième allèle, il est donc 
responsable d’une ambiguïté générique. Ainsi, deux combinaisons sont proposées : B*35 
B*44 ou B*18, B*44, cette dernière étant une combinaison avec un allèle rare (B*18 :29) qui 
la rend peu probable.  

Finalement la PCR-SSP apporte un résultat discordant avec celui de la PCR-SSO, avec 
deux groupes d’allèles HLA-B distincts et une ambiguïté générique : B*18, B*44 ou B*35, 
B*44.  

Un troisième typage est réalisé devant ce cas problématique, par SSBT. Une 
amplification des exons 2 et 3 (dont l’efficacité est vérifiée par migration sur un gel) est 
réalisée, puis selon les recommandations du fournisseur, le séquençage des exons 2 et 3 est 
effectué en sens reverse.  

Le séquençage de l’amplicon de l’exon 2 de l’un des deux allèles à partir de l’amorce 
reverse a échoué. D’après le logiciel JSI (Sequence PilotTM), le résultat obtenu apporte alors 
une nouvelle ambiguïté générique et une discordance supplémentaire: B*15:20, B*44:02 ou 
B*35:01:01:01, B*44:02:01:01. Nous décidons alors de séquencer l’amplicon de l’exon 2 à 
partir de l’amorce forward, qui se révèle efficace, et on obtient cette fois un résultat sans 
ambiguïté : B*35:01:01G, B*44:02:01G. 

D’après l’analyse de la PCR-SSO, l’étude a posteriori du profil des billes attendues 
positives pour l’allèle B*35:01:01:01 permet de constater que les sondes B*35 devant 
s’hybrider à l’exon 2 sont négatives, et que seules les sondes B*35 s’hybridant à l’exon 3 sont 
positives (Figure 37). Ceci conduit à penser qu’il existe une mutation (ou 
délétion/insertion…) de cet allèle au niveau du site de reconnaissance de l’une des deux 
amorces utilisées pour amplifier l’exon 2, empêchant son amplification. Cependant, la bille 
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témoin d’amplification de l’exon 2 (sonde liant un site non polymorphique) montre un signal 
faible (supérieur au signal seuil défini pour la validation) ce qui laisse penser que 
l’amplification a eu lieu, mais avec une très faible efficacité. 
En séquençage Sanger, l’amplification de cet exon 2 a fonctionné, en revanche c’est l’amorce 
reverse qui n’a pas pu se fixer. Ceci permet d’avoir une idée plus précise du lieu de la 
mutation, au niveau de l’intron 2 d’après le raisonnement expliqué dans la figure 38. 
 
 

 

Figure 37 : Résultat des billes informatives pour l’allèle B*35 :01 :01 (c’est à dire les 
billes attendues positives pour l’allèle HLA-B*35 :01 :01 et négatives pour l’allèle 
B*44 :02 :01 :01). 

Les sondes B*35 qui s’hybrident normalement sur l’exon 2 sont négatives, seules les sondes 
B*35 s’hybridant sur l’exon 3 sont positives. 

 

 

Figure 38 : Emplacement approximatif et schématique des différentes amorces utilisées 
en PCR-SSO et en SSBT. 
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L’étude de la séquence de l’exon 2 obtenue à partir de l’amorce forward, nous permet de 
déterminer une partie de la séquence de l’intron 2. L’alignement de la séquence de l’intron 2 
de notre allèle par rapport à la séquence de l’allèle B*35:01:01 de la database IMGT dévoile 
une mutation d’une Cytosine en Adénine en position 505 sur l’intron 2. Il s’agit donc d’un 
nouvel allèle non référencé dans l’IMGT database. La mutation se situe effectivement sur les 
zones de fixation des amorces d’amplification de la PCR-SSO et des amorces de séquençage 
reverse. 

Le séquençage de nouvelle génération en long range PCR aurait apporté une réponse 
directe, sans poser de problèmes analytiques dus à cette mutation. Ce dossier montre 
l’importance de disposer de plusieurs techniques de typage, ou du moins l’importance 
d’associer plusieurs couples d’amorces qui se fixeront sur différents sites du gène et limiteront 
le risque de manquer une amplification. 

 

IV. Cas n°5 : Discordance sérologie-biologie moléculaire 
 

Dans ce dossier de greffe d’organe, un premier typage a été effectué en sérologie 
permettant l’assignation en classe II du résultat suivant : DR4, DR14; DQ7. 

Dans le cas des dossiers de greffes (organes ou CSH), le typage doit être confirmé par une 
deuxième technique sur un nouveau prélèvement. Ainsi le deuxième typage, réalisé par PCR-
SSO Luminex® sur un deuxième prélèvement, révèle alors les résultats les plus probables 
suivants : DRB1*04 :01, DRB1*14 :01; DQB1*03 :01, DQB1*05 :03. Pour une meilleure 
compréhension du dossier, il faut connaître les équivalences de nomenclature entre la biologie 
moléculaire et la sérologie, à savoir DRB1*04 :01 équivaut à DR4, DRB1*14 :01 équivaut à 
DR14, DQB1*03 :01 équivaut à DQ7 et DQB1* 05 :03 donne une image sérologique 
correspondant à DQ5. Un allèle DQB1*05 :03 (DQ5) est donc trouvé en SSO alors qu’aucune 
réaction DQ5 n’est détectée en sérologie. 

Suite à cette discordance, la technique de sérologie a été répétée sur le deuxième 
prélèvement utilisé pour la PCR-SSO. Les résultats obtenus sont identiques aux premiers 
résultats de sérologie à savoir en classe II : DR4, DR14; DQ7. 
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Le typage a été dans un premier temps contrôlé en PCR-SSP générique (kit DQ Low, 
Olerup SSP®) (Figure 39), où l’on retrouve la preuve de la présence des deux groupes 
d’allèles DQB1*03 et DQB1*05.  

 

Figure 39 : Photographie du gel d’agarose obtenu en PCR-SSP (Olerup®) 

La flèche rouge désigne la bande spécifique témoignant de la présence d’un allèle du groupe 
DQB1*05, les flèche bleues désignent DQB1*03. La présence de DQB1*05 ne laisse ici pas 
de doute possible. 

 

Le contrôle en séquençage Sanger monoallélique (SSBT) est réalisé sur un troisième 
prélèvement. Les exons 2 et 3 du gène DQB1 ont été séquencés dans les deux sens (reverse et 
forward). Le résultat confirme celui trouvé précédemment en biologie moléculaire: 
DQB1*03:01:01G, DQB1*05:03:01G.  

Les discordances entre une méthode de sérologie et de biologie moléculaire s’expliquent 
principalement, après exclusion des erreurs techniques, par la présence d’un allèle nul ou 
d’expression faible, non mis en évidence en sérologie. Le caractère nul ou faible de l’allèle 
peut être dû à l’existence d’une mutation, délétion ou insertion entrainant un codon stop, un 
décalage du cadre de lecture, une modification de la fixation des facteurs de transcription ou 
encore des problèmes pendant la phase d’épissage. Elles peuvent conduire à la diminution 
d’expression de la synthèse d’une protéine, à la synthèse d’une protéine aberrante, ou bien à 
l’absence de protéine, qui ne sera donc pas retrouvée en surface cellulaire par la sérologie. La 
localisation variable de la mutation explique que les techniques de biologie moléculaire 
peuvent parfois aboutir à un résultat non aberrant, dans le cas où la mutation est située en 
dehors des exons 2 et 3 principalement étudiés.  
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Dans ce cas, un séquençage du gène entier (du 5’UTR au 3’UTR) à partir d’une long 
range PCR en approche shot gun permettrait d’identifier la mutation responsable. Il pourrait 
s’agir d’un nouvel allèle. 
Cette long range PCR n’est pas envisageable avec le seul kit disponible sur le marché 
(GenDx®), en effet, l’amplification du gène DQB1 se fait uniquement à partir de l’exon 2 
jusqu’à l’exon 4. En revanche, pour Octobre 2015, il est prévu la mise sur le marché 
d’amorces qui permettront d’amplifier le gène DQB1 en entier, à partir du 5’UTR. A ce 
moment, nous pourrons envisager le séquençage de cet allèle. Ce cas n’est donc actuellement 
pas résolu. 
 

Ce type de problème est rencontré assez fréquemment en histocompatibilité. Nous 
pouvons citer l’exemple de l’allèle HLA-A*02 :01 :01 :02L qui est caractérisé par une 
mutation singulière (T →C) présente dans le promoteur du gène HLA-A (enhancer B), 
responsable d’une diminution de son expression. La fixation des facteurs de transcription peut 
en effet être perturbée par l’existence d’une unique mutation. Le typage de cet allèle en 
sérologie montre une faible réactivité, tandis que le séquençage mono-allèlique des exons 2, 3 
et 4 conduit à assigner l’allèle HLA-A*02 :01 :01 :01. Dans ce cas, seul le séquençage entier 
du gène permet de résoudre ce typage [117]. 

Au total, les dossiers sélectionnés ici montrent la fiabilité et l’intérêt du séquençage 
lorsque deux autres techniques amènent à des résultats discordants ou insuffisants (cas des 
allèles rares). La mise en place du séquençage a permis un gain de temps en évitant 
l’externalisation des demandes de typages qui étaient nécessaires dans ces cas.  

Les derniers dossiers montrent également les limites de cette technologie et l’intérêt de 
mettre en place la NGS, avec une approche long range PCR. Elle permettrait de mettre en 
relation l’expression de la molécule avec les polymorphismes des régions 5’UTR et 
introniques. 
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DISCUSSION 
 

Les dossiers étudiés précédemment, représentatifs de nombreux cas, mettent bien en 
évidence les faiblesses et les limites des techniques de typage HLA traditionnelles (PCR-SSO 
et PCR-SSP). Elles présentent de nombreux pièges pouvant amener à un résultat erroné, qui 
pourrait avoir des conséquences gravissimes pour le patient. Ces pièges sont évités par la mise 
en place de critères de validation stricts, mais aussi par la combinaison de plusieurs 
techniques différentes de typage. Le séquençage Sanger apporte une aide considérable pour 
limiter ces erreurs, même s’il n’est pas complètement épargné par ce type de problèmes. 

En pratique, le séquençage de nouvelle génération peut être comparé à la technique de 
PCR-SSO, puisqu’il possède l’avantage de permettre la réalisation de plusieurs typages dans 
une seule série (plus d’une vingtaine d’échantillons typés sur les 6 loci en parallèle). Le 
séquençage de type Sanger remplacerait plutôt la PCR-SSP car seul le typage d’un patient sur 
les 5 loci peut être réalisé simultanément. Cependant, le temps de manipulation reste très long 
dans le cas de la NGS, 2 à 3 jours selon la technologie et avec plusieurs étapes d’interventions 
manuelles dans le cas du Ion torrent®, elle est surtout avantageuse dans le contexte des 
typages en grande série, comme ceux des DVMO. La résolution obtenue dépend de 
l’utilisation ou non du principe de long range PCR et peut être potentiellement très élevée 
avec ce dernier. En effet, différentes approches sont possibles, plus ou moins appropriées 
selon l’application considérée. 

Nous allons aborder les différentes questions qui se posent à l’heure où la nouvelle 
génération de séquençage commence à se développer pour le typage HLA. Quelle approche 
semble la plus appropriée ? La NGS apporte-elle réellement un intérêt ? Et quelles sont les 
perspectives envisageables pour optimiser cette technologie, quelles en sont ses limites ? 

 

I. Quelle approche : shot gun ou exon-sequencing ? 
 

Comme nous l’avons vu précédemment, il existe deux approches en séquençage qui 
peuvent concerner le typage HLA. 

 
L’approche exon-sequencing consiste à amplifier les exons d’intérêt (2 ± 3 et 4) 

séparément et rejoint de ce fait en partie la méthode Sanger. Elle demande un temps de 
préparation moins long que la deuxième approche. En effet, elle ne nécessite pas d’étape de 
fragmentation (et donc une étape en moins de sélection de taille des fragments). De plus, la 
possibilité d’utiliser des primers de fusion, qui sont des amorces spécifiques d’exon, 
auxquelles sont préalablement liés des adaptateurs et des identifiants, permet d’obtenir une 
librairie en une seule étape, dès la fin de la PCR initiale [75]. Ainsi l’approche exon-
sequencing présente un réel avantage de simplicité et de rapidité. Néanmoins, la multiplicité 
des amplifications nécessaires dans cette approche lui confère un inconvénient important, à 
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savoir la quantité d’amorces à synthétiser et valider. Cependant, l’avantage que l’on peut en 
tirer est le moindre risque de drop out. En effet, il paraît peu probable qu’un allèle ne réponde 
à aucune amplification en utilisant plusieurs couples d’amorces ciblant des régions 
différentes. En revanche, l’amplification séparée des exons permet de penser que les 
problèmes de phasing ne seront pas résolus avec cette stratégie. L’approche exon-sequencing 
promet plutôt une résolution équivalente à celles des techniques habituelles [93], il semble 
donc dommage de mettre en place des technologies aussi complexe pour ne pas gagner en 
résolution. Finalement cette possibilité semble présenter plus d’inconvénients que 
d’avantages. 
 

L’approche shot gun consiste à amplifier dans une première étape le gène d’intérêt entier, 
du promoteur à l’extrémité 3’UTR, par l’utilisation d’une long range PCR. Une fragmentation 
est ensuite indispensable, elle coupera de façon aléatoire les ADNs doubles brins. Après la 
réparation des extrémités, la préparation de la librairie (fixation des identifiants et adaptateurs) 
pourra seulement commencer. Cette approche est plus longue que la précédente mais permet 
d’obtenir beaucoup d’informations sur chaque gène. La long range PCR semble être une 
approche de choix pour pallier à ces difficultés de phasing. Ainsi, elle laisse place à beaucoup 
moins d’ambiguïtés cis/trans [118] car elle permet l’obtention d‘amplicons de plus de 10 
kilobases et donc d’amplifier la plupart des gènes HLA en entier. Dans le cadre du typage 
HLA, le kit de la firme GenDx permet le séquençage des gènes HLA-A, B, C, DRB3, DRB4, 
DRB5 et DQA1 entiers, de l’extrémité 5’UTR jusqu’à l’extrémité 3’ UTR. En revanche, les 
gènes DRB1 et DQB1 ne sont pas amplifiés en entier, mais de l’exon 2 à l’exon 4 inclus, en 
raison des difficultés à synthétiser des amorces spécifiques des locus DRB1 et DQB1 dans les 
régions 5’UTR et 3’UTR permettant d’amplifier tous les allèles DRB1 ou DQB1 décrits. 
Cependant, il existe des amorces décrites dans la littérature permettant l’amplification du 
5’UTR au 3’UTR des gènes DRB1 et DQB1 [119]. Les kits utilisant ces amorces devraient 
être disponibles en Octobre 2015. Quant au gène DPB1, sa taille importante nécessite 
de« diviser » en deux l’amplification (de l’extrémité 5’UTR jusqu’à l’exon 2, et de l’exon 2 à 
l’extrémité 3’UTR) [101]. Il est à noter que le locus DRB1 peut également être amplifié à 
partir d’amorces spécifiques de groupe afin d’éviter les amplifications non spécifiques des 
gènes DRB3, DRB4, DRB5 [101]. 
Le séquençage de tous les exons, et même des introns permet en théorie d’atteindre une 
résolution maximale, au 8ième digit. L’intérêt d’une telle résolution sera discuté dans le 
paragraphe « Intérêt du séquençage ». En outre, cette stratégie permet la découverte de 
nouveaux allèles à plus grande échelle. La long range PCR possède toutefois l’inconvénient 
d’augmenter les risques de drop out, en raison du faible nombre d’amorces utilisées.  
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II. Influence de la méthode de fragmentation dans 
l’approche shot gun 

 

La préparation de la librairie est une étape cruciale dont les différentes étapes possèdent 
une influence sur la qualité des résultats. Si la méthode d’extraction a déjà été discutée dans le 
chapitre précédent, montrant toute son importance dans la pratique d’une long range PCR, la 
fragmentation peut soulever les mêmes questions. Elle serait même l’une des étapes les plus 
influentes sur les biais de couverture qui correspondent à des différences de profondeur. La 
profondeur est en lien étroit avec la sensibilité et la spécificité de détection des allèles [120].  

Il existe trois principaux outils, mécaniques ou chimiques, utilisés pour fragmenter des 
brins d’ADN. D’un point de vue mécanique, la sonication utilise les vibrations créées par des 
ultrasons dans un milieu liquide pour casser les molécules d’ADN de façon aléatoire. La 
nébulisation utilise les forces créées par de l’air ou de l’azote comprimé qui entraîne la 
rupture des brins d’ADN. La méthode chimique fait intervenir des mélanges d’enzymes, qui 
« grignotent » l’un des deux brins de la molécule d’ADN, le brin opposé est ensuite coupé à 
son tour. 
Dans tous les cas, les extrémités obtenues peuvent ne pas être franches, l’un des deux brins 
peut être plus court que l’autre, la réparation des extrémités par une enzyme à propriété 
poylmérase, dite end repair ou nick repair, est nécessaire. Dans les trois situations, les 
fragments générés sont de taille variable, elle dépend en partie du temps d’incubation. De trop 
petits fragments entraînent une perte de profondeur de lecture, ils sont favorisés par une 
incubation longue. Il est donc important d’effectuer une sélection de la taille des fragments 
avant de les soumettre au séquençage, pour obtenir la taille la plus homogène possible. Cette 
sélection peut être effectuée en électrophorèse en gel d’agarose ou par l’utilisation de billes 
magnétiques [120]. Globalement, d’après une étude comparative utilisant la technologie 
Roche®, menée avec les trois méthodes de fragmentation en parallèle, les résultats de 
séquençage ne montrent pas de différence significative en terme de qualité. Le choix de la 
fragmentation peut être porté en priorité sur des critères organisationnels qui conviennent le 
mieux au laboratoire [121]. 
 

Cette étape de fragmentation est suivie de l’indexage des fragments pour leur 
identification ultérieure. Pour gagner en rapidité, une autre stratégie de fragmentation, 
utilisant l’approche enzymatique, est proposée pour permettre la cassure des brins, leur 
réparation et leur indexation en une seule étape. Il s’agit de la tagmentation, ou méthode des 
transposases. 

D’après une étude comparative utilisant la technologie du Miseq, les méthodes de 
tagmentation ont montré  une profondeur de lecture inférieure à la moyenne notamment dans 
les zones riches en bases GC en comparaison à une technique classique de sonication [120]. 
Ces zones correspondent principalement aux régions codant les niches à peptide, et donc aux 
exons dont la séquence est primordiale pour le résultat de typage (exons 2 et 3 classe I, exon 2 
classe II). On comprend pourquoi dans ce cas des biais importants de couverture entraînent 
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facilement des erreurs de résultat de typage ou des impossibilités d’assignation. Ceci pourrait 
s’expliquer par le fait que l’intervention des transposases ne serait pas complètement aléatoire 
ce qui entrainerait la génération de fragments de tailles très différentes selon la séquence 
nucléotidique de l’allèle et une élimination préférentielle de certains amplicons pendant 
l’étape de sélection des fragments de tailles convenables. De la même manière, plus l’étape 
d’amplification clonale comporte de cycles de PCR, plus elle favorise l’amplification 
préférentielle des fragments sélectionnés. Ceci conduit parfois à des différences de 
représentation des deux allèles, selon les fragments qui ont été le mieux amplifiés. Si la 
profondeur de couverture est complètement déséquilibrée entre les deux allèles, l’assignation 
par le logiciel peut ne pas prendre en compte les fragments minoritaires qui seront classés 
comme des bruits de fond ou des artefacts. Cela dépend du seuil défini pour la balance 
allélique, qui sert de critère pour prendre en compte ou non l’assignation de deux allèles. Une 
profondeur de lecture minimale ne suffit donc pas comme critère, elle doit être bien répartie 
entre les allèles [120]. 
D’autres motifs que les bases GC sont corrélés à une perte de profondeur de lecture. C’est le 
cas des séquences répétées de quelques dizaines d’acides nucléiques, microsatellites ou Short 
Tandem repeats, que l’on trouve par exemple au niveau de la jonction exon 2- intron 2 du 
gène DRB1 [122]. 
 

III. Intérêt du séquençage de nouvelle génération dans les 
typages HLA  

 

Alors que le séquençage selon la méthode Sanger nécessite beaucoup de pré-requis sur la 
séquence à analyser, la NGS permet le séquençage de fragments peu connus grâce à 
l’utilisation du shot gun et d’amorces universelles [123]. Bien que le taux d’erreur d’une 
technique de NGS soit plus élevé qu’avec la méthode Sanger, la génération de nombreuses 
lectures (reads) qui couvrent une même position permet d’assigner un polymorphisme, même 
inhabituel, avec une certaine confiance, dont l’importance augmente avec la profondeur de 
lecture. Ceci confère un avantage majeur à la NGS [102]. 

Le typage de type Sanger SBT bi-allélique peut aboutir dans de nombreux cas à des 
résultats multiples qui proposent différentes combinaisons d'allèles. Une étude comparative a 
permis l’estimation de la réduction des ambiguïtés par la NGS. Ces ambiguïtés proviennent de 
typages initialement obtenus avec une méthode Sanger SBT bi-allélique. Ainsi pour le locus 
HLA-B, on obtient 92,7% de réduction, 85,7% pour HLA-A, 100% avec HLA-DQB1, 68,2% 
pour DPB1, et 46,1% seulement pour HLA-DRB1. L’amélioration semble moins évidente 
pour ce dernier locus, car son séquençage en méthode Sanger est réalisé à partir 
d’amplification spécifique de groupe qui revient à une méthode mono-allèlique, déjà plus 
performante que la méthode bi-allélique. De plus le manque d’informations sur l’exon 3 dans 
la base de données ne permet pas de réduire suffisamment le nombre d’ambiguïtés [106]. Ces 
problèmes de résultats ont pour origine trois situations majeures : 
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La première situation concerne les ambiguïtés qui ne peuvent être résolues que par 
l’amplification séparée des deux allèles ou bien par l’amplification du gène entier, pour 
ne pas engendrer de difficultés de phasing. Le séquençage Sanger mono-allèlique a déjà 
permis de réduire considérablement ces ambiguïtés [90]. La NGS avec l’approche utilisant la 
long range PCR semble apporter une solution encore plus prometteuse. 

La deuxième situation, relativement fréquente, relève des polymorphismes situés en 
dehors des régions classiquement étudiées (exons 2 et 3). Ce sont des ambiguïtés qui 
persistent car les méthodes actuelles ont atteint leurs limites. Elles peuvent donc passer à côté 
de sites polymorphiques nouveaux, non ciblés par les sondes ou les amorces disponibles dans 
les kits de typage. Le séquençage de nouvelle génération permet la détermination complète 
des séquences des gènes [90]. 

La troisième situation concerne les allèles dont la séquence n’est pas entièrement 
connue dans les régions analysées (par exemple l’allèle A*01 :01 :02 n’est connu qu’au 
niveau des exons 2 et 3, A*01 :01 :01 est connu des exons 1 à 8) [90]. Ils feront partie du 
même groupe G ce qui n’entraîne finalement pas de problème en terme de résultat 
actuellement, mais les exigences pourraient changer avec de nouveaux objectifs. La 
découverte de nouvelles séquences va augmenter avec le déploiement des techniques de NGS. 
Les bases de données devraient considérablement s’enrichir et ce type d’ambiguïtés diminuer.  

Le séquençage des gènes entiers donne accès à une super haute résolution ou résolution 
allélique, allant jusqu’au 6ième, voire 8ième digit. L’intérêt de chercher une telle résolution 
réside principalement dans le domaine de la recherche actuellement. Avec cette approche 
basée sur le concept du Whole Gene sequencing, la possibilité de découvrir de nouvelles 
séquences avec une importance fonctionnelle est un avantage à côté duquel on pourrait passer 
avec les méthodes conventionnelles de séquençage partiel [102]. 
On ne connaît pas encore s’il existe une pertinence clinique à rechercher un résultat de typage 
au 8ième digit. L’intérêt des compatibilités entre donneur et receveur ne sont pas encore 
étudiées à un tel niveau, bien que les connaissances fonctionnelles des molécules HLA 
puissent faire penser qu’il n’y ait pas d’intérêt majeur. Toutefois, le séquençage de la région 
5’UTR et intronique des gènes HLA pourrait renseigner sur leur niveau d’expression. Un 
nouvel allèle HLA faiblement ou nullement exprimé n’est actuellement suspecté qu’avec la 
sérologie, qui n’est plus pratiquée dans tous les laboratoires. Si un allèle de faible expression 
n’entraîne actuellement pas de différence de stratégie dans une greffe, il n’en est pas de même 
pour les allèles nuls.  
L'incrémentation de la base de données de l’IMGT database paraît un premier objectif du 
séquençage massif, essentiel pour pouvoir utiliser l’application de la haute résolution à bon 
escient. L’autre objectif est  de favoriser et valoriser la sélection de donneurs sur le registre 
Français, il faut savoir que 80% des donneurs prélevés pour les patients nationaux 
proviennent de registres extérieurs présentant des typages HLA haute résolution. 
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Pour les typages de routine en laboratoire, comme le typage des nouveaux DVMO, 
nécessaire à leur inscription sur le registre, le séquençage haut débit semble parfaitement 
adapté, puisqu’il s’agit de typage en série. L’approche exon-sequencing peut paraître 
suffisante à condition qu’elle ne laisse pas trop d’ambiguïtés à résoudre. Cependant, la 
perspective d’inscrire les DVMO avec un typage complet et en haute résolution, pour un coût 
pas plus élevé que celui des typages actuels, est fortement intéressante. La recherche d’un 
donneur compatible serait extrêmement facilitée par la présentation des typages en résolution 
allélique sans ambiguïté et permettrait un gain de temps bénéfique pour les patients. En effet 
actuellement, les typages des DVMO sont encore incomplets sur les registres, et présentent 
encore de nombreuses ambiguïtés (voire un niveau de faible résolution) qui nécessitent des 
demandes de typages complémentaires. Elles constituent une perte de temps considérable. 

 

IV. Limites de la NGS 
 

Ces nouvelles technologies peuvent encore réserver quelques pièges. Les problèmes les 
plus rencontrés proviennent de la conception des amorces qui sont un vrai enjeu pour la 
réussite du séquençage. Elles doivent être hautement spécifiques, ce qui est complexe dans un 
système comme le CMH où les gènes conservent une grande homologie entre eux et un grand 
polymorphisme chacun. Parfois des co-amplifications de pseudogènes ou des recombinaisons 
in vitro peuvent constituer des séquences parasites et entraîner une perte de profondeur. Le 
développement des amorces doit donc tenir compte de ces difficultés pour ne passer à côté 
d’aucun allèle. 

Ainsi, il peut exister des recombinaisons de gènes in vitro, également appelées cross over, 
principalement entre les gènes DRB1 et les autres gènes DRB (DRB3, DRB4, DR5). Elles 
engendrent des artefacts d’amplification (Figure 40). Ceci survient plutôt en fin de PCR et est 
favorisé par une augmentation du nombre de cycles. En d’autres termes il s’agit d’une 
recombinaison des deux gènes, simulée par un mauvais appariement de l’amorce [75].  

Certains logiciels sont capables de faire la différence entre les artefacts de recombinaisons 
et des allèles proches. Ainsi ces reads ne créent pas de bruit de fond, contrairement à la 
méthode Sanger, mais résultent en une quantité variable de données inutilisées pour 
l’assignation.  
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Figure 40 : Reads issus d’artefacts de PCR, recombinaisons in vitro ou cross-over 
(exemple du gène DRB1 et du gène DRB3). 

D’après H. Erlich [75]. 
Les reads hybrides issus d’une recombinaison peuvent correspondre à la séquence d’un autre 
allèle répertorié dans la base de données de l’IMGT. La séquence en vert représente celle du 
gène DRB1, celle en rouge correspond au gène DRB3, et celle en bleu représente la séquence 
commune aux deux gènes (zone où a eu lieu le cross-over). Les séquences hybrides obtenues 
correspondent aux allèles DRB1*03 :42 et DRB3*01 :14.  
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Le séquençage a également des limites dans la découverte des nouveaux allèles, ou même 
dans la détection d’allèles connus, qui auraient subi une mutation ponctuelle chez un individu 
(contexte d’hémopathie par exemple). Nous l’avons vu, un drop out peut avoir lieu, 
notamment avec la long range PCR. Dans ce cas un résultat peut apparaître comme 
homozygote alors qu'il s'agit d'une amplification manquée d'un des deux allèles chez un 
hétérozygote [105]. Les conséquences d’une telle erreur de typage seraient dramatiques. Ce 
problème peut être limité par l'utilisation de techniques complémentaires, basées sur des 
amorces ou des sondes qui s’hybrident sur un nombre de sites le plus varié possible. 

La mise en place d’une technique de séquençage de nouvelle génération en routine est une 
démarche fastidieuse. Elle demande une validation ou vérification de méthode complexe car 
de nombreux points sont à aborder. La formation du personnel est également compliquée. Il 
faut également prévoir des dispositions importantes au niveau du stockage des données 
informatiques, qui est devenu le principal facteur limitant d’une telle technologie. A chaque 
run sont accumulées des quantités impressionnantes de données. Il faut avoir la capacité de 
les archiver, et seules des solutions onéreuses sont proposées par les fournisseurs. 

 

V. Intérêt du séquençage de l’ARN ? 
 

Cette approche consiste à séquencer les molécules d’ARN messager extraites d’un tissu. 
Nous avons évoqué cette possibilité dans le chapitre dédié à l’historique du séquençage, avec 
la nécessité d’effectuer une rétrotranscription pour convertir l’ARN en ADN complémentaire 
(ADNc). Il subira ensuite les mêmes étapes de fragmentation et ligation d’adaptateurs pour 
obtenir une librairie prête au séquençage. Les molécules d’ARN d’un type cellulaire ne 
reflètent pas totalement la séquence génétique de l’ADN qu’il renferme puisque tous les gènes 
ne sont pas nécessairement transcrits et le niveau d’expression des gènes est variable selon la 
spécialisation cellulaire. Ainsi, il faudrait travailler sur les lymphocytes B pour obtenir les 
typages des molécules de classe II. De plus, seuls les exons d’un gène peuvent être déduits du 
séquençage de l’ADNc.  
Cependant, la résolution obtenue en RNAseq reste trop faible pour l‘utiliser dans le cadre de 
la greffe de moelle osseuse. Si des résultats tout à fait satisfaisants sont obtenus en 2 digit, la 
résolution 4 digit reste à améliorer, alors qu’on parle déjà de 8 digit en travaillant sur de 
l’ADN [124]. La nécessité d’obtenir des séquences introniques est un argument pour 
encourager le développement de la NGS, il serait donc dommage de se contenter de l’ADNc, 
excepté dans le cas de typage en faible résolution à haut débit. 
Travailler sur la molécule d’ARN reste néanmoins une idée très intéressante pour les futures 
générations de séquençage (3ième) en cours de développement qui permettraient de séquencer 
directement une molécule d’ARNm. Ainsi avec une séquence relativement courte d’ARN (1 à 
1,5 kB), on pourrait réaliser le typage des exons en une seule fois sans le fragmenter et ainsi 
résoudre totalement les ambiguïtés de phase. 
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VI. Intérêt d’élargir le séquençage à d’autres familles de 
gènes  

 

Les techniques de séquençage global permettront un gain de temps mais aussi un gain 
financier pour les typages nécessaires en routine. Il sera donc envisageable de s'intéresser, 
dans l'avenir, à d'autres gènes, appartenant au CMH ou non, comme les gènes HLA-E, G, 
MICA, MICB ou encore ceux des cytokines pro-inflammatoires. Agrandir le périmètre de 
recherche peut amener à découvrir de potentielles relations entre ces gènes et la survenue 
d'une réaction du greffon contre l'hôte. L’étude des gènes entiers, avec la séquence de fixation 
des facteurs de transcription, permettrait de déduire le niveau d’expression des gènes. Ceci a 
toute son importance dans le cas des cytokines, qui nous l’avons vu, forment l’orage 
cytokinique qui génère et entretient la GvH. Une adaptation du traitement préventif 
immunosuppresseur selon le profil génétique du patient sera peut être envisageable. Plusieurs 
études ont déjà été menées sur différents paramètres, qui nécessitent des techniques de 
séquençage pour être explorés à grande échelle. Par exemple, il a été constaté que la présence 
de l’antigène HLA-DRB1*15 chez des patients greffés semblait être associée à un moindre 
risque de rechute. Cette observation est expliquée par la transmission haplotypique de HLA-
DRB1 et du gène du TNF, ce dernier étant  localisé à proximité dans la région HLA de classe 
III. Il existe ainsi un déséquilibre de liaison entre HLA-DRB1*15 et un polymorphisme 
particulier du gène du TNF. L’impact clinique de ce polymorphisme, situé dans le promoteur 
du gène, serait une diminution du risque de GvH aiguës. Ceci suggère que d’autres variations 
spécifiques d’haplotypes pourraient exister, leur connaissance entraînerait une prise en charge 
différente pour la transplantation [125]. Ceci nous amène également à une autre question qui 
est l’importance de la connaissance des haplotypes du couple donneur/receveur lors d’une 
greffe. En effet, en dehors des allèles des molécules HLA situés sur un même haplotype, des 
SNPs spécifiques d’un haplotype pourraient avoir un rôle important dans le mécanisme de 
GvH. Ainsi, rechercher une compatibilité supplémentaire, sur le plan des haplotypes, 
permettrait de limiter le nombre de SNPs entre deux patients et réduirait potentiellement le 
risque de GvH. La troisième génération de séquençage semble plus favorable à la résolution 
des haplotypes par les longueurs de fragments qu’il semble possible de séquencer [126]. 

Dans le cas des greffes d’organe, l’étude du polymorphisme des cytokines pourrait 
également se révéler très utile pour l’adaptation des doses de traitement immunosuppresseur. 
Des techniques non invasives sont actuellement en cours d’évaluation pour la détermination 
du risque de rejet aiguë suite à une greffe d’organe. Elles sont basées sur l’étude de 
l’expression des gènes, avec l’utilisation d’une PCR quantitative sur les ARNm d’un 
échantillon sanguin. La technique kSORT (Kidney Solid Organ Response Test) étudie 17 
gènes. Ceci permettrait de limiter les biopsies réalisées dans ce contexte. Dans l’avenir, 
l’étude de l’expression des gènes pourrait peut être se réaliser par le séquençage de leur 
extrémité 5’UTR, et permettre l’évaluation a priori, du risque de rejet aiguë [127]. 

La découverte d’une importance clinique de nouveaux gènes ou de leur expression va de 
paire avec une augmentation de la complexité du choix d'un donneur non apparenté. Des 
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nouvelles priorités seront peut être établies prochainement, ces perspectives restent à 
découvrir...  
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CONCLUSION 
 

Ce travail avait pour objectif d’aider à la réflexion pour la mise en place de nouvelles 
techniques de typage HLA, en particulier dans le cadre de l’allogreffe de CSH, compte tenu 
de l’apparition des nouvelles technologies, regroupées sous le sigle NGS pour Next 
generation sequencing ou séquençage de nouvelle génération. 

Dans ce travail, nous avons d’abord rappelé l’importance du système HLA en 
transplantation et souligné les particularités de l’allogreffe de CSH, particulièrement en 
matière de choix du donneur et de réaction du greffon contre l’hôte. 

Nous avons dressé un état des lieux des techniques actuellement utilisées au laboratoire 
d’histocompatibilité du CHRU de Nancy, leur niveau de résolution et leurs limites 
respectives : lymphocytotoxicité (LCT), PCR-SSO, PCR-SSP, séquençage mono-allélique 
selon la méthode de Sanger. 

Puis, nous avons exposé les nouvelles technologies NGS avec les trois principales 
techniques de séquençage de 2ème génération actuellement disponibles (GS Junior 454 de 
Roche®, PGM Ion Torrent de Life technology® et Miseq d’Illumina®) et leurs qualités 
respectives de résultats. Nous avons également montré les perspectives nouvelles avec le 
développement en cours des techniques de séquençage de 3ème génération. 

La mise en place des techniques de séquençage est de nos jours incontournable dans un 
laboratoire d’histocompatibilité typant des donneurs de moelle et affilié à un centre 
d’allogreffe de CSH, de par les exigences de l’Agence de la Biomédecine pour le typage des 
nouveaux donneurs de moelle d’une part, de par les standards EFI traitant de l’allogreffe de 
CSH avec donneur non apparenté d’autre part. C’est pourquoi, nous avons souhaité faire le 
point sur l’apport de la technique de séquençage mono-allélique selon la méthode de Sanger 
depuis son introduction au laboratoire (2014). 

Nous avons montré que le niveau de typage haute résolution atteint avec cette technique 
allait de 92 à 100% selon les loci A, B, C, DRB1 et DQB1 (contre 25 à 75% précédemment, 
sans l’utilisation de cette technique). 
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A l’aide de cinq cas sélectionnés en raison d’un problème d’interprétation de typage en 
utilisant la LCT, la PCR-SSO et la PCR-SSP, nous avons montré que le séquençage mono-
allélique selon la méthode de Sanger permettait, sans difficulté : 

- soit d’assigner un allèle rare dans deux cas (DRB1*13:15, A*02:01:09) 
- soit d’assigner un résultat dans un cas (C*02:10, C*15:02:01G) 
- soit, dans un autre cas, de confirmer l’existence d’une mutation dans l’intron 2, 

(suspectée lors du typage par PCR-SSO) ne permettant pas la fixation d’une amorce de 
PCR-SSO et de SSBT reverse et expliquant les discordances de typage selon les 
techniques (il s’agit donc d’un nouvel allèle à soumettre à l’IMGT database) 

- le 5ème cas fait envisager un allèle DQB1 nul ou un nouvel allèle DQB1 mais, en 
l’absence de possibilité actuelle de séquençage global du gène DQB1 - du 5’UTR au 
3’UTR – ce cas n’est pas actuellement résolu. 

La discussion a porté sur les techniques de séquençage de nouvelle génération avec leurs 
apports, leurs pièges et limites, leurs contraintes (en particulier informatiques) et les nouvelles 
approches qui conviendraient mieux pour le typage HLA (long range PCR). Enfin, la 
discussion a été ouverte sur l’intérêt de typer d’autres gènes que les gènes HLA dans le cadre 
de la prévention du risque de rejet ou du risque de GVH dans le cadre de l’allogreffe de CSH. 

En conclusion, la nécessité de mettre en place le séquençage NGS dans le laboratoire 
d’histocompatibilité du CHRU de Nancy n’est plus à discuter : contraintes institutionnelles 
(ABM), standards EFI, harmonisation des pratiques, typages à haut débit de grandes séries, 
plus faible coût. Cette mise en place n’est pas sans difficulté. Certaines étapes présentent des 
risques d’erreur importants (comme la préparation de la librairie) et nécessitent la plus 
complète automatisation. Les logiciels d’analyse des données et le stockage des multiples 
données générées doivent être pris en charge par des bio-informaticiens. Enfin, comme pour 
toute technique utilisée dans un laboratoire de biologie médicale, des critères rigoureux de 
qualité doivent être définis lors de la période de validation de la technique par le laboratoire 
en tenant compte des standards EFI qui se mettent en place pour le séquençage NGS et qui se 
préciseront au cours des mois à venir. 
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ANNEXES 
 

Récapitulatif des principales caractéristiques et différences entre les molécules de classe 
I et II.  

Principales différences entre classe I et classe II 

Molécule HLA Classe I Classe II 

Loci d’intérêt en 
transplantation 

A, B, C DRB1, DQB1, DPB1 

Taille des gènes Environ 3 kb De 4 à 10 kb 
Nb d’exons 7 ou 8 5 ou 6 
Polymorphisme Exons 2 et 3 Exon 2 
Expression cellulaire Quasiment toutes les cellules 

nucléées (+ plaquettes) (- os, 
cartilage, neurones…) 

Restreinte : lymphocytes 
B+++ 

Peptides présentés Endogènes (synthétisé par la 
cellule elle-même) (viraux + soi)  

Exogènes  

Lymphocytes T  CD8+ CD4+ 
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Tableau récapitulatif des sources de cellules souches hématopoïétiques  

Comparaison/résumé des différentes sources de cellules souches hématopoïétiques 

Origine des 
cellules souches 

Moelle osseuse 

MO 

Cellules Souches 
Périphériques (CSP) 

Unités de Sang 
Placentaire (USP) 

Quantité de CSH 
(Qualité) 

Grande quantité de CSH 
pour un faible volume de 
moelle 

Grande quantité de 
CSH 

Quantité de CSH  faible et 
limité (non reprélevable). 
(2 USP pour un adulte) 

 

Quantité de 
lymphocytes T 

(potentiel GvH) 

Quantité correcte de 
lymphocytes T pour un 
faible volume de moelle 

Grande quantité de 
lymphocytes T (risque 
de GvH ↑/GvL) 

Quantité lymphocyte T 
faible (potentiel GvH 
diminué mais également 
GvL) 

Modalité 
prélèvement 

Prélèvement délicat, 
contrainte élevé pour le 
donneur, bonne tolérance  

Prélèvement 
relativement simple, 
mais injection de  
G-CSF nécessaire : 

bonne tolérance mais 
< MO 

Prélèvement simple, 
aucune contrainte pour 
autrui 

Compatibilités  10/10 voire 9/10 10/10 voire 9/10 6/6, moins de contraintes 

Post-greffe Reconstitution avec un 
délai intermédiaire au 
deux autres sources 

Reconstitution 
hématopoïétique plus 
rapide qu’avec un 
greffon médullaire 

Risque de non prise de 
greffe, reconstitution plus 
lente qu’avec MO ou CSP 

Moins de cellules 
immunocompétentes : 
infections post greffe+ 

DLI Possible Possible Un seul recueil possible, 
pas de DLI 

Disponibilité Risque de changement 
d’avis, mauvaise 
compliance, 
indisponibilité 

Risque de changement 
d’avis, mauvaise 
compliance, 
indisponibilité 

Disponibilité rapide des 
cellules souches 

Risques infectieux Risque infectieux par le 
greffon + 

Risque infectieux par 
le greffon + 

Sécurité ++ (moins de 
risques infectieux par le 
greffon) 
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