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Résumé

Les femmes enceintes et les enfants sont les populations a haut risque pour le
paludisme. Chez les premiéres, I'infection peut entrainer une infection placentaire
(IP). Les enfants nés d'une mere ayant une IP seraient plus a risque de développer
une infection palustre rapidement apres la naissance. Un phénomene de tolérance
immunitaire est évoqué mais aucune explication n’est émise. Nous proposons une
explication basée sur I'implication de HLA-G, protéine de la tolérance immunitaire.

Nous avons pu montrer que les niveaux élevés de HLA-G chez les enfants étaient
associés a un risque élevé de paludisme et au faible poids de naissance. Il existe une
tres forte ressemblance mere-enfant au cours de la grossesse et durant les 2
premieres années de vie de 'enfant avec une probabilité tres élevé chez les enfants
d’avoir le méme profil que leur mere. Les femmes ayant une IP présentent un risque
plus élevé d’avoir des enfants ayant des niveaux de HLA-G soluble élevé, et le délai de
1¢re infection palustre est plus court pour les enfants nés de meéres ayant un niveau de
HLA-G élevé en début de grossesse. Ces résultats confirment que HLA-G est associée
a l'infection palustre. Ils montrent que le réle de HLA-G dans I'IP est trés complexe.
Face a la ressemblance mere-enfant et le délai de 1¢re infection, il serait intéressant
d’envisager le dosage de HLA-G maternel en début de grossesse afin de confirmer son
role prédictif. HLA-G pourrait alors étre un outil de santé publique intéressant pour

identifier de potentiels futurs enfants a risque.



Abstract

Pregnant women and children are populations at high risk for malaria. Malaria
infection in pregnancy can lead to placental malaria (PM). Children born to a mother
with PM have an increased risk of malaria infection during the first years of life. To
explain this phenomenon related to an immune tolerance, we suggest an explanation
based on the implication of HLA-G, an immune tolerance protein.

We show that high levels of soluble HLA-G in children were associated with malaria
risk and low birth weight. There is a very strong mother/child resemblance during
pregnancy and the first 2 years of life of the child with a very high probability in
children of having the same profile as their mother. Women with PM have a higher
risk to give birth to a child with high levels of soluble HLLA-G, and children born to
mothers with high HLA-G levels have an increased risk of malaria in early pregnancy.
These results confirm that HLA-G is associated with malaria infection. They show
that the role of HLA-G in PM is very complex. According to the maternal-child
resemblance and the delay onset the first infection, it would be interesting to consider
the dosage of maternal HLA-G in early pregnancy in order to confirm its predictive
role. HLA-G could then be an interesting public health tool to identify potential

children at risk.
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Introduction

Les principales causes de mortalité dans le monde sont diversement réparties. Selon
les données de I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), en 2012, la plupart des
déces dans les pays a revenus élevés ou intermédiaires seraient d’origine
cardiovasculaire. Dans les pays a faible revenu par contre, la mortalité est
essentiellement liée aux maladies infectieuses telles que les infections des voies
respiratoires, 'infection par le virus de 'immunodéficience humaine acquise (VIH) et
le paludisme (World Health Organization. 2015). En Afrique sub-saharienne, le
paludisme est en 2015 I'une des principales causes de mortalité et un enfant meurt de
paludisme toutes les deux minutes (World Health Organization. 2015). Les réponses
cliniques des personnes infectées sont tres diverses et de nombreux facteurs
interviennent dans cette variabilité. Ils peuvent étre environnementaux (Cottrell,
Kouwaye et al. 2012, Reiner, Geary et al. 2015), liés a I'h6te comme son patrimoine
génétique (Lelliott, McMorran et al. 2015), au parasite (espece, diversité génétique)
ou encore aux pathologies associées (Naing, Sandhu et al. 2016). D’apres 'OMS, les
femmes enceintes, les enfants de moins de cinq ans, les sujets infectés par le VIH et
les personnes non immunisées sont les populations les plus a risque et peuvent
développer les formes graves de la maladie. Chez les femmes enceintes, la survenue
d’une infection palustre au cours de la grossesse est responsable d'une augmentation
de la mortalité périnatale. Elle peut entrainer une anémie sévere ou aggraver une
anémie préexistante, provoquer une fausse couche et dans certains cas une infection
palustre placentaire (Desai, ter Kuile et al. 2007, Uneke 2007). L’infection palustre
(périphérique ou placentaire) de la mere est souvent associée a un risque élevé de

faible poids de naissance survenant soit par retard de croissance intra-utérin et/ou
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par une naissance prématurée (Cottrell, Mary et al. 2007, Moya-Alvarez, Abellana et
al. 2014, Huynh, Cottrell et al. 2015). Les conséquences sont extrémement graves
puisque dans les pays en développement 60 a 80% des nouveau-nés qui décedent
durant la période néonatale sont des enfants nés avec un FPN (Lawn, Cousens et al.
2005). Dans certains cas, le nouveau-né peut présenter une infection palustre
congénitale ou une anémie durant les premiers mois de vie (Uneke 2007, Uneke
2007, Moya-Alvarez, Abellana et al. 2014, Accrombessi, Ouedraogo et al. 2015).
L’infection palustre pendant la grossesse participe ainsi de maniére importante a

laugmentation de la mortalité et de la morbidité péri et post-natales.

Mais le paludisme gestationnel peut avoir des conséquences a plus long terme sur
Ienfant. Plusieurs auteurs rapportent que les enfants nés d’'un placenta infecté par P.
falciparum seraient plus sensibles a I'infection palustre, sensibilité qui s’exprime par
un délai de premiere infection plus court que pour les enfants nés de meres non
infectées pendant la grossesse (Le Hesran, Cot et al. 1997, Mutabingwa, Bolla et al.
2005, Schwarz, Adegnika et al. 2008, Le Port, Watier et al. 2011). Bien évidemment
les conditions environnementales, en téte desquelles le risque de piqilire par le
vecteur, peuvent jouer un réle prépondérant dans ces différences, mais il a été
montré récemment que l'effet de I'infection placentaire demeurait, malgré une prise
en compte tres précise de ce risque environnemental, confirmant la réalité de ces
deux facteurs de risque (Le Port, Watier et al. 2011, Le Port, Cottrell et al. 2013).
L’hypothese d’une tolérance immunitaire au paludisme induite par cette infection
placentaire a largement été évoquée pour expliquer cette sensibilité accrue du
nouveau-né a I'infection (Le Hesran, Cot et al. 1997, Malhotra, Dent et al. 2009, Le
Port, Watier et al. 2011). Néanmoins, le mécanisme de cette tolérance immunitaire

reste encore flou et peu documenté.
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La tolérance immunitaire se définit par la capacité d’'un systeme immunitaire a ne
manifester aucune réaction agressive vis-a-vis d'un antigene avec lequel il a été au
préalable en contact (Chatenoud and Bach 2012). Elle existe naturellement dans
lorganisme humain et permet le non-rejet des antigenes du soi. La situation ou
I'existence de cette tolérance immunitaire est indéniable est la grossesse puisque c’est
ce phénomene qui permet le maintien de I'allogreffe foetale et le déroulement d’'une
grossesse normale. La principale molécule, connue jusque la responsable de cette
tolérance immunitaire materno-foetale est une molécule HLA de classe I non
classique, HLA-G : Human Leukocyte Antigen G (Carosella, Dausset et al. 1999,
Carosella, Rouas-Freiss et al. 1999, Rouas-Freiss, Khalil-Daher et al. 1999,
Kamishikiryo and Maenaka 2009, Amodio, de Albuquerque et al. 2014, Carosella
2014, Carosella, Rouas-Freiss et al. 2015). Elle a donc été amplement décrite chez la
femme enceinte, dans la tolérance foeto-maternelle, processus grace auquel le produit
de conception d’'une grossesse n’est pas rejeté par le systeme immunitaire de la mere
(Rouas-Freiss, Kirszenbaum et al. 1997, Hunt, Petroff et al. 2005, Hviid 2006, Rizzo,
Andersen et al. 2009, Carosella 2014, Dahl, Djurisic et al. 2014, Abediankenari,
Farzad et al. 2015). L’expression élevée de HLA-G est donc indispensable a la mise en
place d’'une grossesse et constitue un important indicateur du pronostic de cette
grossesse. En médecine de la reproduction, le dosage de HLA-G est trés souvent
utilisé dans la prise en charge des troubles de la fertilité, notamment comme facteur
de réussite des fécondations in vitro (FIV) (Roussev and Coulam 2007, Warner,
Lampton et al. 2008, Kotze, Kruger et al. 2013). En dehors du processus
physiologique de la grossesse, HLA-G a été également étudié dans de nombreuses
situations pathologiques au cours desquelles une tolérance immunitaire est décrite.
HLA-G représente ainsi un important facteur de surveillance en transplantation

d’organes, ou sa production est souvent associée a bonne acceptation des greffes
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d’organe (Deschaseaux, Delgado et al. 2011, Rebmann, Nardi et al. 2014). La protéine
HLA-G a été étudiée dans plusieurs cancers (Amiot, Ferrone et al. 2011, Rouas-
Freiss, Moreau et al. 2014), maladies auto-immunes et inflammatoires (Rizzo,
Bortolotti et al. 2014). En infectiologie, diverses investigations ont été réalisées
concernant les pathologies bactériennes et virales (Amiot, Vu et al. 2014, Rizzo,
Bortolotti et al. 2014), alors que les études sur le role de HLA-G dans les infections
parasitaires sont peu nombreuses et sont surtout axées sur la toxoplasmose. Dans le
cas du paludisme et des autres maladies infectieuses tropicales, trés peu d’études

existent.

Compte tenu du role important que joue HLA-G dans la tolérance immunitaire et son
implication dans nombre de pathologies, il nous est apparu important d’explorer le
role éventuel de cette protéine dans la tolérance immunitaire associée a l'infection

palustre placentaire de la mere.

Une des questions qui se posent est celle de la spécificité de cette tolérance dans le
cadre de linfection palustre placentaire. Cette interrogation est d’autant plus
pertinente qu'une étude a montré que les enfants nés d’'un placenta infecté par P.
falciparum sont non seulement plus susceptibles aux infections palustres, mais
également plus a risque face aux infections non palustres (Rachas, Le Port et al.
2012). Un phénomene similaire est décrit pour les infections helminthiques puisque
des femmes enceintes porteuses d’helminthes donnent également naissance a des
nouveau-nés plus sensibles aux infections helminthiques durant leur jeune age
(Mehta, Rodriguez et al. 2012). Les conclusions de ces différentes études convergent
vers une modification du développement immunitaire foetal. Etant donné le réle

majeur joué par la molécule HLA-G dans le controle de la réponse immunitaire
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(Carosella, Rouas-Freiss et al. 2015) ’hypothese selon laquelle HLA-G pourrait jouer

un réle dans ces phénomenes doit étre explorée.

Notre hypothése de travail est que chez certaines femmes enceintes, l'infection
placentaire ou périphérique par P. falciparum déclencherait une surexpression de
HLA-G entrainant une inhibition de sa réponse immune spécifique. Cette inhibition,
partielle, entrainerait une diminution du niveau d’anticorps (Ac) spécifiques de P.
falciparum et donc une transmission moins importante de ses Ac vers son feetus.
Corollaire de cela le nouveau-né sera plus sensible aux infections durant les premiers
mois de vie, comme cela a été montré. Dans certains cas, la surexpression de HLA-G
chez la mere peut entrainer une transmission plus élevée de HLA-G soluble qui serait
responsable d'une inhibition de la réponse immune du nouveau-né, entretenant ainsi
une plus grande sensibilité a I'infection. Enfin, le polymorphisme du gene HLA-G
pourrait également étre responsable du maintien de cette surexpression et entretenir

aussi une plus grande sensibilité a I'infection au cours des premieres années de vie.

Si notre hypothése de travail se confirmait, I'infection placentaire, conséquence d’'une
infection palustre au cours de la grossesse, pourrait n’étre que le marqueur dun

phénomeéne biologique non spécifique de P. falciparum et plus étendu.

L’objectif général de cette these, sera de déterminer le réle de la protéine HLA-G dans
la tolérance immunitaire induite par le paludisme gestationnel. De maniere plus

spécifique nous prévoyons :

1. D’étudier I’évolution de HLA-G soluble chez la femme au cours de la grossesse,

et les différents facteurs associés,

2. D’étudier ’évolution de HLA-G soluble chez ’enfant au cours des premieres

années de vie, et les différents facteurs associés et
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3. De rechercher I'association entre la molécule HLA-G et le paludisme de la

mere au cours de la grossesse et des deux premieres années de vie de ’enfant.

Les analyses pour atteindre ces différents objectifs ont été réalisées sur des

populations issues de deux cohortes suivies dans le sud du Bénin.

Dans ce document, seront abordées dans un premier chapitre, une présentation du
paludisme et de la protéine HLA-G, ainsi que la problématique de la these. Dans les
deuxieme et troisieme chapitres, nous présenterons successivement les deux
cohortes, avec pour chacune d’elle la description de la méthodologie utilisée et les
résultats obtenus. La derniére partie sera consacrée a la discussion générale des

résultats.
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Chapitre 1 : Généralités et

problématique

Dans ce premier chapitre, nous présenterons quelques généralités sur le paludisme,
son épidémiologie, ses manifestations cliniques et les modalités de prise en charge de
la maladie. Nous terminerons par le cas particulier qu’est le paludisme gestationnel et
notamment le paludisme placentaire et ses conséquences chez le nouveau-né. En
effet, c’est sur le couple mere-enfant que portent nos travaux et plus spécifiquement
sur le concept de tolérance immunitaire qui semble induite par l'infection placentaire.
Ainsi, a la suite de ces généralités sur le paludisme nous aborderons ce concept de
tolérance immunitaire et notamment le role de HLA-G, molécule tolérogene
reconnue, dans ce phénomene. Nous terminerons ce chapitre par une présentation de

la problématique scientifique de cette these.
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1. Généralités sur le paludisme

1.1 Définition et épidémiologie du paludisme

Le paludisme est une maladie infectieuse parasitaire, causée par des parasites du
genre Plasmodium (P.). Il est endémique dans de nombreuses régions intertropicales
et quatre especes parasitaires sont généralement a I'origine de cette infection chez le
sujet humain. Il s’agit de Plasmodium falciparum, P. vivax, P. malaria, P. ovale
(Crutcher and Hoffman 1996, White, Pukrittayakamee et al. 2014). Depuis les années
2000, une cinquieme espece, Plasmodium knowlesi, est retrouvée chez ’homme
(Singh, Kim Sung et al. 2004). Initialement décrite dans le paludisme chez le singe,
elle est de plus en plus incriminée en Asie du sud-est (Sabbatani, Fiorino et al. 2010,
William, Jelip et al. 2014, Cramer 2015, Brock, Fornace et al. 2016). Parmi les
diverses especes plasmodiales, P. falciparum et P. vivax sont responsables de la
majorité des infections, 80% et 15% respectivement (McFee 2013). Plasmodium
falciparum est responsable des formes les plus graves de la maladie, mais de plus en
plus la virulence de Plasmodium vivax est démontrée (Milner, Montgomery et al.

2008, Gething, Patil et al. 2011, Battle, Gething et al. 2012).

Le paludisme demeure la parasitose la plus répandue et la plus meurtriere dans le
monde. En 2015, 'OMS estimait encore a 3,5 milliards le nombre de personnes a
risque d’infection palustre sur la planete. Au cours de ’'année 2015, un total de 214
millions de nouveaux cas a été répertorié, répartis dans 106 pays. Malgré la
diminution de l'incidence du paludisme de 37% et du taux de la mortalité liée a la
maladie de 60% de I'année 2000 a I'année 2015 dans le monde, et ’éradication de

I'infection dans certains pays, le paludisme constitue toujours un probleme majeur de
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santé publique. Environs 438 000 déces sont toujours attribués au paludisme en

2015.

Le continent africain est le plus affecté par le paludisme devant I’'Asie et la région
méditerranéenne. En effet, 88% du nombre total des nouveaux cas et 90% des déces
liés au paludisme surviennent sur le continent (World Health Organization. 2015) ou
Plasmodium falciparum est le parasite le plus rencontré (Crawley, Chu et al. 2010,

Gething, Patil et al. 2011, Autino, Noris et al. 2012).

Les nourrissons et les enfants de moins de 5 ans sont les plus fragiles face au
paludisme (White, Pukrittayakamee et al. 2014) (Figure 1). Les femmes enceintes, les
personnes infectées par le VIH et les sujets non immunisés (voyageurs)
(Schlagenhauf, Steffen et al. 2003) ont également un risque plus élevé d’infection et
représentent les populations a risque. En 2015, 306 000 déces ont été recensés chez
les enfants de moins de 5 ans, dont 292 000 en Afrique et en 2014, 28 millions de

femmes enceintes étaient a risque de paludisme (World Health Organization. 2015).
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Figure 1 : Evolution de la susceptibilité au paludisme en fonction de I’dge dans les

zones de transmission modérée (White, Pukrittayakamee et al. 2014)
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1.2 Transmission du paludisme

Dans la plupart des cas, le paludisme se transmet par la piqiire d’'un vecteur, le
moustique femelle du genre Anopheles, (Kuhn, Campbell-Lendrum et al. 2002,
Coetzee 2004, Levine, Peterson et al. 2004, Manguin, Garros et al. 2008).
Différentes especes existent dans le monde et peuvent potentiellement transmettre le
paludisme (Kiszewski, Mellinger et al. 2004) (Figure 2). En Afrique, les especes du
complexe Anopheles gambiae sont les plus représentées (Anopheles gambiae s. s. et
Anopheles arbiensis) (White, Pukrittayakamee et al. 2014) mais Anopheles funestus
est également présent (Kiszewski, Mellinger et al. 2004). D’autres formes de
transmission existent, plus rares : il s’agit de la transfusion par des produits sanguins
infectés, ou encore de la transmission materno-feetale, responsable de paludisme

congénital (Trampuz, Jereb et al. 2003, Crawley, Chu et al. 2010).

La transmission du paludisme est un phénomene tres complexe et d’intensité
variable. Cette variabilité dépend de plusieurs facteurs qui peuvent étre liés a I'hote
(activités nocturnes, mouvements migratoires, activités forestieres par exemple), au
parasite (différentes especes, sensibilité aux médicaments, durée du cycle de
reproduction), au moustique (densité, durée de vie, site de reproduction) et a
I’environnement (végétation, climat, proximité d’'un cours d’eau) (Autino, Noris et al.
2012, Rossati, Bargiacchi et al. 2016). Bien évidemment ces différents facteurs

interagissent fortement expliquant ainsi la complexité évoquée.

La mesure de la transmission palustre est indispensable pour déterminer le niveau
d’endémicité d’'une région, ainsi que pour mesurer son évolution et les différentes
modifications survenant au cours du temps. Elle permet ainsi de cibler les zones et les
7. \ . 7 s ) Ja K . ’ .
périodes ot le risque est élevé et d’améliorer ou adapter la prise en charge préventive

et curative de l'infection.

23



sachar Vi

mdhcdk;r \

funestus and arabiensis 'i
and gamblaas Sy

.\
maculatus.|.

S ,?‘
2
o
Anopheles ;
No vector = @ barbirostris 1 funestus and arabiensis @ relas @ ruicherrimus
- albimanus - culicifacies _ funestus, arabiensis and gambiae s.s. - messeae - quadrimaculatus

~ annularis - darlingi 0 funestus and gambiae s s. - minimus - sacharovi
@ anthropophagus @ dirus @ gambiaesss. multicolor @ sergentii
- arabiensis L i ~ gambiae s.s. and funestus - nunez-tovari - sinensis
@ arabiensis and funestus @I flavirostris labranchiae @ punctulatus group @D stephensi
0 aquasalis - fluviatilis - maculatus - pharoahensis - sundaicus
0 freeborni ¢ ' marajoara - pseudopunctipennis - superpictus

Figure 2 : Répartition des vecteurs potentiels du paludisme a travers le monde (Kiszewski, Mellinger et al. 2004).
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Plusieurs méthodes sont utilisées pour mesurer la transmission du paludisme : elles
se basent sur différents indicateurs: (i) la prévalence d’individus présentant une
splénomégalie clinique palpable dans la population (indice splénique ou spleen rate
ou SR) ; (ii) la prévalence d’infections confirmées en laboratoire (indice plasmodique
ou parasite rate ou PR) ; (iii) le nombre de piqlires infestantes de moustiques par
personne (taux d’inoculation entomologique ou entomological inoculation rate ou
EIR) ou encore (iv) le nombre de cas de paludisme confirmés par la microscopie, en
une année par unité de population (annual parasite incidence ou API) (Hay, Smith et
al. 2008, Autino, Noris et al. 2012). Les deux premieres méthodes sont généralement
évaluées chez les sujets de 2 a 9 ans. Toutefois, leur usage comme indicateur de
transmission a été abandonné au profit des mesures entomologiques (Hay, Smith et
al. 2008, Shukla, Singh et al. 2011, Autino, Noris et al. 2012, Organisation Mondiale
de la Santé 2013). En effet, actuellement, la mesure de la transmission du paludisme
se base préférentiellement sur le taux d’inoculation entomologique (Kelly-Hope and
McKenzie 2009). Ce parametre estime le nombre moyen de piqures de moustiques
infectés par personne et par unité de temps (Macdonald 1956, Macdonald 1957, Beier,
Killeen et al. 1999, Kelly-Hope and McKenzie 2009). Il est tres variable en Afrique,
allant de moins de 1 a plus de 1000 piqures de moustiques infectés par personne et
par an en fonction des zones et est fortement corrélé a la prévalence de I'infection par

Plasmodium falciparum (Beier, Killeen et al. 1999) comme le montre la Figure 3.
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Figure 3 : Evolution de la prévalence de I'infection par Plasmodium falciparum en
fonction du taux d’inoculation entomologique annuel dans les populations africaines

(Beier, Killeen et al. 1999)

Ces différents outils permettent de distinguer quatre niveaux de transmission du

paludisme (Organisation Mondiale de la Santé 2013) :

- les zones holoendémiques : la transmission est la plus élevée, survenant toute
lannée avec un degré élevé d’'immunité dans la population, particulierement

chez les adultes

- les zones hyper-endémiques : la transmission est saisonniére intense, et la

maladie présente dans toutes les tranches d’age ;

26



- les zones mésoendémiques : I'intensité de la transmission est variable au cours

de I'année et cette fluctuation entraine une prédisposition des populations a

des épidémies fréquentes ;

- les zones hypoendémiques : la transmission et le risque sont tres faibles.

Une autre classification de la transmission du paludisme existe, basée sur la stabilité

de la transmission. Elle permet d’identifier trois zones de transmission :

- les zones sans paludisme,

- les zones de paludisme instable ou épidémique avec des fluctuations annuelles

et

- les zones de paludisme stable ou endémique avec une transmission élevée.

Ces deux types de classifications se superposent et sont résumées dans le Tableau 1

ci-dessous.

Tableau 1 : Classification des niveaux d’endémicité du paludisme (Organisation

Mondiale de la Santé 2013)

Critére Hypoendémicité Mésoendémicité Hyperendémicité Holoendémicité
. Constamment >50- Constamment
Indice o (4 o . e
splénique chez 0-10% 11-50% ,75/? (egalezment >75% (n}als faible
e 35 e élevé chez 'adulte chez 'adulte
et >25%) <25%)
Indice Constamment
plasmodique 0-10% 11-50% Constamment >50- >75% chez les
chez les 2-9 75% nourrissons agés
ans de 0-11 mois
Stabilité Instable Instable Stable Stable
Taux
d’inoculation <0,25 0,25-10 11-140 >140
entomologique
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Les régions tropicales, notamment la région intertropicale africaine, constituent les
lieux ou la transmission du paludisme est la plus stable dans le monde (Kiszewski,

Mellinger et al. 2004), et par conséquent les lieux de prévalence élevée (Figure 4).

Stability index -
~ (D 000-005 D 501-300

) 0.06-1.00 8.01-12.00
@ 1.01-200 @D 12.01-18.00
@D 2.01-5.00 @ 18.01-26.00
@ 25.01-39.00

-~

Figure 4 : Stabilité de la transmission du paludisme a travers le monde (Kiszewski,

Mellinger et al. 2004)

1.3 Physiopathologie du paludisme

Elle décrit les mécanismes biologiques associés a la présence de Plasmodium a
I'intérieur de 'organisme. Le cycle de vie de Plasmodium se répartit en deux phases
principales et successives : une a I'intérieur de 'homme (hote), puis la deuxieme chez

le moustique vecteur (héte définitif)(Figure 5).
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1.3.1 Chez ’homme

Le moustique femelle infecté transmet le paludisme a ’homme au cours d’un repas
sanguin, en injectant des parasites dans le sang veineux sous la forme de sporozoites.
Ceux-ci passent dans le compartiment hépatique environs trente minutes apres
(Biamonte, Wanner et al. 2013), puis ils se multiplient a I'intérieur des cellules
hépatiques (ou hépatocytes) pour donner des cellules filles appelées mérozoites. On
obtient ainsi des schizontes hépatiques (ou corps bleus) qui éclatent plus tard, en
libérant les mérozoites dans la circulation sanguine (Miller, Good et al. 1994,
Biamonte, Wanner et al. 2013, White, Pukrittayakamee et al. 2014). C’est la phase de
schizogonie hépatique. Chaque sporozoite peut produire en 5-8 jours 10 000 a
30 000 mérozoites (White, Pukrittayakamee et al. 2014). Chez les especes
Plasmodium ovale et Plasmodium vivax, les sporozoites peuvent rester quiescents a
I'intérieur des cellules hépatiques, sans se transformer en schizontes : ce sont des
hypnozoites (Biamonte, Wanner et al. 2013, Richter, Franken et al. 2016). Ils se
réactivent plus tard et génerent des acces de reviviscence de l'infection. Ce
mécanisme est également décrit pour Plasmodium malariae et aussi de facon
exceptionnelle pour Plasmodium falciparum (Richter, Franken et al. 2016). La phase

hépatique a une durée variable de 5 a 10 jours (Biamonte, Wanner et al. 2013).

Une fois libérés dans le sang, les mérozoites envahissent les globules rouges. C'est le
début de la phase érythrocytaire asexuée. Les mérozoites se multiplient rapidement,
puis se transforment en trophozoites. Il en résulte des schizontes érythrocytaires qui
éclatent et liberent de nouveaux mérozoites capables d’'infecter de nouveaux globules
rouges (Biamonte, Wanner et al. 2013, White, Pukrittayakamee et al. 2014). Un cycle
de schizogonie érythrocytaire dure environ 48 heures pour Plasmodium falciparum,

Plasmodium vivax et Plasmodium ovale, 72 heures pour Plasmodium malariae, et
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seulement 24 heures pour Plasmodium knowlesi. Une semaine environ (6 a 8 jours)
apres le passage des parasites du foie vers la circulation sanguine, ils deviennent

détectables a la microscopie (White, Pukrittayakamee et al. 2014).

Au cours d’une infection par Plasmodium falciparum, les globules rouges infectés par
le parasite ont la capacité d’adhérer aux cellules endothéliales, entrainant leur
agrégation et leur séquestration dans la microcirculation sanguine. Cette spécificité
des globules rouges infectées par Plasmodium falciparum, est due a la présence
d’antigenes parasitaires de type PfEMP1, ayant une grande affinité pour des
récepteurs vasculaires de type CD36 (cluster determinant 36), ICAM1 (intercellular
adhesion molecule 1), TSP (thromobospondin), CR1 (complement receptor 1), et CSA
(chondroitin sulfate A) (Kraemer and Smith 2006, Pasternak and Dzikowski 2009,
Hviid and Jensen 2015). Cette cyto-adhérence est responsable de la virulence de cette
espece plasmodiale et des complications qu’elle génere (Miller, Good et al. 1994,
Newbold, Craig et al. 1999, Chakravorty, Hughes et al. 2008, Pasternak and

Dzikowski 2009).

Apres plusieurs cycles de reproduction asexuée, certains parasites se différencient en
cellules sexuelles, les gamétocytes males ou femelles, pouvant infecter le moustique
(Miller, Good et al. 1994, Biamonte, Wanner et al. 2013, White, Pukrittayakamee et

al. 2014).

1.3.2 Chez le moustique

Les gamétocytes sont ingérés par un nouveau moustique. Les gametes male et femelle
fusionnent dans le tube digestif de celui-ci, forment un ceuf ou zygote qui se
transformera successivement en ookinete (forme mobile) puis en oocyste (forme fixée

a la paroi digestive). L’'oocyste se développe et libére des sporozoites qui rejoignent
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les glandes salivaires du moustique, d’ou ils seront rejetés pour infecter un nouveau
sujet chez lequel le cycle se poursuivra (Biamonte, Wanner et al. 2013, White,

Pukrittayakamee et al. 2014).
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Figure 5 : Cycle du Plasmodium a I'intérieur de ’'homme et du moustique infectés

(White, Pukrittayakamee et al. 2014)

1.4 Manifestations et symptomes du paludisme

Les manifestations cliniques du paludisme découlent de la physiopathologie de la
maladie. La période d’incubation est variable et les signes surviennent en moyenne
une semaine apres la piqiire de moustique (Pasvol 2005, Walker, Nadjm et al. 2010,
Bartoloni and Zammarchi 2012). Apres 'infection, les manifestations cliniques du
paludisme apparaissent progressivement et I’évolution naturelle théorique de la
maladie se fait suivant la chronologie suivante: infection, parasitémie
asymptomatique, paludisme simple, paludisme grave et déces (World Health
Organization 2014). Toutefois, le risque d’infection palustre et les manifestations
cliniques dépendent de plusieurs facteurs comme I’age, le degré d'immunité, ’espece

plasmodiale en cause, mais aussi de l'accessibilité et de la mise en route d’'un
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traitement efficace (World Health Organization 2000, World Health Organization

2014).
1.4.1 L’acces palustre simple ou paludisme non
compliqué

1.4.1.1 Signes cliniques

Le paludisme simple ou acces palustre simple est la forme clinique la plus fréquente.
Les signes cliniques ne sont pas spécifiques et sont fréquemment a I'origine d’erreur
de diagnostic. Ils imitent généralement un tableau pseudo-grippal et sont la
conséquence de la rupture des schizontes et de la destruction des globules rouges
(Trampuz, Jereb et al. 2003, Bartoloni and Zammarchi 2012). La manifestation
clinique la plus commune du paludisme est la fievre, inconstante, qui peut étre
absente a I'examen clinique (Walker, Nadjm et al. 2010, White, Pukrittayakamee et
al. 2014). Elle est souvent associée a une absence de bien-étre ou une sensation de
malaise général, des frissons, de la fatigue, des céphalées, des douleurs musculaires
et/ou articulaires, une perte d’appétit, et un inconfort abdominal. Il peut étre évoqué
une notion de signes digestifs (nausées, vomissements ou diarrhées), des signes
respiratoires (toux) ou un ictere (Pasvol 2005, White, Pukrittayakamee et al. 2014,
Lalloo, Shingadia et al. 2016). A linterrogatoire, le patient décrit une fievre,
survenant généralement sous forme d’épisodes paroxystiques rythmés: I'épisode
démarre par une sensation de froid accompagnée de frissons, puis s’en suit une fievre
élevée, parfois supérieure a 40 degrés Celsius (°C). Cet épisode s’achéve par une
phase de transpirations avec sueurs. Les épisodes surviennent a une fréquence de 48

a 72 heures en fonction des especes : 48 heures (fievre tierce) pour les infections par
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P. falciparum, P. vivax et P. ovale et 72 heures (fievre quarte) pour P. malariae

(Ashley, McGready et al. 2006).

L’examen clinique peut objectiver la fievre, la présence d'une hépatomégalie ou d’'une
splénomégalie (surtout chez les enfants), une tachycardie, un ictére, une paleur
cutanéo-muqueuse ou une hypotension orthostatique (Trampuz, Jereb et al. 2003,
Lalloo, Shingadia et al. 2016). L'examen peut retrouver aussi une fiévre isolée
(Trampuz, Jereb et al. 2003). Le diagnostic de paludisme doit étre suspecté devant
ces signes, notamment en zone d’endémie palustre, et doit motiver la réalisation
d’examens biologiques permettant de confirmer ou d’infirmer la présence de
parasites. Chez les sujets non originaires des zones endémiques, on doit
systématiquement rechercher une notion de voyage récent en zone d’endémie

palustre.

1.4.1.2 Diagnostic biologique
Devant un tableau clinique évocateur d’infection palustre, des examens

complémentaires biologiques doivent étre réalisés. Plusieurs méthodes sont utilisées.

La plus classique et la plus utilisée, demeure le diagnostic microscopique. Il consiste
en la réalisation d'une goutte épaisse (GE). Elle se fait a partir d'une goutte de sang,
obtenue en piquant le bout d'un doigt, qu’on étale sur une lame de verre. La lecture se
fait apres coloration par le Giemsa (Tangpukdee, Duangdee et al. 2009, White,
Pukrittayakamee et al. 2014). Cette technique demeure la méthode standard de
diagnostic du paludisme. Elle est facile a réaliser, peu couteuse et permet d’objectiver
la présence de parasites, ’espece en cause ainsi que la densité parasitaire (DP). Un
frottis mince peut également étre réalisé pour une détermination plus stire de I'espece

concernée. Néanmoins, la goutte épaisse est peu efficace en cas de tres faible
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parasitémie et nécessite une mise en ceuvre logistique et une maitrise technique
(disponibilité d’un laboratoire et d'un manipulateur) (Tangpukdee, Duangdee et al.
2009). Elle détecte une infection en moyenne a partir de 10 a 30 parasites/ul de sang

(Montoya, Menco et al. 2008).

Il existe des tests de diagnostic rapide (TDR), d’utilisation facile qui n’implique pas la
présence dun technicien de laboratoire. Les TDR sont basés sur le principe de
détection d’'un antigene parasitaire. Celui-ci peut étre spécifique dune espéece
plasmodiale donnée ou commun a plusieurs especes, permettant ainsi le diagnostic
d’infection palustre mixte. L’'utilisation des TDR a permis de grandes avancées car
elle réduit le délai de prise en charge du malade, et est d'une grande utilité dans les
zones rurales des pays peu avancés, ne disposant souvent pas de laboratoire d’analyse
(Tangpukdee, Duangdee et al. 2009). Toutefois, méme si les TDR ont une bonne
sensibilité comparativement a la goutte épaisse, celle-ci diminue en cas de faibles

parasitémies (Murray, Gasser et al. 2008, Larreche, Rapp et al. 2014).

De plus en plus, des méthodes de diagnostic moléculaire telles que la PCR
(polymerase chain reaction) sont utilisées pour mettre en évidence le parasite. La
PCR est une technique mettant en évidence ’ADN parasitaire qui est plus sensible et
donc plus efficace que les précédentes en cas de faibles parasitémies et d’infection
mixte. Elle est utilisée fréquemment lors de I’étude de la réponse thérapeutique et de
la résistance aux médicaments antipaludiques. La spécificité et la sensibilité de cette
méthode restent les plus performantes actuellement, permettant la détection d’'une
densité parasitaire de 1 a 5 parasites/ul de sang (Tangpukdee, Duangdee et al. 2009).
Toutefois cette méthode n’est de nos jours pas utilisable en diagnostic de routine

dans un laboratoire simplement équipé.
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D’autres méthodes sont parfois utilisées : tests sérologiques, spectrométrie de masse,

cytométrie en flux (Tangpukdee, Duangdee et al. 2009).

Une fois le diagnostic de paludisme établi, un traitement doit étre mis en place
rapidement. Dans le cas contraire, 'acces simple peut évoluer vers des formes graves

de paludisme (Pasvol 2005, Ashley, McGready et al. 2006).

1.4.2 Le paludisme grave ou sévere

Les formes cliniques graves de l'infection palustre sont causées par P. falciparum la
plupart du temps, parfois par Plasmodium vivax ou par Plasmodium kwnolesi
(Trampuz, Jereb et al. 2003, Bartoloni and Zammarchi 2012, Naing, Whittaker et al.
2014). En zone de transmission palustre élevée, le paludisme grave touche surtout les
enfants de moins de 5 ans et beaucoup moins les autres tranches de la population,
chez qui I'immunité anti-palustre partielle a eu le temps de se mettre en place. Dans
les régions de transmission instable, les adultes et les enfants peuvent tous
développer une infection grave (World Health Organization 2000, Trampuz, Jereb et
al. 2003). Une autre population a risque est constituée par les sujets non immuns
vivant habituellement en territoire indemne de paludisme. Mais si les enfants et les
adultes peuvent tous étre atteints, il existe des différences liées a I’age (Dondorp, Lee

et al. 2008).

Un sujet atteint de paludisme, qui se trouve dans l'incapacité de suivre une
meédication orale, a un grand risque de présenter des signes de défaillance vitale. Les
criteres de gravité du paludisme ont été identifiés et mis a jour par 'OMS en 2000
(World Health Organization 2000). Le paludisme sévere est suspecté devant des
signes cliniques évocateurs associés a un ou plusieurs symptomes (Pasvol 2005) dont

les plus fréquents sont un coma et/ou une anémie sévere.
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Un coma profond est témoin d’'une infection cérébrale ou neuropaludisme. Le
neuropaludisme doit étre évoqué apres I’élimination de toutes autres causes
infectieuses et non infectieuses de perte de conscience. Le coma peut étre associé a
des crises convulsives généralisées et répétitives (au moins deux crises en 24
heures). Le paludisme cérébral survient plusieurs jours apres le début de la maladie
chez les adultes alors que chez les enfants I'installation peut étre plus rapide (World
Health Organization 2000). Il s’agit d'une encéphalopathie diffuse qui se manifeste
par une crise convulsive généralisée suivie d'une longue perte de la conscience
(World Health Organization 2000, Hora, Kapoor et al. 2016). Le tableau clinique du
neuropaludisme peut varier en fonction de I'age du malade (Olliaro 2008). La
mortalité liée au paludisme cérébral peut étre tres élevée et les séquelles en cas de
guérison peuvent étre importantes (Bartoloni and Zammarchi 2012, Hora, Kapoor et
al. 2016). Les manifestations du neuropaludisme découlent de différents
mécanismes physiopathologiques. Une premiere explication est ’adhérence des
globules rouges infectés aux cellules endothéliales cérébrales, via un certain nombre
de récepteurs spécifiques, responsable de leur agglutination et de leur séquestration
au niveau des micro-vaisseaux. La diminution de la perfusion sanguine entraine une
hypoxie du cerveau et est favorable a la prolifération des parasites in situ (Dondorp,
Kager et al. 2000, Hora, Kapoor et al. 2016). D’autres mécanismes interviendraient
également dans ce tableau clinique comme la perte d’intégrité de la barriere hémato-
encéphalique, garant de ’homéostasie et de I'intégrité du systeme nerveux central,
(Brown, Hien et al. 1999, Brown, Rogerson et al. 2001, Medana and Turner 2006).
L’interruption de la barriere hémato-encéphalique s’accompagne du passage de
substances, normalement absentes telles que les toxines parasitaires, a I'intérieur du
compartiment cérébral. De nombreux autres mécanismes sont impliqués a savoir

lactivation des cellules endothéliales, 1’activation des plaquettes et la formation
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d’agrégats plaquettaires, des phénomenes inflammatoires avec une perturbation de
la production de cytokines (Mackintosh, Beeson et al. 2004, Ioannidis, Nie et al.
2014, Hora, Kapoor et al. 2016). Le paludisme cérébral est associé a une mortalité
importante. Son diagnostic peut étre post-mortem avec la mise en évidence, a
lautopsie, de 1ésions et d’hémorragies méningées et de globules rouges séquestrés
dans les vaisseaux capillaires (World Health Organization 2000, Storm and Craig

2014).

L’anémie sévere liée au paludisme est définie par une anémie normocytaire avec un
hématocrite inférieur a 15% ou un taux d’hémoglobine inférieur a 5 g/dl, associée a
une parasitémie supérieure a 10 000 parasites/ul. C’est I'une des complications les
plus fréquentes en Afrique qui témoigne d’une parasitémie importante (World Health
Organization 2000). Les causes de 'anémie dans l'infection palustre sont multiples.
Elle est due a la fois a une augmentation de la destruction des globules rouges, soit
par lyse des hématies parasitées, soit par destruction au niveau de la rate, et/ou a une
diminution de leur production liée & un dysfonctionnement de la moelle osseuse
associé a l'action de protéines de l'inflammation (Mackintosh, Beeson et al. 2004,
McDevitt, Xie et al. 2004). Toutes ces étiologies peuvent s'imbriquer et interagir avec
des infections bactériennes ou virales concomitantes (Perkins, Were et al. 2011). 1l
faut par ailleurs noter que les sujets vivants en zone d’endémie palustre sont tres
souvent porteurs d'un déficit en fer et/ou d’hémoglobinopathies, constituant eux-
mémes des causes majeures d’anémie (Nweneka, Doherty et al. 2010, Perkins, Were
et al. 2011). Un autre mécanisme, faisant intervenir 'oxyde nitrique (NO) est décrit
avec une altération du métabolisme cellulaire du fer, participant ainsi a ’anémie du
paludisme (Pradhan 2009). La Figure 6 présente un récapitulatif des mécanismes

connus de 'anémie due a I'infection palustre.
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endoplasmique) (Nweneka, Doherty et al. 2010)

A cOté de ces deux tableaux cliniques majeurs, d’autres signes associés a une infection
palustre doivent faire porter le diagnostic de paludisme sévere. Il s’agit d’une
hyperparasitémie (>4% d’hématies parasitées chez le sujet non immun et > 20% en
zone d’endémie), d’'une insuffisance rénale aigue, d'un cedeme pulmonaire ou d’'un
syndrome de détresse respiratoire, d'une hypoglycémie, d'un état de choc, d’'une
coagulation intra-vasculaire disséminée, dune acidose métabolique, d’une
hémoglobinurie macroscopique. On peut également rencontrer parfois des troubles
de la conscience sans coma, un ictere, une hyperlactatémie (World Health

Organization 2000).

La confirmation du diagnostic doit impérativement se faire par la mise en évidence de

parasites dans le sang.
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La physiopathologie du paludisme est donc extrémement complexe. De nombreux

mécanismes interviennent et interagissent entretenant une sorte de cercle vicieux de

I'infection. Ils sont résumés dans la Figure 7. Cependant, le mécanisme prédominant

et central dans l'infection par P. falciparum reste la cyto-adhérence des hématies

parasitées, conduisant a des troubles de la circulation et une réponse inflammatoire

importante, fortement impliqués dans les formes séveres (Hviid and Jensen 2015).
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Si le paludisme est une pathologie pouvant toucher toutes les tranches d’age,
certaines catégories de personnes restent plus fragiles quel que soit le niveau de
transmission. C’est le cas des enfants et des femmes enceintes qui seront abordés a la

fin de ce chapitre.

1.5 Prise en charge du paludisme

1.5.1Traitement curatif

Le traitement du paludisme dépend de la gravité de I'infection. En cas de paludisme
simple, ’'OMS recommande un traitement avec des combinaisons thérapeutiques a
base d’artémisinine (CTA) (White, Pukrittayakamee et al. 2014) sauf chez la femme
enceinte (World Health Organization 2015). Les présentations disponibles
contiennent un dérivé de l'artémisinine (artésunate, artéméther, or dihydro-
artémisinine) et un autre antipaludéen a dose fixe (luméfantrine, amodiaquine,
pipéraquine par exemple). Ils sont administrés en un traitement de trois jours. La
résistante a 'artémisinine est déja notifiée en Asie du Sud Est et il est impératif
d’intensifier la recherche de nouvelles molécules (Pantaleo, Pau et al. 2015). Il existe
par ailleurs d’autres associations médicamenteuses telles que la combinaison

Atovaquone—proguanil qui sont efficaces (White, Pukrittayakamee et al. 2014).

Le traitement du paludisme doit étre une urgence médicale. En cas de paludisme
grave, le traitement se fait par voie parentérale. La molécule de choix est I'artésunate,
remplacée par I'athéméther ou la quinine lorsqu’elle n’est pas disponible (White,
Pukrittayakamee et al. 2014, World Health Organization 2015). La prise en charge

doit étre pluridisciplinaire a cause de ’atteinte multi-organique.
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1.5.2 Mesures préventives

L'utilisation de mesures préventives contre l'infection du paludisme a largement
montré son efficacité, tant au niveau individuel qu’au niveau collectif. Les mesures
préventives passent essentiellement par la lutte anti-vectorielle. Pour y parvenir,
I'Organisation Mondiale de la Santé recommande I'usage de moustiquaires
imprégnées d’insecticides (MII) et la pulvérisation intra-domiciliaire d’insecticides.
La mise en ceuvre de ces mesures a montré son efficacité, notamment chez les enfants
(White, Pukrittayakamee et al. 2014) et les femmes enceintes (Takem and
D'Alessandro 2013) avec une baisse significative du taux de mortalité. En Afrique
sub-saharienne 55% de la population dormirait sous MII (World Health
Organization. 2015). Malgré le développement de la résistance des vecteurs aux

insecticides, 'usage des moustiquaires n’est pas totalement inefficace.

A la lutte anti-vectorielle, s’ajoutent les traitements de prévention. Ils ont préconisés
par ’'OMS chez la femme enceinte et, chez les enfants de moins de cinq ans, en cas de
paludisme saisonnier (World Health Organization. 2015). L’antipaludique

recommandé est ’association sulfadoxine-pyriméthamine (SP).

Pour les femmes enceintes, au début des années 2000, ’'OMS a recommandé 1'usage
d’un traitement préventif intermittent (TPI) du paludisme en remplacement de la
chloroquine, sujet a une importante chimiorésistance du parasite, dans les zones de
transmission palustre élevée. Les premieres recommandations étaient de deux prises
de SP a la dose de 1500/75 mg en prise unique. La premiere prise a partir du second
trimestre (au moins a 13 semaines d’aménorrhée) lorsque la mere ressent les
premiers mouvements du bébé et la seconde un mois apres au plus tot. Plusieurs
questions se posent puisque la SP est d’ores et déja soumise a une forte résistance de
P. falciparum (Kumar, Moirangthem et al. 2015) d’une part et, d’autre part, car ce
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schéma ne prévient pas les infections précoces qui, nous I’avons signalé, peuvent étre
associées a un faible poids de naissance (Cottrell, Mary et al. 2007). Concernant les
résistances, peu de molécules de substitution existent. La méfloquine, malgré les
questions posées sur son utilisation chez la femme enceinte est I'une d’elles (Briand,
Escolano et al. 2015). A ce jour deux essais cliniques ont été réalisés pour comparer la
méfloquine (MQ) a la SP. La premiere étude a été réalisée au Bénin de juillet 2005 a
avril 2008 et visait a évaluer 'efficacité de la méfloquine pour le traitement préventif
intermittent du paludisme pendant la grossesse (Briand, Bottero et al. 2009). Un
total de 1601 femmes a été randomisé en deux groupes : un groupe de 802 femmes
recevant de la méfloquine et un groupe de 799 femmes traitées avec de la
sulfadoxine-pyriméthamine. Au cours de cet essai, la prévalence de l'infection
placentaire était plus faible dans le groupe MQ (1,7%) que dans le groupe SP (4,4%)
(p=0,005) de méme que la prévalence des infections palustres (26 cas versus 68 pour
10000 personnes-mois, p=0,007). Cependant, les prévalences de 'anémie maternelle
a l'accouchement et du faible poids de naissance dans les deux groupes étaient
similaires. Ces différents résultats ont permis de conclure a lefficacité de la
méfloquine en tant que traitement équivalent a la SP. Une seconde étude, plus
récente et plus importante a été faite dans cinq pays dont le Bénin : il s’agit de I’essai
MIPPAD (Malaria in Pregnancy Preventive Alternative Drug) ou 4749 femmes
enceintes ont été incluses et traitées soit avec de la méfloquine ou de la sulfadoxine-
pyriméthamine (Gonzalez, Mombo-Ngoma et al. 2014). Dans cette étude, les
prévalences de I'anémie maternelle (p=0,03) et du paludisme gestationnel non
placentaire (p=0,03) étaient réduites dans le groupe de femmes traitées avec de la
méfloquine. Il n’y avait pas de différence entre les groupes concernant la prévalence
de faible poids de naissance chez les nouveau-nés et I'infection placentaire. Malgré

son efficacité face au paludisme pendant la grossesse, I'usage de la méfloquine n’a
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finalement pas été recommandé a cause des effets indésirables enregistrés dans cette
étude (vomissements et vertiges) (Gonzalez, Mombo-Ngoma et al. 2014). La SP reste

donc la molécule préconisée pour le TPI.

Pour ce qui est du schéma de prise du TPI a la SP une étude a été menée toujours au
Bénin en 2014 par Huynh et al.. Elle a montré que la survenue d’une infection
palustre au cours de la grossesse avant 4 mois était associée a une diminution du
poids de naissance (p=0,03) d’environs 100g et a un risque élevé d’anémie maternelle
(p=0,03). Par ailleurs, I'administration de la premiere dose du TPI-SP serait plus
efficace a 4 mois que plus tard, car associée a une réduction de 50% du risque de FPN
(p=0,01). Il apparait clairement que le début de la grossesse est une période
primordiale que la prévention du paludisme doit nécessairement prendre en compte,

ce qui n’est pas le cas avec le schéma actuel.

Afin de tenir compte de ces différents problemes, des recommandations ont été mises
a jour en octobre 2012 (WHO 2012, World Health Organization 2013). L’OMS
recommande 4 visites prénatales avec administration du TPI a la SP a la dose de
1500/75 mg en prise unique, a partir du deuxieme trimestre de grossesse (au moins
13 semaines d’aménorrhée) jusqu’a ’accouchement, en doses espacées d’au moins un
mois. Ce traitement continue d’étre efficace, malgré 'augmentation de la résistance a
la SP, avec une réduction de la prévalence de paludisme gestationnel (périphérique et
placentaire), une diminution des cas d’anémie maternelle et des conséquences du
paludisme pendant la grossesse (WHO 2012). Cependant, méme ce nouveau schéma

ne protege toujours pas des infections au cours du premier trimestre.

Le TPI est également préconisé par 'OMS, chez les enfants de moins de cinq ans,
dans les régions de paludisme saisonnier, et plusieurs études confirment son

efficacité lorsqu’il est administré au moment des vaccinations recommandées par
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'OMS ou de facon mensuelle (Aponte, Schellenberg et al. 2009, Wilson and

Taskforce 2011, Matangila, Mitashi et al. 2015).

Une prophylaxie est recommandée chez les sujets vivant en zone non endémique
avant que ceux-ci ne se rendent dans les régions impaludées. La molécule préconisée
est la combinaison atovaquone/proguanil. La doxycycline (antibiotique de la famille
des cyclines) peut également étre utilisée. Cependant, sa prise chez les enfants de
moins de huit ans, les femmes enceintes et les femmes qui allaitent est proscrite. La
doxycycline peut entrainer une baisse d'efficacité des pilules contraceptives, donc des
précautions supplémentaires sont recommandées pour les femmes en age de

procréer.

1.6 Quelques particularités du paludisme grave
chez ’enfant

Les trois quarts de la mortalité liée au paludisme concernent les enfants de moins de
cing ans, majoritairement en Afrique sub-saharienne (World Health Organization.
2015). Les enfants de moins de cinq ans sont des cibles privilégiées, compte tenu
d’une part d’'un systéme immunitaire moins développé (Schumacher and Spinelli
2012), et d’autre part parce que cette tranche d’age est fragilisée par des infections
bactériennes, parasitaires et virales tres fréquentes dans ces zones ou les co-
infections sont la régle générale. Autre facteur aggravant, les enfants sont tres
souvent porteurs d'une anémie, du fait des habitudes alimentaires, des infections
fréquentes et des déficits en micronutriments, (Lartey 2008, Perkins, Were et al.

2011) qui peut étre aggravée lors d’un acces palustre.

Chez les sujets les plus jeunes, la non spécificité des signes cliniques rend encore plus

difficile le diagnostic, ce d’autant que le tableau clinique de l'infection palustre peut
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étre tres varié. Il est similaire a celui rencontré au cours de nombreuses maladies
infantiles et peut simuler une gastro-entérite, une méningite ou une encéphalite,
voire une pneumonie. La fievre reste le symptéme principal, et chez les enfants elle
peut étre associée lorsqu’elle est élevée a des convulsions. Les vomissements sont
fréquents, empéchant le traitement par voie orale (Schumacher and Spinelli 2012).
L’évolution d’une infection palustre peut étre rapidement défavorable chez le jeune
enfant et les signes de gravité apparaissent tres rapidement apres le début de
I'infection (Newton and Krishna 1998). Lorsque la parasitémie est supérieure a 4-5%,
le risque d’infection palustre sévere augmente rapidement chez I’enfant (Crawley,

Chu et al. 2010).

Les signes de gravité décrits précédemment ne sont pas spécifiques du paludisme
mais communs a de nombreuses infections graves, accentuant ainsi la difficulté
diagnostique. La mise en place treés rapide d'un traitement adapté est, chez le jeune
enfant, primordiale. En effet, les signes peuvent régresser tres vite lorsque le
diagnostic est posé et que le traitement démarre rapidement alors que I’état du sujet
jeune peut dégénérer et aboutir au déces dans un délai assez court si la prise en

charge n’est pas rapide.

On estime que 90% des cas de paludisme grave et mortel surviennent chez les enfants
(Maitland 2015), et cette infection demeure une principale cause de morbidité et de
mortalité infantile malgré les progres réalisés (World Health Organization 2000,
World Health Organization. 2015). En 2015, 306 000 déces ont été recensés chez les
enfants, essentiellement en Afrique sub-saharienne. Parmi les malades qui guérissent
et survivent, 10% gardent des séquelles neurologiques liées au neuropaludisme

(Maitland and Marsh 2004, Crawley, Chu et al. 2010) .
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1.7 Le paludisme de la femme enceinte,

paludisme gestationnel

1.7.1Caractéristiques générales

Le paludisme gestationnel se définit comme une infection palustre périphérique ou
placentaire chez la femme enceinte. Les femmes enceintes sont plus a risque de
contracter une infection palustre méme en zone de transmission stable. Ceci est
probablement di a divers facteurs comme des modifications hormonales et
immunologiques mais aussi a ’attractivité des moustiques pour les femmes enceintes
(Lindsay, Ansell et al. 2000, Ansell, Hamilton et al. 2002, Takem and D'Alessandro

2013).

Les caractéristiques cliniques du paludisme chez la femme enceinte et ses effets sont
variables et dépendent du niveau d’endémicité. En zone de transmission stable, les
infections sont asymptomatiques et les manifestations cliniques sont rares quand
bien méme la prévalence est élevée. Dans ces zones en effet les femmes ont en général
développé une forte immunité contre le paludisme (Lagerberg 2008). L’infection
augmente le risque d’anémie chez la femme enceinte pendant toute la grossesse et
des cas d’anémie sévere sont observés aussi bien chez les primigestes que chez les
multigestes (Kalilani, Mofolo et al. 2010, Huynh, Fievet et al. 2011, Takem and
D'Alessandro 2013). Lorsque la transmission est instable, I'infection palustre en cours
de grossesse est aussi associée a 'anémie maternelle, mais celle—ci prédomine chez
les primigestes. Les fausses couches sont fréquentes, et peuvent également étre la
conséquence de la fievre qui constitue 'un des principaux symptémes (Takem and
D'Alessandro 2013). En effet, comme I'immunité anti-palustre est précaire,
contrairement aux zones a transmission stable les manifestations cliniques,
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notamment les acces fébriles, sont plus fréquentes et le risque de paludisme grave et

de déces est accru (Lagerberg 2008).

La particularité du paludisme gestationnel en zone de transmission stable vient
essentiellement du fait que I'infection peut également avoir des conséquences chez le
nouveau-né (Moya-Alvarez, Abellana et al. 2014). Parmi les conséquences du
paludisme gestationnel on note un risque accru de faible poids de naissance par
retard de croissance intra utérin. Cette problématique est extrémement importante
en termes de santé publique dans les pays en développement, puisque globalement
60 a 80% des nouveau-nés qui décedent durant la période néonatale sont des enfants
nés avec un FPN majoritairement lié a un RCIU (Lawn, Cousens et al. 2005). S’il a
longtemps été estimé que cette association entre le paludisme gestationnel et le FPN
était essentiellement due a I'infection placentaire, des études plus récentes montrent
que des infections de la femme enceinte au début de la grossesse peuvent aussi avoir
de telles conséquences. Ainsi, en 2007 Cottrell et al. ont montré au Burkina Faso que
des infections survenant avant le quatrieme mois de grossesse étaient associées avec
une diminution moyenne du poids de naissance de 68g (p=0,08) (Cottrell, Mary et al.
2007). Plus récemment au Bénin un suivi de plus de 1000 femmes a montré que les
infections au premier trimestre étaient associées significativement (p=0,03) a une
perte de pres de 100g du poids de naissance (Huynh, Fievet et al. 2011). En 2015, une
autre étude démontre que méme les infections sub-microscopiques en début de
grossesse, détectables uniquement par PCR étaient associées a un risque accru de
faible poids de naissance, surtout chez les primigestes avec un odd ratio (OR) de 6,09
(Cottrell, Moussiliou et al. 2015). Ces différents résultats montrent donc que
I'infection palustre gestationnelle méme précoce représente un risque important pour

le nouveau-né et le jeune enfant.
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Parfois cependant le paludisme gestationnel se traduit par une infection placentaire
caractérisée par la présence d’hématies parasitées dans le placenta. (Lagerberg 2008,
Moya-Alvarez, Abellana et al. 2014). Cette infection placentaire représente un tableau

tres particulier du paludisme sur lequel nous allons insister.

1.7.2 L’infection placentaire

En effet, dans certains cas d’infection par P. falciparum, les globules rouges infectés
présentent a leur surface des antigenes parasitaires de type PFEMP1 ayant une affinité
tres forte pour des récepteurs spécifiques. Parmi ces antigenes, I'antigene le plus
important au cours de I'infection placentaire est VAR2CSA qui a une affinité pour les
molécules de chondroitine sulfate A localisées au niveau du placenta. Cet antigene
spécifique du placenta, se lie rarement aux autres récepteurs non placentaires, et
differe des antigenes observés chez les personnes non enceintes (Takem and
D'Alessandro 2013, Ayres Pereira, Mandel Clausen et al. 2016). Il est également le
seul a se lier aux récepteurs placentaires. VAR2CSA est donc I’élément déterminant
dans la pathogénie du paludisme placentaire puisqu’il est responsable de la cyto-
adhérence et de la séquestration des hématies au niveau du placenta ainsi que de la
réaction inflammatoire qui s’en suit. Les niveaux d’anticorps contre ces antigenes
augmentent avec le nombre de grossesses, expliquant pourquoi ce phénomene
concerne beaucoup plus souvent les primigestes dans les zones de transmission
pérenne (Salanti, Dahlback et al. 2004, Tutterrow, Avril et al. 2012, Ndam, Denoeud-
Ndam et al. 2015). Leur présence serait alors protectrice, associée a un pronostic
favorable de la grossesse caractérisée par une réduction du risque d’infection palustre
placentaire. En effet, en 2012, Tutterrow et al. ont retrouvé une corrélation positive

entre les niveaux élevés de différents anticorps anti-VAR2CSA sériques pendant toute
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la grossesse et l'absence d’infection placentaire chez les femmes enceintes a
I’'accouchement au Cameroun (Tutterrow, Avril et al. 2012). Le méme constat a été
fait par Ndam et al. qui ont montré que les niveaux élevés d’anticorps anti VAR2CSA
en début de grossesse chez des femmes béninoises étaient associés a une plus faible
prévalence de l'infection placentaire a I'accouchement, et de toutes les infections
palustres pendant la grossesse (Ndam, Denoeud-Ndam et al. 2015). Le role
protecteur des anticorps anti-VAR2CSA font de cet antigene spécifique de I'infection
placentaire un candidat vaccin potentiel (Tuikue-Ndam and Deloron 2015). Un essai
vaccinal de phase Ib est d’ailleurs actuellement en cours au Bénin et au Burkina Faso
(Fried, Avril et al. 2013, Tuikue-Ndam and Deloron 2015, Chene, Houard et al. 2016).
Les phénomenes de cyto-adhérence et de séquestration ont également été rapportés
dans des cas d’infection par Plasmodium vivax (Carvalho, Lopes et al. 2010,

Chotivanich, Udomsangpetch et al. 2012).

1.7.2.1 Infection placentaire et faible poids de naissance du

nouveau-né

L’association entre l'infection placentaire et le FPN est étayée par de nombreuses
études. En 1995, au cours d’'un essai clinique étudiant l'efficacité de la chloroquine
versus un placebo au Cameroun chez 266 femmes enceintes, il a été décrit une
association entre linfection placentaire et le faible poids du nouveau-né a la
naissance. Dans cette étude, les enfants nés de placentas sains avaient en moyenne
358 g de plus que les enfants nés de meres infectées (Cot, Le Hesran et al. 1995). En
2006 au Sénégal, N'Dao et al. ont démontré dans un échantillon de plus grande taille
(8 273 femmes) que le risque de faible poids a la naissance était augmenté chez les
enfants nés de meres ayant une infection placentaire a 1’accouchement avec un

OR=2,06 (IC92% : 1,72-2,57) (N'Dao, N'Diaye et al. 2006). Au cours de la méme

49



année, une autre étude sénégalaise sur un échantillon de 692 enfants, a retrouvé une
diminution du poids moyen de naissance en cas d’infection placentaire (2,684 + 67g
versus 3,085 + 66 g dans le groupe sans infection (Sarr, Marrama et al. 2006). Toutes
ces études ont été réalisées a une période ou la chloroquino-résistance était tres
importante. Malgré ’abandon de cette molécule et la modification de la prise en
charge préventive des femmes enceintes contre le paludisme, 'effet de I'infection
placentaire sur le FPN persiste. En 2013, dans une étude qui s’est déroulée au Nigéria
alors que le TPI a la SP est d’ores et déja mis en place, Oraneli et al. mettent en
évidence une différence entre le poids des enfants de meres non infectées (2 990 +
521.6g) et celui des enfants en cas d’infection placentaire (2 522 + 399.4 g) (p<103).
De plus, au cours de cette méme étude il a été noté que la prévalence du FPN était
significativement plus élevée chez les femmes ayant une infection placentaire que
chez les autres : 32,1% versus 5,5% respectivement (p<10-3) (Oraneli, Okeke et al.
2013). Notons que dans cette étude, aucune précision n’a été faite par rapport a
I’administration ou non du TPI pendant la grossesse. En Papouasie Nouvelle Guinée,
une étude réalisée en 2015 confirme une fois de plus le risque accru de FPN lié a

I'infection placentaire (Stanisic, Moore et al. 2015).

1.7.2.2 Infection placentaire et susceptibilité au paludisme

pendant ’enfance

Autre conséquence importante du paludisme gestationnel, les enfants naissant d’un
placenta infecté semblent plus sensibles au paludisme au cours des premiers mois de
vie. Cette sensibilité s’exprime par un délai de premiere infection plus court comparé
aux enfants nés d’'un placenta indemne d’infection. A notre connaissance ce
phénomene n’a pas été étudié chez des enfants nés d’'un placenta non infecté mais

dont la mere aurait été infectée au niveau périphérique.
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L’association entre placenta infecté et infection précoce chez le nouveau-né a tout
d’abord été décrite au Cameroun par Le Hesran et al. en 1997 dans une zone de forte
endémie (Le Hesran, Cot et al. 1997). A ce moment, la protection des femmes
enceintes reposait sur la prophylaxie a la chloroquine probablement déja tres peu
efficace et la prévalence de l'infection placentaire était élevée (21,3%). Dans cette
étude, 197 enfants ont été suivi de la naissance a 24 mois et les enfants nés d’'un
placenta infecté semblaient plus a risque d’infection entre le 5i¢me et le 8i¢me mois (Le
Hesran, Cot et al. 1997). A la suite de cette étude d’autres groupes se sont intéressés a
cette problématique. En Tanzanie tout d’abord ou 453 enfants ont été suivi 12 mois
(Mutabingwa, Bolla et al. 2005). La prévalence de I'infection placentaire était dans ce
cas beaucoup plus faible (15%). Comparés aux enfants nés d’'un placenta non infecté,
les enfants nés de placenta infecté avaient un risque significativement plus élevé
(OR=1.41, 95% CI 1.01-1.99) de faire une infection durant les 12 premiers mois de
vie. Cependant l’association entre le délai de premiere infection et l'infection
placentaire ne semblait pas aussi nette que dans 1’étude camerounaise et il semblait
exister une interaction entre l'infection placentaire et la gestité. En effet les enfants
nés de meres primigestes infectées semblaient paradoxalement protégés par
I'infection placentaire comparés aux enfants nés de multigestes avec une infection
placentaire qui pour leur part étaient plus a risque d’infection précoce (Mutabingwa,
Bolla et al. 2005). Le méme type d’interaction et de résultat quelque peu paradoxal a
été mis en évidence au Gabon cette fois par Schwarz (Schwarz, Adegnika et al. 2008).
Ici encore les enfants nés de meres primigestes infectées n’avaient pas
significativement plus de rique d’infection pendant le suivi (Hazard Ratio HR=1,5
(95% CI= 0,6—3,8), alors que les enfants nés de multigestes avaient un ratio deux fois
plus élevé (HR=2,6 ; 95% CI= 1,3—5,3). Les raisons de ces résultats discordants et

surprenants n’ont guere été analysées. La plus faible prévalence d’infection
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placentaire et la mauvaise prise en compte du risque environnemental de
transmission pourraient intervenir. En effet dans une étude plus récente réalisée au
Bénin, une association entre I'infection placentaire et le délai de premiere infection
est retrouvée dans une cohorte de 600 enfants suivis 18 mois. La particularité de
cette étude est I'exceptionnelle qualité des données environnementales puisquune
modélisation statistique a permis d’attribuer a chaque enfant en fonction de sa date et
de son lieu de naissance un risque entomologique variable dans le temps (Cottrell,
Kouwaye et al. 2012). Dans cette étude, les auteurs montrent que la prise en compte
précise du risque environnemental renforce I’association entre I'infection placentaire
et le délai de survenue de premiere infection (Le Port, Watier et al. 2011). En 2016,
une étude réalisée en Tanzanie dans une population de 206 meres/enfants avec 20%
d’infection placentaire a montré que l'infection placentaire de la mere était associée a
un délai de premiere infection plus courte (32 semaines versus 37 semaines chez les
enfants non exposés, p=0,003), un risque d’infection plus élevé (OR=4,79, p<0,05) et
un nombre moyen d’infection plus élevé chez les enfants (0,51 en cas d’infection

versus 0,30, p=0,038) (Sylvester, Gasarasi et al. 2016).

Les résultats précédents montrent clairement que les conséquences de l'infection
placentaire sur le nouveau-né, que ce soit en termes de poids de naissance ou de
sensibilité palustre, sont complexes. Dans le cas de la sensibilité aux premieres
infections, les différents auteurs évoquent un phénomene de tolérance immunitaire a
lorigine de modifications du développement immunitaire du nouveau-né. Si ces
modifications ont bien été établies (Le Hesran, Cot et al. 19977, Mutabingwa, Bolla et
al. 2005, Cairo, Longinaker et al. 2014) ainsi que leurs conséquences en termes de
sensibilité aux infections (Dauby, Goetghebuer et al. 2012, Cairo, Longinaker et al.

2014) ou de réponses vaccinales (Labeaud, Malhotra et al. 2009, Walther, Miles et al.
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2012, Cairo, Longinaker et al. 2014), une compréhension totale de ce phénomene de
tolérance manque encore. Par exemple une question se pose concernant le caractere
« spécifique » de cette tolérance immunitaire, a savoir si ce phénomeéne ne concerne
que le paludisme ou bien s’il s’agit-il d'un processus plus complexe mettant en jeu
I'immunité globale du nouveau-né. En effet, il a été montré sur la méme cohorte
béninoise précédemment citée que les enfants nés d’un placenta infecté étaient
également plus souvent porteur d'une fievre dont l'origine non palustre est avérée
(Rachas, Le Port et al. 2012), résultat consistant avec une vision plus globale de la
tolérance immunitaire. Cette thématique, au centre de notre these, sera reprise

ultérieurement dans ce chapitre.

Ces généralités sur le paludisme n’avaient pas la prétention d’étre exhaustives tant est
complexe cette maladie infectieuse. Rappelons cependant un certain nombre
d’éléments qui sont primordiaux dans le cadre de nos travaux de these. Ces éléments
montrent que I'infection palustre périphérique de la femme enceinte, méme précoce,
peut avoir des conséquences en termes de faible poids de naissance mais que I’effet de
ces infections précoces sur la sensibilité du nouveau-né a l'infection n’a pas été
étudié. L'effet de l'infection placentaire a la fois sur le poids de naissance et la
sensibilité au paludisme du nouveau-né semble bien étayé, méme si certaines études
ne concluent pas totalement. Les auteurs réferent a l'existence d’une tolérance
immunitaire pour expliquer cette sensibilité. Méme si des modifications du
développement immunitaire du nouveau-né ont été montrées, aucune hypothése
explicative de cette tolérance n’est actuellement admise. En effet ce processus
pourrait étre bien plus complexe, comme en témoignent les résultats de Rachas et al.
(Rachas, Le Port et al. 2012) ainsi que 'existence d’'un phénomeéne un peu similaire

en cas d’infection de la femme enceinte par les helminthes. Ainsi, il a été montré que

53



des enfants nés de meres infectées par les helminthes au cours de la grossesse
seraient plus a risque d’infections helminthiques (Dauby, Goetghebuer et al. 2012,
Mehta, Rodriguez et al. 2012) et auraient des réponses vaccinales modifiées

(Gebreegziabiher, Desta et al. 2014).

Si 'on évoque la possibilité d'un processus de tolérance immunitaire plus général il
nous apparait indispensable d’évoquer le réle potentiel de HLA-G. Cette molécule est
identifiée comme a la base de la tolérance materno-feetale au cours d’'une grossesse
normale mais de plus en plus d’éléments montrent que son implication dans des

processus pathologiques, y compris infectieux, pourrait étre importante.

Nous allons dans les prochains paragraphes présenter la molécule HLA-G qui est
identifiée comme a I'origine du phénomene de tolérance foeto-maternelle permettant
le maintien chez la femme enceinte de Tlallogreffe foetale. Cependant,
progressivement les évidences s’accumulent pour montrer que cette molécule
tolérogene pourrait intervenir au cours de processus pathologiques d’origines
diverses, en particulier infectieux. A la suite de la présentation de cette molécule et du
gene qui la code, nous présenterons son role physiologique au cours de la grossesse

puis son implication dans diverses pathologies en insistant sur les infections.

Nous formulerons ensuite 'hypothese générale sur laquelle repose notre these.
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2. Généralités sur HLA-G

2.1 Présentation du complexe majeur

d’histocompatibilité ou systeme HLA

Le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) chez le sujet humain ou Human
Leukocyte Antigen (HLA), est localisé sur le bras court du chromosome 6 (Figure 8).
Il a été décrit pour la premiere fois en 1958 (Thorsby 2009). Le complexe HLA
constitue le plus important systeme de compatibilité tissulaire entre donneur et
receveur d’organes (Chatenoud and Bach 2012). Il comporte plus de 200 genes, dont
plus de 40 qui codent pour des antigenes leucocytaires (Klein and Sato 2000, Chinen
and Buckley 2010). Ces antigenes ou molécules HLA sont des glycoprotéines de la
surface cellulaire et sont porteurs de I'identité biologique de I'individu (Chatenoud
and Bach 2012). Ils sont indispensables pour la reconnaissance du « soi » et du
« non-soi » généralement représenté par un agent pathogene (Brown and Eklund
1994) et jouent ainsi un role déterminant dans l'initiation de la réponse immunitaire
adaptative. Ces genes et molécules interviennent dans la présentation d’antigenes, la
transplantation d'organes et conditionnent la susceptibilité ou la résistance a de
nombreuses maladies, notamment auto-immunes (Chatenoud and Bach 2012,

Djurisic and Hviid 2014).
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Figure 8 : Localisation et organisation du systeme HLA sur le chromosome 6 (Klein

and Sato 2000)

Le complexe HLA est constitué de trois principales régions dont les genes codent
pour des protéines qui different par leur structure, leur régulation et leur fonction : la
région HLA I en position télomérique, la région HLA II centromérique et une région
centrale dite de classe III (Klein and Sato 2000, Chatenoud and Bach 2012) (Figure
8). Les genes et les molécules du systeme HLA, intervenant dans la régulation de la
réponse immunitaire, sont regroupés au sein des deux premiers groupes : les classes I

et II.

La région I contient des genes classiques (ou HLA de classe Ia) HLA-A, HLA-B, HLA-
C et des genes non classiques (ou HLA de classe Ib) tels que HLA-G, HLA-E ou HLA-

F (Chatenoud and Bach 2012, Gallegos, Michelin et al. 2016).
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Les genes HLA de classe I sont les plus polymorphes dans le génome humain, et sont
responsables de la capacité de ce systeme a se lier et a présenter une grande variété
de peptides antigéniques (Rene, Lozano et al. 2016). Ces genes de classe I sont
organisés en huit exons codants respectivement pour une séquence signal (exon 1),
trois domaines externes (exons 2, 3, 4), un domaine transmembranaire (exon 5), un
domaine cytoplasmique (exons 6 et 7) et une région 3’ non traduite (exon 8). Les
exons sont séparés par 7 introns non codants (Le Bouteiller and Lenfant 1997). Les
antigenes HLA de classe I sont exprimés a I’état normal par toutes les cellules
nucléées de 'organisme (Chinen and Buckley 2010, Gallegos, Michelin et al. 2016) a
I’exception les cellules sexuelles males (spermatozoides), les cellules nerveuses et les
cellules feetales (Brown and Eklund 1994, Le Bouteiller and Lenfant 1997). En dehors
des conditions physiologiques, cette expression peut étre modifiée par divers

mécanismes (Rene, Lozano et al. 2016).

Les molécules de classe I appartiennent a la famille des immunoglobulines et sont
constituées d’'une chaine lourde a et d’'une chaine légere, B2-microglobuline (f2m).
La chaine o est constitué d'une région extracellulaire (avec 3 domaines a1, a2, a3),
une région transmembranaire et une région intra-cytoplasmique (Figure 9)
(Chatenoud and Bach 2012). La région HLA II abrite trois principaux genes HLA-DR,
HLA-DQ, HLA-DP ainsi que d’autres genes (DO, DM) (Figure 8). Les molécules de
classe II ont une distribution plus limitée que celles de la classe I. Elles sont
retrouvées au niveau de certains types cellulaires tels que les lymphocytes B, les
lymphocytes T activés, les macrophages et les cellules dendritiques (Brown and
Eklund 1994, Chinen and Buckley 2010). Les molécules de classe II sont constituées

de chaines lourdes o et d’'une chaine légere B toutes deux liées a la membrane

cellulaire. Chacune des chaines est organisée en 2 domaines extracellulaires (a1, a2
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pourla chaine o et 1, f2 pour la chaine ), un domaine membranaire et un dernier
intra-cytoplasmique (Figure 9). Cette structure des molécules de classe II leur confere

une organisation similaire a celle de la classe HLA I (Chatenoud and Bach 2012).
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Figure 9 : Structure des molécules HLA de classe I et de classe II (Chatenoud and

Bach 2012)

2.2 HLA-G : molécule du CMH

HLA-G est une molécule non classique du systeme HLA, de classe Ib. La protéine
HLA-G provient de la transcription du géne HLA-G localisé sur la région du CMH
entre les genes HLA-A et HLA-F et présentant la méme structure que les autres genes
HLA de classe I (Le Bouteiller and Lenfant 1997, Klein and Sato 2000).
Contrairement aux autres molécules HLA de classe Ia dites « classiques », HLA-G est

caractérisé par son faible polymorphisme et son expression restreinte a certains types
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cellulaires. Cette protéine est également particuliere de par ses fonctions
immunosuppressives et son role dans la tolérance immunitaire (Alegre, Rizzo et al.
2014, Amodio, de Albuquerque et al. 2014, Carosella, Rouas-Freiss et al. 2015). Elle
existe sous sept configurations différentes ou isoformes : quatre sont membranaires
(HLA-G1, -G2, -G3 et —G4) et trois sont solubles (HLA-G5, -G6 et —G7) (Amodio, de
Albuquerque et al. 2014, Dahl, Djurisic et al. 2014). Ces isoformes résultent

d’épissages alternatifs d'un ou de plusieurs exons (pour les membranaires) et/ou de

I’absence d’épissages qui bloque la traduction des domaines transmembranaires

et/ou cytoplasmiques, conduisant a la production de molécules solubles tronquées

(Le Bouteiller 2001, Chatenoud and Bach 2012) (Figure 10).
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Fig. 3 Isoforms of HLA-G produced by alternative splicing of the
primary mRNA. The HLA-G heavy chain domains (ol, o2, o3,
transmembrane portion and cytoplasmic tail) are encoded by the
HIA-G gene (chromosome 6), and the light f2-microglobulin
molecule is encoded by a gene at chromosome 15. Exon 7 is always
spliced out. The final portion of exon 6 and exon 8 is always
transcribed, however, never translated due to the presence of a
premature stop codon at the beginning of exon 6 (red stop signal), and
has been considered as the 3'untranslated region of the gene (3UTR).
The primary transcript may be spliced out into 7 isoforms, HLA-G1 to
—G7. HLA-GI1 is the full-length HLA-G molecule, HLA-G2 lacks
exon 3, HLA-G3 lacks exons 3 and 4. and HLA-G4 lacks exon 4.
HLA-G1 to —G4 are membrane-bound molecules due to the presence

of the transmembrane and cytoplasmic tail encoded by exons 5 and 6.
HLA-G5 is similar to HLA-G1 but retains intron 4, HLA-G6 lacks
exon 3 but retains intron 4, and HLA-G7 lacks exon 3 but retains
intron 2. HLA-G5 and -G6 are soluble forms due to the presence of
intron 4, which contains a premature stop codon at exon 4 (blue stop
signal), preventing the translation of the transmembrane and
cytoplasmic tail. HLA-G7 is soluble due to the presence of intron
2, which presents a premature stop codon (green stop signal). The
G*01:13N allele is probably not expressed due to the presence of a
premature stop codon at exon 2 (codon 54). A deletion of a cytosine
(AC) at exon 3 of the G*01:05N allele changes the reading frame,
leading to a stop codon at exon 4

Figure 10 : Différentes isoformes de HLA-G (Donadi, Castelli et al. 2011)
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En conséquence, la structure classique des molécules de classe I n’est plus respectée
dans tous les cas : si la chaine extracellulaire o est toujours représentée par au moins
un de ses domaines (a1 présent dans toutes les isoformes), la chaine f2m par contre
n’existe que pour les isoformes HLA-G1 et HLA-G5 (HoWangYin, Loustau et al
2012) (Figure 11). Ces deux derniéres isoformes sont les seules a présenter la
structure classique des molécules HLA de classe I. HLA-G peut également exister
sous des formes solubles (différentes des précédentes) provenant dun clivage
protéolytique, a la surface de la cellule, possible en théorie pour toutes les isoformes
de HLA-G (Rebmann, LeMaoult et al. 2007, Carosella, Gregori et al. 2011). Les
isoformes les plus étudiées (HoWangYin, Loustau et al. 2012) et les plus exprimées

sont HLA-G1 et HLA-G5 (Rizzo, Vercammen et al. 2011).

2
=]
3
a
éE: HLA-G1 HLA-G2 HLA-G4 HLA-G3
3
© ’@
s i2
[
(/7]
HLA-G5 HLA-G6 HLA-G7

Figure 11 : Représentation schématique de la structure des isoformes de HLA-G

(HoWangYin, Loustau et al. 2012)
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2.2.1 Polymorphismes de HLA-G

La protéine HLA-G provient de la transcription du gene du méme nom localisé au
niveau du chromosome 6 (Klein and Sato 2000, Carosella, Rouas-Freiss et al. 2015).
Le gene HLA-G est constitué de trois parties principales : une région non codante ou
région 3’'UTR (untranslated region), une région codante constituée de 8 exons comme
les genes HLA I classiques, et une région promotrice ou 5'URR (upstream regulatory
region) (Le Bouteiller and Lenfant 1997, Carosella, Rouas-Freiss et al. 2015). Quand
bien méme ce gene non classique est caractérisé par son faible polymorphisme en
comparaison aux genes de classe Ia, il présente une certaine variabilité. La variabilité
du gene peut concerner les différentes régions et il peut s’agir de la variation d’'un ou
de plusieurs alleles. Une cinquantaine de variants sont décrits (Carosella, Rouas-
Freiss et al. 2015). Ces variants ou polymorphismes peuvent avoir un effet aussi bien
sur la structure des différentes isoformes, sur leur fonctionnalité et sur leur
régulation. Plusieurs polymorphismes sont ainsi impliqués et associés a différentes
pathologies infectieuses et non infectieuses (Donadi, Castelli et al. 2011, Carosella,
Rouas-Freiss et al. 2015) et ceux de la région 3’UTR semblent majoritaires. Les
polymorphismes sont diversement répartis dans la population mondiale et peuvent
avoir des effets différents (van der Ven, Skrablin et al. 1998, Sabbagh, Luisi et al.

2014).

2.2.2 Expression de HLA-G

Contrairement aux molécules HLA de classe Ia classiques présentes sur la presque
totalité des cellules de 'organisme humain sous forme membranaire, la molécule

HLA-G a une expression limitée en situation non pathologique.
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La molécule HLA-G est présente chez la femme enceinte avec des niveaux élevés dans
les tissus feetaux (Amodio, de Albuquerque et al. 2014, Carosella, Rouas-Freiss et al.
2015). Elle a été initialement décrite dans le trophoblaste fcetal (Kovats, Main et al.
1990, Apps, Gardner et al. 2008, Carosella, Rouas-Freiss et al. 2015). La protéine est
aussi retrouvée dans le placenta (Hviid, Larsen et al. 2004), les cellules amniotiques
(Li, Koike-Soko et al. 2015), dans I'embryon avant I'implantation dans l'utérus
(Jurisicova, Casper et al. 1996, Fuzzi, Rizzo et al. 2002), dans le liquide amniotique
(Rebmann, Pfeiffer et al. 1999) et dans le plasma de la femme pendant la grossesse
(Hunt, Jadhav et al. 2000, Rizzo, Andersen et al. 2009, Biyik 2014, Klitkou, Dahl et

al. 2015).

Chez le sujet adulte, la protéine est également exprimée en petite quantité par
certaines cellules particuliérement dans les tissus lymphoides tels que le thymus
(Crisa, McMaster et al. 1997), la cornée (Le Discorde, Moreau et al. 2003) le pancréas
(Cirulli, Zalatan et al. 2006) ou la matrice unguéale (Ito, Ito et al. 2005). Les
monocytes, les kératynocytes ainsi que les précurseurs érythroides peuvent
également produire HLA-G (Moreau, Flajollet et al. 2009). Des formes solubles de
HLA-G sont retrouvées dans le plasma en dehors de la grossesse chez les femmes non
enceintes, et méme chez les sujets masculins (Rebmann, Pfeiffer et al. 1999). Il en est
de méme dans certains tissus du systéme génital masculin et dans le liquide séminal

(Larsen, Bzorek et al. 2011).

En dehors de son expression physiologique, la production de HLA-G peut étre induite
dans de nombreuses situations pathologiques et dans des tissus ou elle n’est
normalement pas exprimée. Cette expression de HLA-G peut étre régulée par des
facteurs génétiques ou non (Carosella, Rouas-Freiss et al. 2015). C’est ce qui est

observé en présence des facteurs de croissance, de certaines cytokines intervenant
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dans les processus de I'inflammation (interleukine (IL)-10 par exemple), de certaines
hormones comme la prolactine et la progestérone (Moreau, Adrian-Cabestre et al.
1999, Carosella, Rouas-Freiss et al. 2015) et de certains polymorphismes du gene
HLA-G (Hiby, King et al. 1999, Hviid, Rizzo et al. 2006, Iversen, Nguyen et al. 2008,
Jeong, Park et al. 2014). L'expression de HLA-G peut par ailleurs étre régulée par des
mécanismes épigénétiques tels que la méthylation de 'ADN qui s’observe dans
certaines tumeurs dans lesquelles le défaut d’expression de HLA-G serait liées a une

méthylation de certaines parties de la région promotrice du gene (Seliger 2016).

2.2.3 Fonctions de HLA-G

Une fois exprimée, la protéine exerce son effet par sa liaison directe avec
principalement trois types de récepteurs inhibiteurs: le récepteur ILT2
(immunoglobulin-like transcript-2), le récepteur ILT4 et le récepteur KIR2DIL4
(killer cell immunoglobulin-like receptor 2DL4) (LeMaoult, Zafaranloo et al. 2005,
Shiroishi, Kuroki et al. 2006, HoWangYin, Loustau et al. 2012). Ils sont encore
appelés CD85j ou LILRB1 (leukocyte immunoglobulin-like receptor B1), CD85d ou
LILRB2 et CD158d respectivement (Shiroishi, Kuroki et al. 2006). Les différents

récepteurs de HLA-G se retrouvent sur plusieurs types cellulaires.

Le récepteur ILT2 est exprimé par les cellules des lignées lymphoide et myéloide
(Brown, Trowsdale et al. 2004). Il est observé au niveau des lymphocytes B, de
certains lymphocytes T et cellules NK (natural killers), des monocytes et des cellules
dendritiques (Colonna, Navarro et al. 1997, Shiroishi, Kuroki et al. 2006,
HoWangYin, Loustau et al. 2012). Le récepteur ILT4, encore appelé MIR10 (myeloid
inhibitory receptor 10) (Brown, Trowsdale et al. 2004), est spécifique des cellules

myéloides et son expression est restreinte aux monocytes et aux cellules dendritiques
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(Colonna, Samaridis et al. 1998, HoWangYin, Loustau et al. 2012). Ces deux
récepteurs de la famille LILR reconnaissent les molécules du CMH de classe I,
auxquelles ils se lient par les domaines a3 et f2m pour LILRB1 et a3 uniquement
pour LILRB2 ; ils ne sont pas spécifiques de HLA-G mais se lient préférentiellement a

cette protéine (Brown, Trowsdale et al. 2004, Carosella, Rouas-Freiss et al. 2015).

Le récepteur KIR2DL4 est, quant a lui, exprimé uniquement par le sous-ensemble
CD56bright des cellules NK (Rajagopalan and Long 1999, HoWangYin, Loustau et al.

2012). Il est spécifique de HLA-G (Rajagopalan and Long 2012).

Par ailleurs, HLA-G peut également se lier a des récepteurs non inhibiteurs CD8 (par

le domaine a3 et CD160 (Carosella, Rouas-Freiss et al. 2015).

Ces liaisons HLA-G récepteurs, sont a la base des effets de cette molécule sur le
systeme immunitaire. En effet, la principale fonction de HLA-G consiste a induire le
maintien d’'une tolérance a divers stades de la réponse immune (différenciation,
prolifération, cytolyse ou sécrétion de cytokines) (HoWangYin, Loustau et al. 2012).
Cette action peut étre directe sur les cellules effectrices, ou indirecte. En fonction de

la cible cellulaire et du récepteur de cette cellule, les effets de HLA-G sont variés.

L’action directe de HLA-G au niveau des cellules NK fut démontrée dans la muqueuse
utérine puis dans le sang périphérique (Rouas-Freiss, Goncalves et al. 1997, Rouas-
Freiss, Marchal et al. 1997). HLA-G agit par I'intermédiaire du récepteur ILT2, en
inhibant l'activité cytolytique induite par les cellules NK pour protéger les cellules
exprimant la protéine HLA-G. Elle altére également la sécrétion de cytokines, dont

I'interféron gamma (IFN-y, et le chimiotactisme des cellules NK. L’action de la liaison
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entre HLA-G et le récepteur KIR2DL4 est encore mal connue (Creput, Durrbach et al.

2003, Amodio, de Albuquerque et al. 2014, Carosella, Rouas-Freiss et al. 2015).

HLA-G inhibe aussi l'activité cytolytique des lymphocytes CD8+ en induisant une
apoptose de ces lymphocytes CD8+ activés. Elle provoque une inhibition de la
réponse allogénique proliférative des lymphocytes T CD4+ et induit la production de
cytokines inflammatoires telles que le TNF-a tumor necrosis factor o)), 'TFN—y ainsi
que I'IL-10 (Creput, Durrbach et al. 2003, Amodio, de Albuquerque et al. 2014,

Carosella, Rouas-Freiss et al. 2015).

Au niveau des lymphocytes B, HLA-G inhibe la prolifération puis la différenciation
cellulaire, de méme que la sécrétion d’anticorps dans le sang périphérique et les
organes lymphoides (Amodio, de Albuquerque et al. 2014, Carosella, Rouas-Freiss et

al. 2015).

Sous l'influence de HLA-G, une inhibition de maturation des cellules myéloides a été
mise en évidence, empéchant la transformation de cellules immatures en cellules
immunes compétentes. HLA-G ne bloque pas uniquement I'immunogénicité des
cellules myéloides, mais les oriente vers une fonction régulatrice (Amodio, de
Albuquerque et al. 2014, Carosella, Rouas-Freiss et al. 2015). Il a été récemment
démontré que HLA-G inhiberait la fonction de phagocytose des neutrophiles

(Baudhuin, Migraine et al. 2013).

En dehors de son action directe sur les récepteurs des cellules immunitaires, HLA-G
peut avoir un effet indirect par l'intermédiaire de cellules régulatrices (Carosella,
Rouas-Freiss et al. 2015). Compte tenu de ses actions immunosuppressives, qui
empéchent I’élimination du « non-soi » et permettent son échappement aux cellules

effectrices du systeme immunitaire, la molécule HLA-G est qualifiée de
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« tolérogene » et considérée comme la principale molécule de la tolérance
immunitaire (Rouas-Freiss, Khalil-Daher et al. 1999, Carosella 2011). Les modes

d’action de HLA-G sont schématisés dans la Figure 12.

"+ Inhibition of cytotoxicity

* Inhibition of IFN-ysecretion
ILT2 * Inhibition of MICA/NKG2D activation

NK cells * Inhibition of chemotaxis
‘3\ . . . .
W * [nhibition of reactive oxygen species production
ILT4 ‘ot and phagocytosis
Neutrophils p \
ILT4 Induction of tolerogenic DC
Inhibition of maturation
O « Y MHCII presentation pathway
ILT2 ‘g *% Costimulatory molecules and IL12 secretion
m * Induction of anergic and suppressor T cells
Dendritic cells \___* Inhibition of NK cell activation J

HLA-G5

C Inhibition of proliferation

* Inhibition of cytolysis
ILT2 * Induction of Tregs
* Induction of Th2-type cytokine

T cells * Inhibition of chemotaxis
* Inhibition of proliferation, cytotoxicity,

o and IFN-7 secretion of 74T cells
L. "
ILT2
* Inhibition of proliferation, Ig secretion,

B cells and chemotaxis

Figure 12 : Fonctions immunitaires de HLA-G (Carosella, Rouas-Freiss et al. 2015)

2.3 HLA-G en situation physiologique : la

Srossesse

Pendant longtemps, il a été stipulé que les molécules HLA de classe I n’étaient pas
présentes au niveau du trophoblaste, justifiant ainsi le non-rejet du feetus par
lorganisme maternel. Au cours des années 1980, des chercheurs ont identifié un
« nouvel antigene » HLA de classe I dans le trophoblaste extra-villeux, différent des
autres molécules de classe I connues (HLA-A, B et C) jusque-la (Redman, Mcmichael
et al. 1984, Wells, Hsi et al. 1984, Ellis, Sargent et al. 1986). Ce « nouvel antigene »

appelé HLA-G par la suite, n’a été réellement décrit qu'en 1990, dans le
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cytotrophoblaste au cours de la grossesse (Ellis 1990, Kovats, Main et al. 1990).
Depuis ce moment, son expression et son role pendant la grossesse ont été

amplement étudiés.

La protéine HLA-G a été décrite a 'interface foeto-maternelle, précisément dans le
trophoblaste (Kovats, Main et al. 1990, Yelavarthi, Fishback et al. 1991, van Wijk,
Griffioen et al. 2001), les cellules endothéliales du chorion (Blaschitz, Lenfant et al.
1997, Le Bouteiller, Solier et al. 1999), le placenta (Hviid, Larsen et al. 2004,
Carosella, Rouas-Freiss et al. 2015), ’'amnios et le liquide amniotique (Houlihan, Biro
et al. 1995, Rebmann, Pfeiffer et al. 1999, Hackmon, Hallak et al. 2004) aussi bien au
début qu’en fin de grossesse. HLA-G est également retrouvé dans le sang circulant
des femmes enceintes au cours de la grossesse (Rizzo, Andersen et al. 2009) et
plusieurs études montrent que son expression est plus élevée chez les femmes
enceintes que chez les femmes non enceintes (Hunt, Jadhav et al. 2000, Alegre, Diaz-
Lagares et al. 2007, Darmochwal-Kolarz, Kolarz et al. 2012). Pendant la grossesse,
HLA-G s’exprime sous les formes solubles HLA-G1, HLA-G5 (Rebmann, Pfeiffer et al.
1999, Rizzo, Andersen et al. 2009, Sadissou, d'Almeida et al. 2014) qui sont les plus
abondantes (Rebmann, Nardi et al. 2014) et les formes membranaires HLA-G1, HLA-
G2 a la surface des cellules (Kovats, Main et al. 1990, van Wijk, Griffioen et al. 2001,
Hunt, Langat et al. 2006, Le Bouteiller 2015). L’isoforme soluble HLA-G7 serait
également exprimée, mais rarement, de méme que HLA-G3 et HLA-G4 (Rizzo,

Vercammen et al. 2011, Abediankenari, Farzad et al. 2015) .

La présence de HLA-G au niveau du tissu feetal est d'une importance capitale. En
effet, au cours de la fécondation, la fusion des cellules germinales paternelles et
maternelles s’opere constituant ainsi le patrimoine génétique de l'individu. L’ceuf

ainsi obtenu comporte donc une part de patrimoine provenant du pere constituant un
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élément « étranger » pour la mere au sein duquel il va se développer. Malgré la
présence de cette allogreffe feetale au sein de I'utérus, la grossesse physiologique
poursuit son développement normal, sans étre inquiétée par la réaction immunitaire
maternelle. Cette « tolérance » du feetus par la mere, constitue la tolérance feceto-
maternelle et HLA-G y joue un roéle primordial. Le trophoblaste est le principal tissu
de linterface materno-feetale qui se transforme ensuite en placenta. Il exprime
préférentiellement la molécule HLA-G, qui par ses propriétés immunosuppressives,
inhibe 'immunité cellulaire et humorale normalement déclenchée par les antigenes
de classe Ia et I (Rizzo, Vercammen et al. 2011). HLA-G permet I'implantation et agit
en protégeant le feetus de la réponse semi-allogénique de la mere, (Roussev and
Coulam 2007, Rizzo, Vercammen et al. 2011). La molécule inhibe la destruction des
cellules trophoblastiques par les cellules NK maternelles et la prolifération des
lymphocytes permettant ainsi le « non-rejet » de l'allogreffe foetale (Rouas-Freiss,
Goncalves et al. 1997, Yokoyama 1997, Khalil-Daher, Riteau et al. 1999, Le Bouteiller,
Solier et al. 1999, Dorling, Monk et al. 2000, Rizzo, Vercammen et al. 2011). La
présence de HLA-G interagit également avec la sécrétion de cytokines par les cellules
immunitaires maternelles in situ (Clark 1997, Le Bouteiller, Solier et al. 1999, van der
Meer, Lukassen et al. 2004). La forte affinité des isoformes de HLA-G avec les
cellules placentaires permet également le remodelage vasculaire utérin et veillent au
maintien d’'un microenvironnement favorable au développement fcetal (Rizzo,

Vercammen et al. 2011).

Ces fonctions de HLA-G semblent désormais incontestables pour le bon déroulement
d’'une grossesse normale et sont confortées par les études réalisées en situation de
grossesse pathologique et en médecine de la reproduction. En dehors de ce domaine,

HLA-G est fortement incriminé dans de nombreuses autres pathologies, non liées a la
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grossesse. Dans ces situations pathologiques, HLA-G peut étre produit par des tissus

ou des cellules, non destinées initialement a I’exprimer.

2.4 HLA-G et pathologies

2.4.1 Troubles de la reproduction et grossesses

pathologiques

Le domaine de la reproduction est celui ou le role de HLA-G a été le plus investigué.
L’importance du role de la protéine pour le succes d'une grossesse, explique I'intérét

des études dans les grossesses pathologiques.

De nombreuses études se sont intéressées au profil de HLA-G chez des femmes
candidates a la procréation médicalement assistée (PMA), notamment par
fécondation in vitro (FIV). Ainsi, Sher et al. ont montré que le dosage du niveau de
HLA-G soluble dans le surnageant des embryons obtenus 46 heures apres une FIV
serait un indicateur potentiel de réussite de la FIV et permettrait de réduire le
nombre d’embryons transférés aux femmes (Sher, Keskintepe et al. 2004). Une autre
étude réalisée dans des conditions similaires rapporte que les embryons ayant des
niveaux élevés de HLA-G soluble dans le surnageant du milieu de culture
évolueraient plus favorablement vers une grossesse et propose le dosage de HLA-G
soluble comme un marqueur du développement embryonnaire (Noci, Fuzzi et al.
2005). Cependant, si ces résultats ont été retrouvés dans d’autres études, confortant
le role fondamental de HLA-G pour le succes d'une fécondation in vitro (Fuzzi, Rizzo
et al. 2002, Vercammen, Verloes et al. 2008), il existe également des travaux
contradictoires (Tabiasco, Perrier d'Hauterive et al. 2009, Vercammen, Verloes et al.

2009).
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Le dosage de HLA-G est également possible dans le liquide folliculaire et il a été mis
en évidence une association entre le niveau de HLA-G soluble et un taux de
fécondation plus élevé (Rizzo, Fuzzi et al. 2007). Ainsi, ce dosage est préconisé pour
sélectionner les meilleurs ovocytes destinés a la FIV. Il est également décrit que
lexpression de HLA-G dans les tissus testiculaires seraient associés a la

spermatogénese (Yao, Shu et al. 2014).

Dans les cas de fausses couches récurrentes, des faibles niveaux d’expression de HLA-
G sont retrouvés dans le sérum ou dans le plasma sanguin des femmes (Dahl and
Hviid 2012), dans la décidua utérine (Papamitsou, Toskas et al. 2014) et au niveau
des cellules mononuclées du sang périphérique (Abediankenari, Farzad et al. 2015).
Les mémes constats ont été faits avec des niveaux sériques de HLA-G bas chez des
femmes atteintes du syndrome des ovaires polykystiques (Oztekin, Fenkci et al.

2015).

En dehors des troubles de la reproduction liés a la conception ou au développement
du feetus, de multiples études ont été faites dans le cadre de grossesses pathologiques.
Ainsi, chez les femmes souffrant de pré-éclampsie, les niveaux de HLA-G mesurés
dans le sérum sanguin et dans les tissus placentaires en fin de grossesse sont bas

(Colbern, Chiang et al. 1994, Yie, Li et al. 2004).

Si les niveaux élevés de HLA-G semblent associés a une meilleure issue de la
’ . 5 .

grossesse, cela n’est pas toujours le cas dans d’autres maladies pour lesquelles

Iexpression de HLA-G peut tantét étre bénéfique, tantot délétere. Nous allons

brievement présenter certaines d’entre elles et insisterons particulierement sur les

associations entre HLA-G et les infections.
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2.4.2 HLA-G et maladies non infectieuses

De part son action inhibitrice du systeme immunitaire, la protéine HLA-G a été
montrée associée a un certain nombre de pathologies impliquant 'immunité. Les
domaines ou le réle de HLA-G a été le plus exploré sont la transplantation d’organe,
la cancérologie et les infections, notamment virales. HLA-G semble également
impliqué dans d’autres situations comme les allergies (Ciprandi, Corsico et al. 2014,
Ciprandi and DeAmici 2014, Murdaca, Contini et al. 2016) ou encore des conditions
générant une hypoxie (Bourguignon, Yaghi et al. 2010) et des maladies auto-
immunes comme la maladie cceliaque (Fabris, Segat et al. 2011, Catamo, Zupin et al.
2015), la maladie de Crohn (Zidi, Ben Yahia et al. 2015), le lupus érythémateux
disséminé (Lee, Bae et al. 2015), la polyarthrite rhumatoide (Kim, Chung et al. 2012,
Catamo, Addobbati et al. 2014, Veit, de Lima et al. 2014), la sarcoidose (Hviid,
Milman et al. 2006). Dans ce paragraphe nous présenterons plus spécifiquement
certaines études concernant les greffes d’organes et les cancers. Puis nous nous

attarderons sur les infections.

2.4.2.1 HLA-G et transplantation

La complication majeure, redoutée apres toute transplantation d’organe d’'un sujet
donneur a un autre sujet receveur (allogreffe) est le rejet de 'organe greffé. Le rejet
d’une greffe traduit une réaction immunitaire protectrice normale du sujet receveur
face a des antigenes étrangers apportés par 'organe provenant du donneur. Cette
réaction fait intervenir les cellules immunitaires de I’h6te et les antigenes du greffon

dont les antigenes HLA de classe I et IT (Brick, Atouf et al. 2011).
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Toutes les cellules immunitaires impliquées dans la réaction de I’hote envers le
greffon (notamment les cellules NK, les lymphocytes T CD4+ et CD8+), présentent
une affinité pour la protéine HLA-G, et étant donné le role inhibiteur de HLA-G on
comprendra bien quune forte expression de HLA-G puisse étre associée a un

meilleur pronostique de la greffe.

Deux études réalisées chez des transplantés cardiaques ont montré une association
entre la présence de HLA-G dans les biopsies du muscle cardiaque (Lila, Carpentier
et al. 2000) et dans le sérum sanguin des sujets transplantés (Lila, Amrein et al.
2002) et ’'absence de rejet et une corrélation entre cette expression et le pronostic de
la greffe cardiaque. Dans une autre étude réalisée dans le cadre de la surveillance
immunologique survenant apres la réalisation de greffes cardiaques, il a été mis en
évidence chez un groupe de patients des niveaux élevés de HLA-G dans le sérum
apres 'administration d'un immunosuppresseur, associés a un meilleur pronostic de

la greffe (Luque, Torres et al. 2006).

En néphrologie, les mémes observations entre HLA-G et le succes/rejet de greffe
rénale ont été faites. En 2006, la présence de HLA-G soluble dans le sérum des sujets
ayant bénéficié d’'une transplantation rénale a été associée a une meilleure
acceptation de l'organe greffé. Dans la méme étude, il a été suggéré une corrélation
positive entre la concentration sérique de HLA-G soluble et I'effet protecteur qui en
découle avec une notion de dose-effet (Kaneku 2006). Des résultats similaires sont
décrits par d’autres études et confortent ’hypothése selon laquelle HLA-G induirait
une tolérance immunitaire apres une greffe rénale (Qiu, Terasaki et al. 2006,
Crispim, Duarte et al. 2008, Bardi, Sfar et al. 2011, Jin, Li et al. 2012, Xiao, Zhou et
al. 2013, Ezeakile, Portik-Dobos et al. 2014, Farid, Al-Wedaie et al. 2015, Polakova,

Bandzuchova et al. 2015).
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Ces résultats ont d’ailleurs motivé la recommandation de HLA-G en traitement dans
certaines greffes. L'utilisation de HLA-G a des fins thérapeutiques avait été
préconisée par LeMaoult et al. en 2013 qui ont testé deux molécules synthétiques de
HLA-G et obtenu une meilleure tolérance des greffes de peau chez la souris
(LeMaoult, Daouya et al. 2013). L’efficacité thérapeutique de HLA-G recombiné a été
également testée chez le rat apres une transplantation intestinale. Dans le groupe
traité, il a été observé une inflammation locale moins importante qu’en absence d'un

traitement par HLA-G recombiné (von Websky, Kitamura et al. 2016).

Des constats similaires ont été faits dans les transplantations hépatiques (Basturk,
Karakayali et al. 2006, Zarkhin, Talisetti et al. 2010, Hu, Wu et al. 2014),
pulmonaires (Brugiere, Thabut et al. 2015), pancréatiques (Rebmann, Bartsch et al.
2009) et de cellules mésenchymateuses (Du, Wu et al. 2008, Le Maux, Noel et al.

2008, Biedron, Rybka et al. 2015).

Tous ces résultats poussent certains auteurs a préconiser le dosage de HLA-G comme
élément de surveillance de survenue et de sévérité des rejets dans différents
domaines (Rizzo, Campioni et al. 2008, Liu, Chen et al. 2013, Biedron, Rybka et al.

2015).

En dehors de linfluence de I'expression de la molécule HLA-G, -certains
polymorphismes du gene ont été décrits comme associés a divers pronostics au cours
des greffes d’organes. Ainsi, le polymorphisme HLA-G*01:06~UTR2 serait associé a
une faible production de HLA-G sérique, a un mauvais pronostic et a la survenue d’'un
rejet suite a une transplantation pulmonaire dans une étude francaise (Di Cristofaro,
Reynaud-Gaubert et al. 2015). Le polymorphisme HLA-G 14-bp insertion/deletion

(I/D) est également associé au pronostic dans la greffe rénale : le génotype 14-pb 1/1

73



serait associé a un risque plus élevé de rejet alors que le génotype 14-pb D/D serait
associé a une survie meilleure (Misra, Prakash et al. 2013). Ce dernier résultat
confirme celui de Crispim et al. en 2008 dans une population brésilienne (Crispim,

Mendes-Junior et al. 2008).

2.4.2.2 HLA-G et cancers

Au cours des maladies cancéreuses, les cellules tumorales utilisent des mécanismes
d’échappement au systéme immunitaire pour pouvoir se développer. Ces mécanismes
vont parfois de I'altération des molécules HLA classiques (A, B et C) a la destruction
totale ou complete de celles-ci, leur permettant de ne pas étre reconnues par les
cellules immunitaires. Certaines cellules tumorales expriment également a la surface
de leur membrane des molécules HLA-G, qui semblent indispensables a la croissance

et a I'invasion tumorales (Wilczynski 2006).

Plusieurs études ont été faites en cancérologie et décrivent I'expression ectopique de
HLA-G par les tumeurs en comparaison aux tissus normaux (Singer, Rebmann et al.
2003, Ye, Yang et al. 2007, Yie, Yang et al. 2007, Cai, Han et al. 2012). De nombreux
auteurs démontrent que 'expression importante de HLA-G dans certaines maladies
cancéreuses seraient associée a un mauvais pronostic (Schutt, Schutt et al. 2010, Yan
2011, Yie and Hu 2011). C’est le cas dans le cancer du poumon (Yie, Yang et al. 2007),
de I'estomac (Yie, Yang et al. 2007), de l'intestin et du rectum (Ye, Yang et al. 2007),
de l'ovaire (Jung, Kim et al. 2009), de la sphere naso-pharyngée (Cai, Han et al.
2012), de I'cesophage (Lin, Zhang et al. 2011, Zheng, Xu et al. 2014), du rein (Li, Lin
et al. 2009), du sein (Elliott, Jiang et al. 2011), de la thyroide (Nunes, Ayres et al.
2013), du foie (Lin, Chen et al. 2010, Wang, Ye et al. 2011) et de la vessie (EI-

Chennawi, Auf et al. 2005).
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Des polymorphismes du gene HLA-G sont également décrits associés a certaines
tumeurs. Au Brésil, la présence de I’allele G¥0103 est associée a une protection contre
le cancer de la vessie chez les sujets non tabagiques, tandis que le groupe allélique
G*0104 est associé a un risque de cancer plus élevé chez les fumeurs (Castelli,
Mendes-Junior et al. 2008). Dans la méme étude l'allele G*0101 et le génotype
G*0101/G*0101 étaient associés a un risque élevé de cancer de la vessie. Toujours au
Brésil, Teixeira et al. ont montré que la présence de la « délétion de 14pb »
augmentait significativement la susceptibilité au cancer hépatocellulaire (Teixeira,
Mendes-Junior et al. 2013), confirmant les analyses de Jiang et al. en Chine qui
retrouve un effet protecteur de '« insertion de 14pb » dans le méme type de cancer
(Jiang, Chen et al. 2011). En Pologne, une étude établit plutét une association entre le
génotype —725C>G>T et I'extension des métastases ganglionnaires dans le cancer
pulmonaire non a petites cellules : la présence de I'allele C augmente de 37% le risque

de cancer pulmonaire (Kowal, Wisniewski et al. 2015).

Ainsi, tout comme dans les transplantations, HLA-G est proposé comme marqueur de
I’évolution de la maladie puisque le niveau semble varier en fonction du stade et
serait plus élevé en cas de métastases et d’atteintes ganglionnaires. De plus, étant
donné les interactions complexes existant entre HLA-G et certaines cellules
tumorales exprimant fortement HLA-G, des anticorps anti-HLA-G pourraient par
exemple étre associés a certains traitements anticancéreux (Zidi and Bartegi 2008,

Amiot, Ferrone et al. 2011, Yan 2011, Seliger 2013, Gimenes, Teixeira et al. 2014).

Dans les tumeurs liquides (tumeurs sanguines essentiellement), I’association entre
Iexpression élevée de HLA-G et I’évolution de la maladie n’est pas toujours mise en

évidence et reste controversée (Rebmann, Nuckel et al. 2007, Perez-Chacon, Rosado
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et al. 2009, Yan 2010, Guo, Chen et al. 2011, Guillaume and Marolleau 2013, Attia,

Nosair et al. 2014).

Il apparait donc que le role et I'implication de HLA-G ont été largement documentés
pour les pathologies non infectieuses. Concernant les infections, I'activité régulatrice

de HLA-G sur le systéme immunitaire rend son étude absolument indispensable.

2.4.3 HLA-G et maladies infectieuses

La recherche axée sur la protéine HLA-G en pathologie infectieuse, connait des
progres considérables au cours de ces dernieres années. Bien que les infections
virales occupent une grande partie de ces travaux, les études se développent
rapidement sur les maladies parasitaires. Les infections bactériennes sont quant a
elles, beaucoup moins renseignées. Nous allons présenter successivement ces

différents aspects en insistant sur les parasitoses tropicales.

2.4.3.1 HLA-G et infections bactériennes

Au cours du choc septique, des niveaux de HLA-G soluble élevés sont observés dans
le plasma et au niveau des leucocytes circulants et, dans la méme étude, les survivants
avaient les niveaux les plus élevés et persistant 7 jours apres le début du choc
(Monneret, Voirin et al. 2007). Dans la tuberculose, les formes cliniques généralisées
sont associées a des niveaux plasmatiques de HLA-G plus élevés que dans les formes
localisées (Saurabh, Thakral et al. 2016). L’infection gastrique par Helicobacter
pylori, et linfection par Pseudomonas aeruginosa sont elles aussi associées

respectivement a une expression gastrique de HLA-G (Souza, Genre et al. 2016) et a
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une augmentation de la production de la molécule HLA-G plasmatique (Rizzo,

Bergamini et al. 2016).

2.4.3.2 HLA-G et infections virales

Dans l'infection a VIH (virus de I'immunodéficience humaine acquise), il a été
rapporté des niveaux de HLA-G soluble élevés dans le liquide cervico-vaginal des
femmes infectées (Thibodeau, Lajoie et al. 2011). Cette augmentation est aussi
retrouvée dans le plasma des malades et serait proportionnelle a I’évolution de la
maladie (Puppo, Brenci et al. 1994, Donaghy, Gros et al. 2007, Lajoie, Fontaine et al.
2009, Huang, Burke et al. 2010, Murdaca, Contini et al. 2011). La molécule
proviendrait de la production intracellulaire de HLA-G par les monocytes et les
cellules dendritiques (Huang, Burke et al. 2010). De surcroit, la mise en place d’'un
traitement antirétroviral s’accompagne d'une diminution progressive des niveaux
plasmatiques de la protéine, concomitante a une augmentation du taux de CD4+
(Murdaca, Contini et al. 2009, Murdaca, Contini et al. 2011). Du point de vue
génétique, des associations entre certains polymorphismes de HLA-G et la
transmission materno-infantile de l'infection a VIH ont été décrites (Segat and
Crovella 2012, Segat, Zupin et al. 2014, Hong, Paximadis et al. 2015). Une étude
réalisée en 2013 au Kenya a démontré l'existence de polymorphismes génétiques
associés au développement de la maladie : ainsi, le génotype G*010101 serait lié a une
protection ou une résistance face au virus VIH-1, alors que le génotype G*010404

serait associé a une plus grande susceptibilité a I'infection (Turk, Kimani et al. 2013).

Concernant les hépatites virales, les niveaux de HLA-G solubles sont élevés et
corrélés a I’évolution de la maladie, aussi bien dans I’hépatite B (Shi, Lin et al. 2011,

Park, Park et al. 2012, Han, Li et al. 2014) que dans ’hépatite C (Weng, Fu et al.
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2011, Murdaca, Contini et al. 2015). On observe une diminution en cas de traitement,
celle-ci étant en faveur d’'un bon pronostic et constituant un élément de surveillance
thérapeutique (Khorrami, Mohammadpour et al. 2015, Ding, Ma et al. 2016). Au
niveau cellulaire, 'analyse histo-pathologique du foie révele une expression de HLA-
G au niveau des hépatocytes des sujets malades (Souto, Crispim et al. 2011, Crispim,
Silva et al. 2012). Ici encore des polymorphismes génétiques de HLA-G sont décrits
associés a certaines hépatites, comme par exemple le génotype 14-pb I/I qui serait lié
a une plus grande susceptibilité a I'infection par VHB (Laaribi, Zidi et al. 2015).

L’augmentation des niveaux de HLA-G soluble est retrouvée dans d’autres infections
virales notamment en cas d’infection par le cytomégalovirus (CMV) dans le plasma,
les monocytes et les macrophages (Onno, Pangault et al. 2000, Yan, Lin et al. 2009) ;
dans la grippe (LeBouder, Khoufache et al. 2009, Chen, Chen et al. 2011, Foucault,
Moules et al. 2011), la rage et I'infection par Herpes simplex virus (Lafon, Prehaud et
al. 2005). Génétiquement on retrouve aussi des associations entre certains
polymorphismes génétiques et I'infection a Papilloma virus (Metcalfe, Roger et al.
2013, Bortolotti, Gentili et al. 2014, Xu, Shi et al. 2014) ainsi que l'infection a CMV

(Jin, Xu et al. 2012).

2.4.3.3 HLA-G et infections parasitaires

En parasitologie quelques données existent mais sont moins nombreuses que dans les
infections virales. La recherche axée sur les modifications de HLA-G au cours des

infections parasitaires s’intensifie au cours de ces derniéres années.

Dans la toxoplasmose, Robert-Gangneux et al. ont étudié le role de HLA-G soluble au
cours du passage trans-placentaire de Toxoplasma gondii entrainant une

toxoplasmose congénitale. Les niveaux de HLA-G soluble ont été mesurés dans le
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liquide amniotique maternel de trois groupes d’enfants. Un premier groupe était
constitué de 12 enfants infectés et nés de meres infectées pendant la grossesse, un
deuxieme groupe de 49 enfants non infectés nés de meres infectées, puis un dernier
groupe controle comprenant 24 nouveau-nés sains nés de meres non malades. Le
niveau de HLA-G soluble était plus élevé chez les enfants en cas d’infection
maternelle que dans le groupe contrdle (p<0,001). En plus de cela, parmi les enfants
de meres infectées, ceux qui sont malades ont des niveaux de HLA-G soluble plus
élevés que ceux du groupe des enfants non malades (p<0,05). Ces résultats sont
compatibles avec le potentiel role de HLA-G dans la transmission materno-feetale de
la toxoplasmose (Robert-Gangneux, Gangneux et al. 2011). Cette augmentation du
niveau de HLA-G soluble est également observée dans le trophoblaste en cas
d’infection par Toxoplasma gondii, et serait proportionnelle a 1’évolution de
I'infection (Han, Jiang et al. 2014). En 2007, Donaghy a démontré sur un échantillon
de 94 sujets constitué de 31 sujets séropositifs au VIH-1, 7 co-infectés VIH et
leishmaniose viscérale, 17 sujets atteints de leishmaniose sans co-infection VIH et
sujets sains, qu’en cas de leishmaniose viscérale, la proportion de sujets ayant un
niveau de HLA-G soluble plasmatique détectable pouvait étre élevée: en effet il
montre que la proportion de sujets ayant un niveau de HLA-G soluble détectable
serait plus élevée en cas d’infection au VIH (81%), plus qu’en cas de co-infection
(57%), leishmaniose isolée (35%) et en absence d’infections (3%). On remarque ainsi
qu’en cas de leishmaniose, la production de HLA-G serait plus élevée qu’en absence
de leishmaniose, méme si dans cette étude, la différence n’est pas significative,
probablement liée a la faible taille de I’échantillon d’étude. De la méme maniere, le
niveau de HLA-G soluble dans le plasma serait également plus élevé en cas de
leishmaniose que chez les sujets sains (Donaghy, Gros et al. 2007). En 2013,

Gangneux et al. rapporte une diminution importante du niveau de HLA-G soluble
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dans le sérum de sujets atteints de leishmaniose apres trois mois de traitement

(Gangneux, Poinsignon et al. 2013).

La trypanosomose humaine africaine (THA) ou maladie du sommeil est due a un
trypanosome transmis par la piqtire d'une glossine (mouche tsétsé). Il en existe deux
formes, une chronique causée par Trypanosoma brucei gambiense (T.b gambiense)
et une aigue due a T.b. rhodesiense. La forme chronique représente 95 % des cas et
évolue en deux phases. Au cours de la phase 1 hématolymphatique le parasite se
multiplie dans le sang et la lymphe et les signes cliniques sont non spécifiques.
Classiquement, sans traitement, la maladie évolue vers une phase secondaire, neuro-
encéphalitique, avec invasion du systeme nerveux central (SNC) par le parasite et
apparition des signes neurologiques qui conduisent, sans traitement, au déces du
malade. Aucun élément ne permet de déceler le moment du passage entre la phase 1
et la phase 2. Dans la population exposée, a coté des malades et des sujets sains existe
un groupe d’individus présentant une réponse sérologique spécifique de T.b.
gambiense fortement positive mais chez qui le parasite n’est pas mis évidence malgré
des recherches répétées. Certains de ces sujets séropositifs (SERO) vont évoluer vers
la maladie (SERO/THA) alors que d’autres vont maintenir cet état, voire dans
certains cas controler I'infection jusqu’a la disparition des traces sérologiques et donc,
une guérison spontanée (Garcia, Jamonneau et al. 2000, Jamonneau, Ilboudo et al.
2012). Il n’est pas possible a ce jour de distinguer parmi les sujets séropositifs (SERO)
ceux qui vont évoluer vers la maladie et, en zone d’endémie ces sujets sont laissés
sans traitement avec des consignes de surveillance qui ne sont qu’exceptionnellement
suivies. Deux études ont été réalisées concernant I'association HLA-G et la THA.
Dans la premiere, faite en 2013 en République Démocratique du Congo dans une

population de 353 individus, il a été montré que I'« insertion de 14 pb » et I'allele G
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en position +3196 étaient associés a un risque élevé de la maladie, toutes phases
confondues, (p=0,008, et p=0,022 respectivement). Inversement, la présence des
alleles C en position +3003 et de l'allele G en position +3010 et +3187 semble
associée a une diminution du risque de développer la THA (p = 0,015, p = 0,044 et
p = 0,037, respectivement) (Courtin, Milet et al. 2013). La seconde étude a analysé les
variations des niveaux de HLA-G plasmatiques en fonction de I'évolution de la
maladie (Gineau, Courtin et al. 2016). Il a été mis en évidence que les niveaux
plasmatiques de HLA-G soluble étaient plus élevés dans le groupe de patients THA
(p= 6.1077) et dans le groupe SERO/THA, sujets séropositifs développant la maladie
(p= 0,007) que dans le groupe SERO de sujets controlant I'infection. Il n'y avait pas
de différence entre SERO/THA et THA (Gineau, Courtin et al. 2016). Il semble donc
qu’'un niveau élevé de HLA-G soluble au moment du diagnostic de séropositivité soit
un facteur de risque de développer la maladie pour certains sujets séropositifs. Grace
a ces résultats, il serait envisageable d’utiliser ce dosage de HLA-G plasmatique en
tant que marqueur afin d’identifier tres précocement, les sujets qui feront la maladie,

et leur administrer un traitement adéquat.

Une étude a été faite au Bénin pour explorer I’association entre le niveau de HLA-G
soluble et les infections helminthiques au cours de la grossesse. Des femmes
enceintes (n=400) ont été suivies du début de la grossesse a I'accouchement au
Bénin. Les niveaux de HLA-G ont été dosés trois fois au cours de la grossesse. Dans le
groupe des femmes ayant eu une infection helminthique, il y avait plus de femmes
avec des hauts niveaux de HLA-G soluble plasmatiques que dans le groupe des
femmes non infectées. Il serait toutefois intéressant de confirmer ces résultats
compte tenu de la faible prévalence d’helminthiases dans cette population (5 a 9%)

(Avokpaho 2014).
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Dans le cas du paludisme, quatre études ont été publiées. La premiere a été réalisée
en 2005 par Sartelet et al. au Sénégal. Chez 30 femmes enceintes dont 15 ayant une
infection palustre placentaire, il retrouve une expression trophoblastique de HLA-G
plus faible (p<0,01) chez les femmes infectées (Sartelet, Schleiermacher et al. 2005).
Ce résultat peut sembler étonnant en comparaison aux observations faites dans les
autres infections mais il est compatible avec le risque de fausse couche associé a
I'infection palustre. Il faut noter que I’échantillon d’étude est tres réduit, et qu’il s’agit

d’une étude immunohistochimique sans dosage de protéine soluble.

La deuxieéme étude a été réalisée par Garcia et al. en 2013 au Sénégal. Une cohorte de
plus de 1000 sujets (enfants et leurs parents) a été suivie pendant 3 ans avec une
surveillance rapprochée de I'infection palustre. Il a été montré que I'allele +3187G et
I'haplotype UTR-1 (14 bp-Del /3001C /3003T /3010G /3035C /3052C /3142C
/3187G /3196C) étaient associés a un faible nombre d’infections alors que ’haplotype
UTR-3 (Del /3001C /3003T /3010C /3035C /3152C /3142G /3187A /3196C) était
associé a un nombre d’infections élevé au cours du suivi (Garcia, Milet et al. 2013).
Cette étude fut la premiere a évoquer 'existence d’une éventuelle association entre le
paludisme et HLA-G. Pour affiner ces travaux, une autre étude génétique a été faite
par Sabbagh et al. sur une partie de I’échantillon précédent avec 483 individus.
L’objectif était d’évaluer l’association entre les polymorphismes de HLA-G et la
réponse immune spécifique a Plasmodium falciparum (Sabbagh, Courtin et al.
2013). Les alleles +3010G et +3142C étaient ensemble liés a une augmentation de la
réponse IgG1 (p=0,039) et IgG totale (p=0,011) orientées contre I'antigetne GLURP
du parasite. De la méme maniere, 1’allele +3196G ressort significativement associés a
un haut niveau d’anticorps IgG3 orientés contre I'antigene MSP2. Cette derniere

étude renforce 'idée de I’association entre le HLA-G et le paludisme.
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La derniere étude effectuée dans le cadre de I'exploration de I’association entre HLA-
G et paludisme a été faite par Sadissou et al. en 2014 au Bénin (Sadissou, d'Almeida
et al. 2014). Elle a porté sur 165 femmes incluses a I'accouchement et leurs nouveau-
nés suivis de la naissance a 12 mois. Dans cette étude, le niveau maternel de HLA-G
soluble a été mesuré a 'accouchement et chez les enfants a la naissance et de maniére
trimestrielle. Le niveau de HLA-G de 'enfant a la naissance (dans le sang du cordon)
était fortement corrélé a celui de la mere (r=0,74 ; p<10-3) et cette corrélation persiste
au cours de la premiére année de vie (p<10-3). D’un autre c6té, les niveaux élevés de
HLA-G chez les enfants au cours du suivi étaient significativement associés au faible
poids de naissance (p=0,04) et a un risque plus élevé de développer une infection
palustre au cours des mois suivants (p=0,022). Il n’y avait cependant pas d’effet entre
I'infection placentaire et le niveau de HLA-G soluble de la meére et de ’enfant. Chez le
nouveau-né, la présence d’'une infection au moment du prélévement ou les quelques
jours le précédant n’influence pas le niveau de HLA-G soluble. Cette étude apporte
donc un argument supplémentaire en faveur du role de HLA-G dans l'infection
palustre mais souligne également la complexité de cette association. Le point faible
de cette étude réside néanmoins en la non-disponibilité des données chez la mere
durant la grossesse puisque les femmes ont été incluses a I’accouchement.
L’exploration de cette association complexe a été poursuivie et elle fera 'objet d'un
chapitre de cette these. Le résultat précédent a fait I'objet d’'un article publié dans
Malaria Journal dont nous sommes le second auteur (Sadissou, d'Almeida et al.

2014).

Pour conclure ce chapitre sur les infections et notamment parasitaires tropicales, il y
a maintenant un certain nombre d’arguments en faveur de I'implication de HLA-G

dans la sensibilité a ces infections. Pour ce qui est du paludisme les résultats
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précédents sont compatibles non seulement avec une association directe entre HLA-
G et la maladie au niveau individuel, mais permettent également de poser la question
du réle éventuel de HLA-G dans les interactions entre la meére et le feetus au cours du
paludisme gestationnel. Rappelons en effet que les deux principales conséquences du
paludisme gestationnel sur le nouveau-né sont un faible poids de naissance et une
sensibilité accrue au paludisme s’exprimant par un délai de premieére infection plus
court en cas d’'infection placentaire. Le mécanisme sous-jacent a cette sensibilité, bien
que non totalement élucidé, a été identifié comme une tolérance immunitaire. Nous
avons donc émis '’hypothése que HLA-G pouvait jouer un role majeur dans cette
interaction mere-enfant et dans ce phénomene de tolérance immunitaire. Les
premiers résultats montrant cette corrélation entre le niveau maternel et celui de
Ienfant ainsi qu’une association entre les hauts niveaux de protéine soluble et le
risque de paludisme ou de faible poids de naissance sont compatibles avec cette

hypothese.

Cependant, pour explorer de maniere plus précise cette hypothese il était
indispensable de disposer de données sur ’ensemble de la grossesse et non pas
uniquement a 'accouchement. C’est ce qui a motivé la mise en place du programme
Tolimmunpal (Tolérance immunitaire et paludisme) financé par TANR (Agence
nationale de la recherche francaise) et qui consistait en un suivi actif d'une cohorte de
femmes enceintes et de leurs nouveau-nés. Ce suivi a été réalisé au sud du Bénin et
représente le programme principal de notre these. Néanmoins, afin d’explorer plus
précisément l’association entre HLA-G et le paludisme au niveau individuel nous
avons commencé nos travaux par une nouvelle analyse des données exposées
précédemment en utilisant une méthodologie particuliere, les classes latentes. Cette

méthodologie permettra, comme nous le verrons, de déterminer s’il existe dans cette
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population d’enfants, des groupes dont le niveau de HLA-G soluble et son évolution

se ressemblent.

Dans la suite de ce mémoire nous exposerons successivement ces travaux, en
débutant par I'analyse en classes latentes du programme TORI BOSSITO puis par les
analyses du programme Tolimmunpal. Pour chacun de ces programmes nous
présenterons d’abord le matériel et les méthodes utilisés puis exposerons les

résultats.
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Chapitre 2 : Méthodologie et résultats

Dans cette deuxieme partie, nous aborderons donc les différents matériels et
méthodes utilisés pour ce travail. Deux études ont été réalisées dans deux localités
différentes du Bénin, I’étude « Tori-Bossito » et 1’étude « Tolimmunpal ». Nous
présenterons brievement le Bénin, puis nous aborderons successivement ces études
en deux grands sous-chapitres. Pour chaque étude, nous exposerons les
caractéristiques que sont le site, le type de I’étude, les méthodes de collecte de
données sur le terrain, le traitement des données collectées ainsi que les méthodes
d’analyse statistiques ayant permis leur exploitation. Nous présenterons ensuite les
différents résultats obtenus. La premiere étude abordée sera I’étude « Tori-Bossito ».
A la fin de cette partie, nous ferons un résumé des résultats obtenus avant d’entamer

la discussion.
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1. Cadre général

Pour déterminer le role de la protéine HLA-G dans la tolérance immunitaire face a
I'infection palustre, deux études ont été effectuées au Bénin, un pays fortement

touché par le paludisme.

Il s’agit d’'un pays de ’Afrique occidentale, situé entre le Nigéria a 'est, le Togo et le
Burkina-Faso a l'ouest, le fleuve Niger au nord et bordé par 'océan atlantique au sud.
Le Bénin s’étend sur une superficie de 114 763 kmz et selon les résultats du dernier
recensement général de 2013, la population béninoise est estimée a 10 008 749
habitants en 2013 (Institut national de la statistique et de 1'analyse économique du
Bénin 2015). Il est subdivisé en douze départements administratifs dont le

département de I’Atlantique ou se sont déroulées les deux études.

Le Bénin, situé en zone intertropicale au sud du Sahara, se retrouve en pleine zone de
transmission palustre stable. Méme si la transmission semble continue tout au long
de ’année, on observe des périodes de recrudescence pendant les saisons pluvieuses.
La transmission du paludisme est inégalement répartie sur le territoire du fait des
différences environnementales. Dans le sud du pays ou sont réalisées toutes nos
études, la transmission est classiquement plus élevée que dans le reste du pays
(Programme national de lutte contre le Paludisme (Bénin) 2012). Il faut noter qu’il
existe toutefois une variabilité importante a une échelle plus fine que régionale. Le
climat est subéquatorial et humide avec une alternance de deux saisons seches
(décembre a mars et d’aofit a septembre) puis deux saisons pluvieuses (avril a juillet
et d’'octobre a novembre). Les especes vectrices du paludisme les plus rencontrées
sont Anopheles gambiae s. s. et Anopheles arabiensis (Corbel, N'Guessan et al. 2007,
Djogbenou, Pasteur et al. 2010).
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Chez les enfants, le taux de mortalité « toutes causes » est estimé a 42%o en 2013.
Avec une prévalence du paludisme cette méme année estimée a 40,6% dans la
population générale et un taux d’incidence de 16,8%, le paludisme représente la
premiere cause de consultation au Bénin et la premiere cause d’hospitalisation chez
les enfants de moins de cinq ans (44,9%). Dans cette derniere population, les cas de
paludisme grave représentent la premiere cause de déces (37,0%) (Ministere de la

santé du Bénin 2014).

La prise en charge nationale du paludisme est assurée par le programme national de
lutte contre le paludisme (PNLP Bénin). La politique béninoise de lutte se base sur
trois types d’interventions: l'utilisation des combinaisons thérapeutiques a base
d’artémisinine chez les sujets malades, la lutte anti-vectorielle et le traitement
préventif intermittent (TPI) du paludisme chez la femme enceinte, en remplacement
de la chimio-prophylaxie a la chloroquine. Le TPI a été réellement implémenté au
Bénin a partir de 'année 2006. Le Tableau 2 montre I'évolution de quelques
indicateurs de lutte contre le paludisme au cours des derniéres années obtenus a

partir des données du PNLP.
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Tableau 2 : Evolution des indicateurs de lutte contre le paludisme au Bénin
(Programme national de lutte contre le Paludisme (Bénin) 2011, Programme national
de lutte contre le Paludisme (Bénin) 2014, Programme national de lutte contre le

Paludisme (Bénin) 2015)

Années Incidence Couverture TPL- Couverture. TPI-
du SP (1 dose) SP (au moins 2
paludisme doses)
2014 17,3% 51,7% 37,0%
2013 16,8% 40,7% 27,6%
2010 16,1% Non renseigné 45,8%
2008 14,2% Non renseigné 35,0%
2006 13,7% Non renseigné 3,0%

Nos travaux ont été réalisés dans le département de ’Atlantique, dans les communes

limitrophes de Tori-Bossito et d’Allada.
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Figure 13 : Carte du Bénin indiquant la commune de Tori Bossito et la commune

d’Allada (Le Port, Cottrell et al. 2012)
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Figure 14 : Localisation des deux zones dans le département de I’Atlantique (Institut

national de la statistique et de I'analyse économique du Bénin 2004)
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2, L’étude TORI-BOSSITO

Le but initial de ce programme était d’étudier les facteurs associés au délai
d’apparition des premieres infections palustres chez des enfants de la naissance a 18
mois. Au départ il n’était pas prévu d’étudier HLA-G dans ce projet et ce n’est qu'une
fois les travaux initiaux achevés que nous nous sommes intéressés a cette molécule et
a son role dans la tolérance immunitaire et la sensibilité au paludisme. C’est pour
cette raison que cette partie de nos travaux ne concerne qu'un sous échantillon de la
population totale et un temps de suivi plus court de 12 mois. Dans cette partie, notre
objectif sera de compléter les travaux antérieurs de Sadissou et al. (Sadissou,
d'Almeida et al. 2014) en appliquant a ces données une méthodologie particuliere
permettant d’explorer I'existence de différents groupes d’enfants définis selon leurs

niveaux de HLA-G entre la naissance et 12 mois.

2.1 Matériel et méthode

2.1.1 Type d’étude

L’étude réalisée a été une étude de cohorte. C’est une étude prospective et descriptive
ayant consisté en un suivi longitudinal des enfants de juin 2007 a janvier 2010. Des
couples mere-enfant ont été inclus et chaque enfant a été suivi de la naissance jusqu’a
ses dix-huit mois. Parmi les enfants de cette cohorte, un sous échantillon a été

constitué selon des criteres explicités ci-dessous.
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2.1.2 Zone d’étude

Tori-Bossito est une commune rurale du sud du Bénin. Elle est localisée dans la
plaine cotiere, a 40 kilomeétres, au nord-ouest de la capitale économique Cotonou
(6°25-6°37 Nord et 2°1- 2°17 Est) et se situe dans la dépression de la Lama. La
population de Tori-Bossito était constituée de 44 569 habitants en 2002 et de 57 632
habitants en 2013 selon les données des recensements généraux de la population et
de T'habitation (RGPH) des années 2002 (RPGH3) et 2013 (RPGH4) (Institut
national de la statistique et de I'analyse économique du Bénin 2004, Institut national
de la statistique et de I'analyse économique du Bénin 2015). La superficie totale de la
commune est de 328 km>2. Elle compte six arrondissements (Avame, Azohoue-Aliho,
Azohoue-Cada, Tori-Bossito, Tori-Cada et Tori-Gare) et 47 villages et quartiers de
ville (Ahlonsou and Houndonougbo 2005). La premiere source de revenue dans la
localité est 'agriculture. La végétation est faite d’'une savane arbustive clairsemée et la
commune de Tori-Bossito est traversée par une zone marécageuse (Ahlonsou and

Houndonougbo 2005). La pluviométrie est d’environ 1300 mm par an.

La région de Tori-Bossito est considérée comme une zone de paludisme méso-
endémique avec un taux d’inoculation entomologique de 5,3 piqlires de moustiques
infectées/personne/an (intervalle de confiance a 95% IC95%: 1,1-25,9) (Damien,
Djenontin et al. 2010). La transmission est assurée principalement par Anopheles
gambiae s. s., mais Anopheles funestus est également présent (Damien, Djenontin et
al. 2010). Dans cette région, I’espece parasitaire la plus fréquente est Plasmodium
falciparum, mais des co-infections peuvent exister avec P. malariae et P. ovale

(Damien, Djenontin et al. 2010).

La commune de Tori Bossito a été choisie pour sa proximité avec notre laboratoire a
Cotonou. Le site d’étude est constitué de neuf villages (Avamé centre, Gbédjougo,
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Houngo, Anavié, Dohinoko, Gbétaga, Tori-Cada Centre, Zébe et Zoungoudo) et de
trois centres de santé situés a Tori-Gare, Tori-Cada et Tori-Avame (Figure 15).

Chacun des centres de santé est constitué d’'un dispensaire et d'une maternité.
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Figure 15 : Cartographie de la commune de Tori-Bossito (Pierrat 2010)

2.1.3 Population d’étude - Criteres d’inclusion

La population d’étude est constituée des femmes enceintes et de leurs enfants. Les
femmes enceintes sont incluses au moment de ’accouchement, et les nouveau-nés
deés la naissance. Pour étre inclus dans I’étude, chaque couple meére enfant devait

remplir les criteres suivants :

- résidence permanente dans I'un des neuf villages de I’étude et ne pas avoir de

projet de déménagement,

- accouchement réalisé dans une des maternités des trois centres de santé de

Tori-Gare, Tori-Cada et Tori-Avame,
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- consentement éclairé de la femme enceinte. Le protocole de I'étude a été
expliqué aux femmes enceintes résidant dans la zone d’étude par une sage-
femme, au cours d’'une consultation prénatale a partir du septiéme (77:¢me) mois
de grossesse. Elles bénéficiaient d’un délai de réflexion et de discussion avec
leurs conjoints. Des réunions d’explication ont été faites pendant les deux mois
précédant le début de I’étude puis pendant toute la période du recrutement des
participants. Au moment de linclusion, lorsquune femme accepte de
participer a I’étude, un document écrit (en francais et traduit en dialecte local
« fon »), expliquant une nouvelle fois le protocole de I’étude et mentionnant le
consentement écrit de la mere est signé. Une copie de ce document est remise
a la participante. Une fois incluse dans I’étude a 'accouchement, la mere recoit
une carte immatriculée d’'un identifiant personnel et unique, permettant
lacces gratuit du nouveau-né aux centres de santé pendant toute la durée du

suivi.

Les femmes donnant naissance a des bébés mort-nés, les naissances multiples, les
grands prématurés (<28 semaines d’aménorrhée) ainsi que les femmes séropositives

au VIH étaient exclues de I’étude.

Un total de 617 femmes enceintes ont été sélectionnées et ont donné naissance a 656
nouveau-nés. Parmi eux 76 enfants ont été exclus dont 25 couples de jumeaux, 3
nouveau-nés triplés, 10 mort-nés et 13 morts néonatales, et les 580 enfants restants
ont été inclus dans la cohorte initiale puis suivis pendant plus de 28 jours. Pour
constituer I’échantillon de notre étude sur la protéine HLA-G, nous avons sélectionné

dans cet ensemble, deux groupes d’enfants :
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- le premier groupe est constitué de tous les enfants nés d’'une mere ayant un
placenta infecté a 'accouchement. Sur un total de 54 enfants dont les meres
avaient une infection placentaire, 51 ont pu étre sélectionnés et 3 exclus parce
que les quantités de plasma disponibles n’étaient pas suffisantes pour le

dosage de HLA-G.

- le deuxieme groupe a été constitué avec 114 enfants nés de meres sans
infection placentaire. Ceux-ci ont été sélectionnés par un tirage au sort
aléatoire au sein du groupe des enfants de meres sans infection placentaire
ayant suffisamment de matériel biologique pour le dosage de HLA-G.

L’échantillon final est constitué de 165 couples mere-enfant (Figure 16).
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617 femmes enceintes incluses

656 nouveau-nés

76 nouveau-nés exclus:
50 jumeaux, 3 triplés,

10 mort-nés et 13 morts
néonatales

580 nouveau-nés (suivi >28 jours)

526 enfants nés d'un 54 enfants nés d'un placenta
placenta normal infecté

412 enfants non inclus 3 enfants exclus

114 enfants inclus dans
1'étude

51 inclus dans I'étude

Figure 16 : Diagramme de flux de I'étude Tori-Bossito

2.1.4 Collecte de données maternelles

Les données des meres qui n’ont été suivies qu’a ’accouchement, ont été recueillies
ponctuellement par les sages-femmes a la maternité. Un questionnaire a été
administré des l'arrivée pour recueillir les informations sociodémographiques telles
que l'age de la mere, son statut matrimonial (vie maritale ou non, polygamie ou
monogamie,...), son appartenance ethnique (Fon, Tori ou autre), ses antécédents
gynécologiques et obstétricaux (nombre de grossesses antérieures, fausses couches,

mode d’accouchement,...). Le déroulement de la grossesse en cours est renseigné :
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suivi de la grossesse (nombre de consultations), traitements recus pendant la
grossesse (supplémentation en fer et en acide folique, anti-helminthiques, traitement
préventif intermittent du paludisme a la Sulfadoxine Pyriméthamine - SP). Les
données de I'examen clinique sont relevées avant 'accouchement. Le terme de la
grossesse estimé par la sage-femme a partir de la date des dernieres regles ou de la

hauteur utérine.

Un prélévement veineux est effectué avant ’'accouchement en vue du dosage de HLA-
G, du taux d’hémoglobine et de la réalisation d'une goutte épaisse a la recherche
d’une infection palustre périphérique. Le taux d’hémoglobine est lu au moyen d’'un
appareil HEMOCUE®) Les gouttes épaisses (GE) ont été colorées grace a une solution
de GIEMSA a 10%, et la lecture des lames a été faite au microscope par deux

opérateurs indépendants. En cas de non concordance, une nouvelle lecture est faite.

Apres I'accouchement, une apposition placentaire est réalisée pour rechercher une

infection palustre placentaire.

2.1.5 Collecte de données chez les enfants

Les nouveau-nés sont suivis des leur naissance jusqu’a 18 mois. Les données sont
recueillies a la maternité, a domicile et parfois au dispensaire soit par la sage-femme,
par les infirmiers du programme ayant recu une formation spécifique et par des relais

communautaires (agents de santé communautaires indépendants du programme).

A la naissance, les mesures anthropométriques du nouveau-né sont effectuées par la
sage-femme : la pesée avec un pese-bébé mécanique SECA® de type 745 de précision
de 10 grammes, la taille avec une toise en bois de fabrication locale, d'une précision

d’'un millimetre. Un prélevement sanguin veineux ombilical est réalisé afin de doser
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I’hémoglobine foetale et de rechercher la présence de parasites (Plasmodium) chez le
nouveau-né. Ce prélevement a également permis le dosage de HLA-G dans le sang du

cordon a la naissance.

Pendant les 18 mois suivant la naissance, les enfants sont suivis régulierement sur
divers plans : anthropométrique, nutritionnel, biologique et clinique. La croissance
de chaque enfant a été évaluée a travers la mesure mensuelle du poids et de la taille,
puis d’'un questionnaire alimentaire jusqu’a 1’age de six mois puis a 9, 12, 15 et 18

mois.

Une surveillance active et hebdomadaire des acces palustres a été mise en place des la
naissance : chaque semaine, la température axillaire des enfants était mesurée a leur
domicile lors du passage systématique des relais communautaires. Lorsque ’enfant
présentait une fievre (température >37,5°Celsius), ou quune notion de fievre était
rapportée depuis la visite précédente, celui-ci était orienté vers le dispensaire de I'un
des trois centres de santé du programme. Une fois sur place un examen clinique était
fait, accompagné d'une goutte épaisse et d’'un test de diagnostic rapide (TDR)
ParaScreen®. Le diagnostic d’acces palustre est retenu devant une fievre ou un
épisode fébrile dans les 24 heures associé(e) a une GE positive et/ou TDR positif. Une
fois ce diagnostic retenu, I'enfant était traité selon les recommandations du
programme national de lutte avec une combinaison thérapeutique a base
d’artémisinine. En dehors de I'acces palustre, un enfant peut par ailleurs présenter
une goutte épaisse positive isolée, il s’agit dans ce cas d'une infection
asymptomatique. Lorsqu'un enfant fébrile n’est pas conduit au dispensaire comme
prévu le jour méme ou le lendemain, un relai communautaire est envoyé a son
domicile pour rencontrer la mere, jusqu’a ce qu’elle amene I’enfant consulter. Une

goutte épaisse systématique mensuelle est réalisée pour chaque enfant, méme en

99



dehors des épisodes fébriles. En cas de toute manifestation ou symptéme clinique
survenant entre des visites systématiques, les meres sont invitées a conduire leurs

enfants au centre de santé.

Des mesures entomologiques ont été réalisées par capture de moustiques et des
données environnementales collectées: nature des sols, végétation, saison
climatique, quantité de pluies, proximité dun cours d’eau De méme des
renseignements sont recueillis par questionnaire concernant les habitudes des
individus pour se protéger du paludisme (utilisation de moustiquaires, usage de
pesticides), leur mode de vie (nombre de personnes par foyer, conditions
d’habitation). L’ensemble de ces données entomologiques, environnementales et
comportementales ont été utilisées pour modéliser un risque d’exposition au
paludisme. Ce travail a permis d’attribuer a chaque enfant du programme un risque
d’exposition individuel variant dans le temps et I'espace et dépendant de son lieu de

vie et de sa date de naissance (Cottrell, Kouwaye et al. 2012).

A la fin de chaque trimestre, soit a 3, 6, 9, 12, 15 et 18 mois, un prélévement veineux
est effectué pour réaliser différents dosages hématologiques, génétiques et

immunologiques dont le dosage de HLA-G soluble.

Dans cette étude, nous ne nous intéresserons qu’au suivi pendant la premiere année
des enfants. Les données collectées ont été enregistrées en double saisie puis validées
avec le logiciel Epi Data® apres une vérification et une correction des valeurs

aberrantes et des incohérences.
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2.1.6 Dosage de HLA-G

La mesure de HLA-G a été effectuée dans le sang maternel une seule fois, juste avant
laccouchement. Chez les enfants par contre, les mesures sont réparties sur les 12
premiers mois de vie. Un premier prélevement veineux est réalisé juste a la naissance,
au niveau du cordon ombilical. Les autres prélevements ont été faits ensuite a 3, 6, 9
et 12 mois. Le dosage de HLA-G dans ces différents prélevements a été fait par la
méthode ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) a partir d’anticorps anti
HLA-G (MEM-G/9et anti f2-microglobulin). La méthode utilisée permet la détection
des formes solubles HLA-G5 et HLA-G1 shedding (provenant du clivage de I'isoforme
membranaire HLA-G1) dans le plasma. Le seuil de détection de la protéine était ~1
ng/ml. Chaque échantillon biologique a été traité en double exemplaire. Les niveaux
de HLA-G soluble ont été évalués avec une gamme de concentration connue (200 a
12,5 ng/mL). Un controle positif a été utilisé : il s’agit du surnageant de culture de
cellules de mélanome M8 exprimant HLA-G soluble). Pour la validation d'un dosage,
la positivité du contréle et des points de gamme étaient pris en compte. Lorsque le
coefficient de variation excédait 15%, le dosage était systématiquement repris. Des
informations plus précises concernant le dosage de HLA-G figurent en annexe

(Annexe 1 et Annexe 2).

2.1.7 Définition des variables

La variable d’intérét est le niveau de HLA-G soluble des enfants pendant le suivi de la
naissance a I’dge de un an. Cette variable a été utilisée sous la forme de variable
quantitative. Les données brutes de HLA-G on été transformées en valeurs
logarithmiques (y=log (HLA-G) + 1), afin de se rapprocher dune distribution

normale. Compte tenu de la forte corrélation entre les niveaux de HLA-G soluble de
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la mere a l'accouchement et dans le sang du cordon démontrée initialement

(Sadissou, d'Almeida et al. 2014), nous avons effectué les analyses chez I'enfant en

prenant le niveau de HLA-G a partir de 3 mois jusqu’a 12 mois.

Les variables explicatives suivantes ont été utilisées :

L’infection placentaire : le statut infecté ou non infecté du placenta de la mere
est déterminé a I’accouchement apres la recherche de parasites dans le sang
placentaire. Cette variable a été utilisée sous la forme d’une variable
dichotomique, codée présence ou absence (1/0) d’infection placentaire ;

La gestité : elle est définie par le nombre total de grossesses (y compris les
fausses couches). Nous avons distingué deux groupes de femmes : les femmes
primigestes dont la premiere grossesse fait 'objet de 1'étude et les femmes
multigestes qui ont eu des grossesses antérieures a la grossesse actuelle ; dans
le premier cas la variable était codée 1 et 0 dans le second ;

L’anémie maternelle : elle correspond a un taux d’hémoglobine plasmatique
inférieur a 11 g/dl ; elle est codée en présence ou absence d’anémie (0/1) ;

Le niveau de HLA-G soluble dans le sang circulant maternel : Comme nous le
verrons, le niveau de HLA-G soluble présente une grande variabilité. Cette
variable a été utilisée sous la forme binaire 1/0, « détection » ou « non
détection » de HLA-G soluble dans le sang circulant maternel a
P’accouchement. La « non détection » signifie que le taux de HLA-G soluble est
sous le seuil de 1 ng/ml ;

Le niveau de HLA-G soluble dans le sang du cordon ombilical ; comme la
précédente, cette variable a été utilisée sous forme binaire.

Le faible poids de naissance du nouveau-né. Lorsqu'un enfant nait avec un

poids inférieur a 2500 grammes a un terme de grossesse au moins égal a 37
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semaines d’aménorrhée, I'enfant est considéré ayant un faible poids de
naissance (FPN) ; la variable FPN est binaire, codée présence ou absence d’'un
FPN (1/0) ;

La prématurité : un nouveau-né est prématuré lorsqu’il nait avant le terme de
37 semaines d’aménorrhée a compter de la date des dernieres regles de la
mere. Cette variable « prématurité » est une variable binaire, égale a 0 pour
une naissance a terme et égale a 1 en cas de naissance prématurée ;

Le genre du nouveau-né : masculin ou féminin ;

Le nombre d’infections palustres (fébriles ou non) développées par les enfants
pendant tout le suivi (de la naissance a 12 mois). Cette variable quantitative, a
été transformée en variable catégorielles pour les analyses. Deux catégories ont
été ainsi créées : un nombre d’infections <1 et un nombre d’infections >1 ;

La densité parasitaire palustre, variable quantitative équivalent au nombre de
parasites pour 100 leucocytes en cas d’infection palustre ;

L’age du nouveau-né en mois,

Le risque environnemental d’infections. Cette variable quantitative
dépendante du temps a été créée a partir des données entomologiques,
climatiques et environnementales collectées pendant toute I’étude (Cottrell,
Kouwaye et al. 2012). Cette variable permet d’estimer le risque individuel
d’exposition a la transmission palustre. Dans ce travail, nous I’avons utilisé en
quatre catégories créées a partir des quartiles de la distribution dans notre
échantillon. Nous distinguons donc des groupes a tres haut risque, a haut

risque, a bas risque et a risque tres bas d’exposition.
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2.1.8 Stratégie d’analyse

Notre objectif étant d’identifier d’éventuels groupes d’enfants ayant des évolutions de
leurs niveaux de HLA-G soluble différentes, nous avons réalisé une analyse en classes
latentes. En effet, dans les premieres analyses faites sur cet échantillon, nous avions
utilisé un modeéle mixte pour étudier les facteurs pouvant influencer le niveau de
HLA-G soluble et voir si cette protéine était associée a l'infection placentaire.
L'utilisation d’'un modele mixte suppose que tous les individus proviennent d’une
population unique et homogene. L’analyse par classes latentes est une extension des
modeles mixtes avec des effets fixes et des effets aléatoires mais qui en plus permet de
prendre en compte de facon explicite des variables non observées qu'on appelle
classes latentes. Dans le cas présent, nous posons I'hypothese que cet échantillon
d’enfants serait constitué de sous-échantillons, issus de différentes populations ayant
chacune des caractéristiques spécifiques. Au sein de ces classes, les sujets se
ressemblent plus en termes d’évolution du niveau de HLA-G soluble qu’ils ne se
ressemblent d’'une classe a 'autre. Comme nous nous intéressons a une variable
dépendant du temps (évolution de HLA-G soluble de 3 a 12 mois), les classes sont

appelées trajectoires latentes.

Le modele a classe latente, qui est une extension des modeles mixtes se présente

comme suit :

y, =B + B Age, + pl Age; + B] Age) +a/ X, +..+a’X , +¢,

p o pt

ou la variable a expliquer yi: est le niveau de HLA-G de I’enfant i a l'instant t, les
coefficients B’ sont ceux associés a I'Age de l’enfant dans le groupe j, a’ sont les

coefficients associés aux autres covariables dans le groupe j et it représente les
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résidus du modele (&i: - N (0, 02)). L'indice t au niveau d’'une variable, signifie que

cette variable peut dépendre du temps. L'indice i désigne le numéro de 'enfant (1 a

165), t le temps (3 a 12 mois), j le groupe ou la trajectoire d’appartenance de I'enfant

(1an).

Le déroulement de I’analyse s’est fait en trois grandes phases :

Premierement : nous avons modélisé le niveau de HLA-G soluble des enfants
de 3 a 12 mois pour déterminer le nombre de trajectoires de HLA-G en
utilisant une fonction polyndémiale du temps, de degré 3. Dans ce modele de
départ, aucune variable n’est introduite. Nous avons introduit successivement
deux puis trois, quatre et cinq trajectoires. Le meilleur modele en termes de
nombre de trajectoires a été déterminé grace au critere d’information bayésien
(BIC). Ce critere quantitatif basé sur la vraisemblance des données et le
nombre de parametres est plus petit pour le meilleur modele. En plus du BIC,
nous avons pris en compte le pourcentage de sujets appartenant aux différents
groupes : l'effectif de la trajectoire ne doit pas étre trop faible mais suffisant
pour une interprétation raisonnable. Pour que ce « critere de suffisance » soit
rempli, nous avons considéré que leffectif dune trajectoire devrait
correspondre a un effectif d’au moins 5% de I’échantillon total, pour étre

facilement interprétable (Andruff, Carraro et al. 2009).

Deuxiemement : une fois le nombre de trajectoires identifié, nous avons étudié
leffet des différentes variables explicatives sur chaque trajectoire de HLA-G
par une analyse univariée puis une analyse multivariée. Au cours de I’analyse
univariée, les variables avec un p>0.20 sont sélectionnées pour l’analyse

multivariée. Le degré de significativité est fixé au seuil de 0,05. L’effet d’'une
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co-variable peut étre soit identique sur toutes les trajectoires soit variable
d’'une trajectoire a l'autre. A ce niveau, une importance particuliere est
accordée a la stabilité des proportions des groupes. Comme le recommande
Nagin, lors de l'introduction d’'une variable dans le modele, l'effectif des
différentes trajectoires ne doit pas étre significativement modifié et rester
proche des proportions obtenues dans le modele vide (Nagin 2005). Une fois
le modele multivarié obtenu, les probabilités a posteriori d’appartenance a un
groupe sont calculées pour tous les individus de I’échantillon. Chaque individu
a donc une probabilité d’appartenir a chacune des trajectoires et il est
« attribué » au groupe pour lequel il a la probabilité d’appartenance la plus
élevée. Au sein de chaque groupe, la probabilité a posteriori > 0,70
d’appartenir a une trajectoire serait un critére raisonnable, et indique une
bonne validité du modeéle (Andruff, Carraro et al. 2009). Nous avons retenu un

modele final grace a ces divers criteres.

Ces deux étapes se completent et permettent de faire un choix définitif

concernant le nombre approprié de trajectoires.

Dans la troisieme et derniere partie, nous avons testé l'effet de prédiction
d’appartenance de certaines variables. Il s’agit ici de tester si une variable
individuelle permettrait de prédire I'appartenance d'un individu a l'un des
groupes. Les variables testées a ce niveau sont des variables maternelles et des
variables de l’enfant disponibles des la naissance. 11 s’agit de l'infection
placentaire, de la gestité, de I'anémie maternelle, du faible poids de naissance

et du niveau de HLA-G soluble dans le sang du cordon ombilical.
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Toutes les analyses ont été implémentées avec les versions 12 et 13 du Logiciel
Stata®. L’analyse en classe latente a nécessité I'utilisation d'un package spécifique

« GLLAMM » destiné aux modeles linéaires généralisés latents et mixtes.

2.1.9  Ethique

Le protocole de I'étude a été approuvé localement par le comité d’éthique de la
Faculté des Sciences de la Santé (CE/FSS) de Cotonou au Bénin et par le comité
consultatif d’éthique et de déontologie de I'Institut de Recherche pour le
développement (CCDE/IRD). Toutes les femmes ayant participé a I'étude ainsi que
leurs conjoints ont recu linformation nécessaire avant la signature de leur
consentement. Elles étaient libres de se retirer a tout moment. Les cofits des soins liés
a la prise en charge d’un sujet participant a ’étude étaient entierement couverts par le

programme.

2.2 Résultats

2.2.1 Présentation de ’échantillon

L’échantillon d’é¢tude est composé de 165 couples mere-enfant suivis a
I’accouchement et pendant la premiere année pour les enfants. Cet échantillon n’est
pas représentatif de la population générale, car constitué de 51 enfants nés d’'un
placenta infecté (soit 30,91%) et de 114 enfants nés d'un placenta normal, indemne

d’infection palustre.

A T'accouchement, 165 dosages de HLA-G solubles ont été réalisés dans le sang
maternel périphérique et dans le sang du cordon a la naissance. Pendant le suivi chez

les enfants, un total de 445 mesures a été obtenu de 3 a 12 mois, réparties comme
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suit : 109/165 a 3 mois, 113/165 a 6 mois, 114/165 a 9 mois et 109/165 a 12 mois ; soit
un total de 775 dosages de HLA-G soluble plasmatique pour toute I’étude. Dans la
majorité des cas, un prélevement a été manqué parce que la mere n’a pas conduit son
enfant au centre de santé pour le prélevement trimestriel. Seulement 6,1% des
enfants n’ont été présents qu’a une seule visite (n=10) et donc 93,9% ont eu au moins

deux visites sur les 4 prévues apres la visite a la naissance.

2,2.2 Caractéristiques descriptives de la population

L’age moyen des femmes de 1’étude était de 26,7 ans (IC95% = 25,6 - 27,5), la plus
jeune était agée de 16 ans et la plus agée avait 49 ans. La majorité était des

multigestes (81,2%) et 40% avaient une anémie a I’accouchement.

Chez les enfants, le poids moyen de naissance était de 2964,07 grammes (I1C95% =
2895,2 — 3032,9) et 10,9% (n=18/165) des enfants avaient un faible poids a la
naissance. Il y avait 88 enfants de sexe féminin (53,3%) et seize bébés prématurés.
Durant tout le suivi, la moitié des enfants soit 50,0% (84/165) ont développé au
moins une infection palustre et 10% des enfants en ont eu plus de deux. L’enfant le
plus infecté a eu au total sept acces palustres pendant le suivi. Les caractéristiques de

la population sont présentées dans le Tableau 3.
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Tableau 3 : Caractéristiques de la population d’étude a Tori-Bossito

Population Variables Caractéristiques
Meres (165) Age (années) Moyenne : 26,7
écart-type = 6,3

Gestité Primigestes : 18,8% (31)

Mutligestes : 81,2% (134)
Infection placentaire Oui: 30,9% (51)
Non : 69,1% (114)
SsHLA-G maternel détectable : 78,2% (129)
non détectable : 21,8% (36)
Ethnies Tori : 59,4% (98)
Fon : 9,1% (15)
Autres : 31,5% (52)
Enfants (165) Poids de naissance Moyenne : 2964,1 (+/448,3)

(8
Faible poids de Oui:10,9% (18)
naissance Non : 89,1% (147)
Sexe Filles : 53,3% (88)
Garcons : 46,7% (77)
sHLA-G cordon détectable : 60,4% (99)
non détectable : 39,6% (65)
2.2.3 Description des niveaux de HLA-G soluble

2.2.3.1 Chezles meéres

A Taccouchement, 78,2% des femmes avaient un niveau de HLA-G détectable
(n=129/165) et le niveau moyen dans le sang périphérique maternel était de 19,1
ng/ml (IC95% = 15,2 — 23,1). La distribution de HLA-G soluble chez les meres a

I’accouchement est illustrée dans la Figure 17.
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Figure 17 : Distribution des concentrations brutes de HLA-G maternel a

I’accouchement

2.2.3.2 Chezles enfants

Dans le sang du cordon, le niveau de HLA-G soluble était détectable chez 99 enfants
(60%) et le niveau moyen a la naissance était de 16,2 ng/ml (IC95% = 12,1 — 20,3). La

distribution a la naissance est tres semblable a la distribution maternelle a

l’accouchement (Figure 18).
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Figure 18 : Distribution des concentrations brutes de HLA-G dans le sang du cordon

a la naissance

Au cours des premiéres analyses réalisées sur cet échantillon, il a été montré qu’il
existait une forte corrélation entre les niveaux de HLA-G maternel dans le sang
périphérique a I'accouchement et les niveaux de HLA-G soluble dans le sang du

cordon a la naissance (Sadissou, d'Almeida et al. 2014).

La Figure 19 représente 1’évolution individuelle du niveau de HLA-G soluble chez

tous les enfants de 3 a 12 mois.

4
|

3
1

log HLA-Gs + 1 chez les enfants
2
|

1
1

Figure 19 : Evolution du niveau de HLA-G chez tous les enfants de 3 4 12 mois.

L’allure de cette évolution semble variable d’'un individu a un autre et il est tres

difficile d’'imaginer a premiere vue une tendance globale ou des groupes particuliers,
A 9. . \ . V4 /7 7 .

méme s’il semble que certains enfants restent a des niveaux élevés. L’évolution du

niveau moyen par trimestre entre 3 et 12 mois est présentée sur la Figure 20 :
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Figure 20 : Evolution du niveau moyen de HLA-G soluble de 3 4 12 mois chez les

enfants

Le niveau moyen augmente donc réguliérement entre 3 et 9 mois avant de décroitre
sur le dernier trimestre étudié (p<10-3), méme si cette évolution moyenne ne semble
pas tres informative sur 1’évolution individuelle présentée sur la Figure 19. Il apparait
donc raisonnable de s’interroger sur I’existence de différentes trajectoires pour cette

évolution.

2.2.4 Détermination du nombre de trajectoires de
HLA-G soluble chez les enfants

Pendant la mise en ceuvre de la premiere étape de notre stratégie d’analyse, nous
avons testé des modeles avec deux, trois, quatre et cing trajectoires. Le Tableau 4

présente les différents critéres obtenus pour ces trois modéles.
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Tableau 4 : Distribution des nouveau-nés et du critere BIC en fonction du nombre
de trajectoires

Pourcentage des groupes
Nombre de BIC

trajectoires
Trajectoire Trajectoire(s) intermédiaire(s) Trajectoire

haute basse
2 1494,6 27.2% - - - - 72,8%
3 1464,3 16,9% 29,3% - - - 53,8%
4 1438a9 777% 21,9% 19a9% - - 50a5%
5 1423,1 7,5% 20,5% 18,6% 8,1% - 45,4%
6 1422,2 6,2% 7.5% 14,9% 19,1% 7,6% 44,7%

Le modele avec deux trajectoires (Figure 21) comprend un groupe d’enfants avec des
niveaux de HLA-G soluble élevés de 3 a 12 mois et un second groupe avec des niveaux
de HLA-G soluble bas. Dans le premier groupe constitué de 27,2% de I’échantillon, le
niveau de HLA-G soluble est élevé dés 3 mois et reste élevé pendant tout le suivi
(trajectoire haute), alors que dans le second groupe comprenant 72,8%, le niveau est

toujours bas de 3 a 12 mois (trajectoire basse).
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Figure 21 : Modéle a deux classes latentes

Le modele avec trois trajectoires (Figure 22) comprend deux groupes semblables au
modele a 2 trajectoires : un groupe avec des niveaux de HLA-G soluble toujours bas
comprenant 53,8% d’enfants (trajectoire basse), un groupe de 16,9% d’enfants ayant
des niveaux toujours élevés (trajectoire haute). En plus de ces deux groupes, il existe
un troisieme groupe intermédiaire constitué de 29,3% d’enfants. Le niveau moyen de
HLA-G soluble dans ce groupe avec une trajectoire intermédiaire, est bas au début du
suivi, mais plus élevé que la trajectoire basse, puis augmente progressivement a partir

de 3 mois jusqu’a 12 mois.
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Figure 22 : Modele a trois classes latentes

Lorsqu’une quatriéme trajectoire est rajoutée, on observe I'apparition d’'une nouvelle
trajectoire intermédiaire en plus de trois trajectoires aux caractéristiques similaires a
celles du modele a trois trajectoires (Figure 23). On observe ainsi une trajectoire
haute avec 13,90% d’enfants, une trajectoire basse avec 50,5% d’enfants et deux
trajectoires intermédiaires avec des niveaux bas au début puis augmentant par la
suite. La différence entre les deux trajectoires est que I'une d’elle reste tres basse
jusqu’a 6 mois, se confondant pratiquement a la trajectoire basse : c’est la trajectoire
intermédiaire basse. La deuxiéme trajectoire intermédiaire comporte des niveaux un
peu plus élevés au début qui augmentent progressivement déja a 3 mois (trajectoire
intermédiaire haute). Ces deux groupes intermédiaires comportent 21,0% et 19,9%

d’enfants.
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Figure 23 : Modele a quatre classes latentes

Lorsque nous poursuivons notre analyse avec un modéele a 5 trajectoires ou plus, nous
assistons a I'apparition de nouvelles trajectoires intermédiaires : la trajectoire haute
et la trajectoire basse restent un peu plus stables en effectifs alors que les trajectoires
intermédiaires s’effritent, mais ces nouvelles trajectoires ne nous apportent pas
d’informations supplémentaires. Le critere BIC varie également tres peu apres 4
trajectoires. Nous avons donc décidé de poursuivre I'analyse avec les 3 premiers

modéeles.

En considérant ces modeles avec 2, 3 et 4 trajectoires, nous remarquons comme
I'indique le Tableau 4, que la valeur du BIC diminue lorsque I'on augmente le nombre
de trajectoires. En se basant uniquement sur le critere BIC, le modéele a 4 trajectoires
semble le meilleur. Par ailleurs, en observant les modeles a 3 et 4 trajectoires, nous

remarquons une tendance commune: en dehors des effectifs qui different, les
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trajectoires haute et basse sont conservées. Quant aux trajectoires intermédiaires,
elles sont toutes basses au début puis hautes vers la fin du suivi. Elles apportent les
mémes informations en termes de comportement par rapport a HLA-G. Nous
décidons de poursuivre nos analyses avec ces deux modeles a 3 puis 4 trajectoires de

HLA-G.

2.2.5 Effets des variables sur les trajectoires

L’effet des différentes variables sur I'évolution du niveau de HLA-G soluble a été
étudié dans les deux modeles retenus précédemment, par une analyse univariée et

une analyse multivariée

2.2.5.1 Modéele a 3 classes

Dans ce modele, I'analyse univariée montre que l'infection placentaire (p=0,59), la
gestité (p=0,31), le genre de l'enfant (p=0,95), la prématurité (p=0,43), I'anémie
maternelle (p=0,51) ainsi que la densité parasitaire (p=0,52) n’avaient pas un effet
significatif sur I’évolution de HLA-G. Par contre, le faible poids de naissance semble
significativement associé a cette évolution : les enfants ayant un faible poids a la
naissance ont un niveau de HLA-G soluble significativement plus élevé que les
enfants nés avec un poids normal pendant tout le suivi de 3 a 12 mois (p<103). De la
méme maniere, la présence de HLA-G soluble dans le sang du cordon a la naissance,
ou dans le sang circulant de la mere a ’accouchement est significativement associée a
des niveaux élevés de HLA-G de 3 a 12 mois, dans tous les groupes (p<10-3 dans les
deux cas). Un nombre d’infections palustres >1 ou un niveau d’exposition élevé

pendant le suivi est également associé a de hauts niveaux de HLA-G soluble (p=0,008
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et p=0,01 respectivement). Les résultats de cette analyse sont présentés dans le

Tableau 5.

Tableau 5 : Facteurs associés a I’évolution de HLA-G chez les enfants de 3 a 12

mois : analyse univariée du modéle a 3 classes

. N Estimation
Covariables ) . P IC95%
(effectif) non ajustée
Masculin 77 o)
Genre .
Féminin 88 -0,008 0,95 -0,26 ; 0,24
) . Non 124 0
Prématurité .
Oui 16 -0,12 0,43 -0,44 ; 0,19
Non 1 (0]
FPN ) 47
Oui 18 0,62 <103 0,28 ; 0,96
Infections palustres =1 116 0
pendant le suivi >1 49 0,30 0,008 0,08 ;0,53
Treés bas
29 o)
. . Bas
Niveau d’exposition . 38 0,33 0,06 ; 0,60
Haut et tres
84 0,32 0,015 0,09 ; 0,56
haut
Absence 66 0
HLA-G cordon .
Présence 99 0,60 <103 0,36 ;0.84
Infection Non 114 0]
placentaire Oui 51 -0,07 0,59 -,034 ; 0,19
Multigestes 1 0
Gestité i .g 34
Primigestes 31 0,22 0,31 -0,20 ; 0,64
. Non 88 0]
Anémie maternelle .
Oui 64 -0,09 0,51 -0,35; 0,17
Absence 36 0
HLA-G maternel )
Présence 129 0,40 0,008 0,10 ; 0,69

Au cours de I'analyse multivariée, la variable « infection placentaire » est forcée dans

le modele. Le Tableau 6 présente les résultats de 'analyse multivariée. Le faible poids

de naissance (p<103), la présence de HLA-G soluble dans le sang du cordon

(p=0,003) ou dans le sang de la mere a l'accouchement (p=0,001) restent



significativement associés a des niveaux de HLA-G soluble élevés de 3 a 12 mois. Chez
les enfants présentant un risque d’infection élevé ou ayant eu plus d'une infection au
cours de la premiere année, les niveaux de HLA-G soluble sont significativement plus
hauts (p=0,001 et p=0,002 respectivement). Dans ce modele multivarié a 3 groupes,
les proportions des trajectoires sont 50,9%, 27,2% et 21,0% respectivement pour les
trajectoires basse, intermédiaire et haute. L’effet de toutes les variables présentes
dans le modele est identique dans toutes les trajectoires. Ainsi, un enfant naissant
avec un faible poids de naissance a par exemple un niveau moyen de HLA-G soluble
plus élevé qu'un autre enfant de poids normal et ceci est valable qu’il soit dans I'une

ou l'autre des trois trajectoires.

Tableau 6 : Facteurs associés a I’évolution de HLA-G chez les enfants de 3 a 12

mois : analyse multivariée du modele a 3 classes

Covariables Est?mation IC95% P
ajustee
Intercept 0.58 0.28 - 0.88 <1073
FPN Non 0
Oui 0,86 0.42 —1.29 <103
Infections palustres <1 0]

pendant le suivi >1 0,33 0,11; 0,54 0,002

Niveau d’exposition Trés bas

0
Bas
. 0,43 0,19 ; 0,68
Haut et tres
0,35 0,13 ; 0,56 0,001
haut
HLA-G cordon Absence 0
Présence 0,42 0,15 ; 0,70 0,003*
Infection placentaire  Non 0
Oui -0,12 -0,35 ; 0,11 0,326
HLA-G maternel Absence o
Présence 0,39 0,14 ; 0,62 0,001*

* Les variables « HLA- maternel » et « HLA-G cordon » ne sont pas introduites ensemble dans le modéle parce
quelles sont trés corrélées. Le modéle final contient donc uniquement la variable « HLA-G cordon », mais les
résultats sont identiques lorsqu’elle est remplacée par la variable « HLA-G maternel ».
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2.2.5.2 Modéles a 4 classes

En utilisant le modéele a 4 groupes, les résultats sont presque similaires en termes de
variables significatives avec en plus un effet de I'infection placentaire (Tableau 7).
Néanmoins, I'introduction de la variable « faible poids de naissance » dans le modele
entraine une augmentation de la proportion de la trajectoire haute de 8% a 17%,
pendant que la trajectoire intermédiaire haute diminue de 22% a 15%. Cette
modification importante de I'effectif des groupes témoigne de la faible stabilité du
modele a 4 trajectoires. A la fin de cette deuxiéme étape, malgré le critéere BIC qui
semble en faveur du modele a 4 groupes, le modele a 3 groupes plus stable au cours

des analyses semble étre le plus adapté a notre échantillon.

Tableau 77 : Facteurs associés a I’évolution de HLA-G chez les enfants de 3 a 12

mois : analyse multivariée du modele a 4 classes

Covariables Est}matlon P IC95%
ajustee
Intercept 0.79 <1073 0,51 ;1,08
FPN Non (0]
Oui 0,46 0,004 0,15 ; 0,78
Infections palustres <1 0
pendant le suivi >1 0,17 0,08 0,02 ; 037
Risque infectieux Tres bas
0]
Bas
. 0,36 0,13 ; 0,58
Haut et res
0,25 0,005 0,06 ; 0,45
haut
HLA-G cordon Absence 0
Présence 0,39 <103 0,19 ; 0,60
Infection Non 0
placentaire Oui -0,24 0,03 -0,46 ; -0,03
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2.2.6 Prédiction d’appartenance

Dans cette partie, nous avons testé les variables pouvant permettre d’identifier des la
naissance ou laccouchement la trajectoire d’appartenance d'un enfant. En
introduisant donc les variables maternelles telles I'infection placentaire, la gestité,
I’anémie maternelle et la présence de HLA-G dans le sang du cordon dans le modele a
trois classes, seule la présence de HLA-G dans le sang du cordon reste significative et
associée a une forte probabilité d’appartenir a la trajectoire haute (OR=22,8) ou a la
trajectoire intermédiaire (OR=6,1) comparativement a la trajectoire basse (OR=1).
Ainsi, un enfant ayant un niveau de HLA-G détectable dans le sang du cordon a la
naissance aurait une probabilité de 76,25% ; 20,40% et 3,35% d’appartenir a la

trajectoire haute, intermédiaire ou basse respectivement.

La méme analyse a été effectuée avec le modele a 4 classes, mais ne converge pas. Ce
dernier résultat confirme le manque de stabilité du modele a 4 classes et constitue un
argument décisif dans le choix du modele a 3 groupes. Ce modele permet de classer
97% des enfants de trajectoire basse, 91,7% des enfants de trajectoire intermédiaire et
83% des enfants de trajectoire haute dans leur groupe respectif avec des probabilités

a posteriori >70%.

Le Tableau 8 présente les caractéristiques des enfants appartenant aux trois
trajectoires ainsi que les caractéristiques maternelles. Il semble y avoir plus d’enfants
de faible poids de naissance dans la trajectoire haute que dans les autres. Les enfants
de ce groupe naissent tous de meres ayant un niveau de HLA-G élevé et la plupart ont

un niveau détectable dans le cordon.
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Tableau 8 : Distribution des 165 enfants de I’échantillon en fonction des différentes

trajectoires

Nouveau-nés (165)

Covariables Trajectoire . Traje(ito.ir'e Trajectoire basse
haute intermédiaire
(n=28/165) (n=46/165) (n=91/165)
mois 2 0.58 0.1
Niveau de ¢ S > :
HLA-G 6 mois 3.21 1.35 0.31
soluble .
0 Mois 3.78 2.32 0.33
12 mois 3.88 2.47 0.30
Genre Féminin 17 (60.7%) 24 (52.2%) 47 (51.6%)
Masculin 11 (39.3%) 22 (47.8%) 44 (48.4%)

Poids de naissance

Comcis) 2804.5(+369.3) 3076.6 (+500.1) 2928.6 (+£437.1)

FPN 17.82% (n=5) 13.0% (n=6) 7.7% (n=7)
Prématurité 10.7% (n=3) 6.5% (n=3) 13.2% (n=12)
Présence de HLA-Gdans g6 400 n=27)  73.9% (n=34) 41.7% (n=38)
le cordon
Infections palustres
pendant le suivi (écart- 1.1 (£1.3) 0.9 (£1.5) 1.1(£1.4)
type)
Meéres (165)
Age (années) 26.5 (£6.1) 28.2 (+6.1) 25.8 (£6.5)
Primigestes 25.0% (7) 13.0% (6) 19.8% (18)
Infection placentaire 21.41% (6) 26.1% (12) 36.3% (33)
Détection de HLA-G dans 100.0% (28) 93.5% (43) 63.7% (58)

le sang maternel

L’ensemble de ce travail a fait 'objet d’'un article publié dans Malaria Journal et

présenté ci apres.
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Abstract

Background: HLA-G, a non-classical HLA class | antigen, is of crucial interest during pregnancy by inhibiting mater-
nal immune response. Its role during infections is discussed, and it has been described that high levels of soluble
HLA-G during childhood increase the risk of malaria. To explore more precisely interactions between soluble HLA-G
and malaria, latent class analysis was used to test whether distinct sub-populations of children, each with distinctive
soluble HLA-G evolutions may suggest the existence of groups presenting variable malaria susceptibility.

Method: A study wasconducted in Benin from 2010 to 2013 and 165 children were followed from birth to
12 months, Evolution of soluble HLA-G was studied by the latent class method,

Results: Three groups of children were identified: one with consistently low levels of soluble HLA-G during follow-up,
a second with very high levels and a last intermediate group. In all groups, low birth weight, high nurmber of rmalaria
infections and high expaosure to malaria transmission were associated with high level of soluble HLA-G. Placental
malaria was not. Presence of soluble HLA-G In cord blood increased the probability of belonging to the highest

frajectory,

Conclusion: These results, together with previous ones, confirm the important role of HLA-G in the individual sus-
ceptibility to malaria, Assaying soluble HLA-G at birth could be a good indicatar of newborns more fragile and atrisk

of infections during childhood,

Keywords: sHLA-G, Evolution, Groups, Infancy, Malaria, Benin

Background

Human Leukocyte Antigen-G (HLA-G) is a non-clas-
sical HLA class Tb antigen, with important immune-
regulatory functions [1], that differs from classical HLA
class I antigens by a low amount of polymorphism and
a tissue restricted expression [2, 3]. The physiclogi-
cal HLA-G expression is restricted to fetal tissues such
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as invasive cytotrophoblast and amnion, and in adults,
to immune-privileged organs, cornea, thymus, pancre-
atic islets, endothelial cell precursors, and ervthroblasts.
Dendritic cells and macrophages can also express HLA-G
[4]. Seven alternative proteins can be generated, four
membrane-bound and three secreted isoforms [3-5].
HLA-G is primarily expressed during pregnancy and
plays an important role in maternal tolerance of the fetus.
Trophoblast cells are protected by HLA-G which inhibit
the cytolyvtic activity of NK cells and protect the semial-
logenic fetus from maternal rejections responses [4, 6, 7].
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Apart from pregnancy, HLA-G has been shown to be
expressed in many types of tumours [8-11]. Tumour cells
express HLA-G to escape to immunity and high levels of
soluble HLA-G (sHLA-G) have been related with unfa-
vourable outcome of prognosis [12, 13]. In transplanta-
tion, HLA-G molecule has been shown to be important
for a better allograft acceptance, whereas low serum lev-
els seem to increase the risk of autoimmunity [13, 14] and
allergy [15]. If the role of HLA-G with viral infections is
admitted [15-18], this association with parasite infec-
tions is much less documented [19, 20]. Recently, it was
reported that genetic polymorphisms in HLA-G 3'UTR
were associated with susceptibility to human African
trypanosomiasis and could influence the clinical and
immunological responses directed to Plasmodium falci-
parigm [21-23].

A recent work reported that high levels of sHLA-G
were significantly associated with a higher incidence
ratio of malaria in Beninese children [24] consistent
with the fact that the inhibition of immune responses
by HLA-G expression could lead to a greater suscepti-
bility to malaria. In this previous analysis, hierarchical
mixed models have been used to deal with the repeated
measures design., However, mixed models make the
assumption that individuals are randomly drawn from a
homogeneous population. As a complement it seemed
interesting to test whether distinct subpopulations of
children are present in the overall population, each with
its own parameters, with distinctive sHLA-G evolutions,
or trajectories. The identification of trajectories of sHLA-
G through the first year of life and risk factors that pre-
dispose to, or modify, a particular trajectory may suggest
the existence of individual with variable malaria suscep-
tibility. Latent class analysis (LCA) approach is ideally
suited to explore this issue [25, 26].

Thus, the main objective of the present work was to
explore the existence and characteristics of groups of
children with different patterns of soluble HLA-G evolu-
tion between birth and 12 months of life in a cohort of
Beninese children exposed to malaria, using latent class
analysis.

Methods

Study design

The work is part of a research programme conducted in
southern Benin. The protocol has been widely described
elsewhere [24, 27] and will be presented below briefly.

Site description

The study included nine villages and three health centres:
Tori Avame, Tori Cada and Tori Gare, providing primary
healthcare, and holding a maternity for antenatal care
and childbirth. The study site was located in a malaria
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endemic area with an incidence rate of 16.9 % in 2013
[28]. Malaria is transmitted mainly by Anopheles gambiae
s.8. and Anopheles firnestus [29)]. P falciparum is the most
prevalent parasite and infectious peaks occur during the
rainy season [28].

Study population

More than 600 pregnant women were included at deliv-
ery from June 2007 to July 2008; they did reside in the vil-
lages of the study and give birth in one of the three health
centres. Twins, stillbirths and HIV-positive women were
excluded. Newborns included were followed-up from
birth to 12 months. Among them, 165 mother/infant
pairs were selected based on the “placental infection”
status of the mother at delivery. Placental infection was
defined by the presence of asexual forms of P falcipariom
in placental blood smears. Population was composed by
the totality of mother/infant pairs with placental infee-
tion (n = 51) and 114 randomly selected newborns
whose mothers were not infected.

Data collection
Maternal characteristics and data on the course of the
current pregnancy were documented through a ques-
tionnaire. At delivery, peripheral blood was sampled for
soluble HLA-G and haemoglobin measurements. Thick
and thin placental smears were performed to determine
the existence of a placental 2 falciparum infection. Cord
blood was collected for soluble HLA-G measurements.
At birth, gestational age was estimated using Ballard
method [30] and newborn were weighed. Monthly, thick
bloed smear {TBS) was systematically made (in absence
of fever or other clinical sign) to detect asymptomatic
malaria infection. Weekly, axillary temperature was
measured by trained community health worker. In case
of temperature higher than 37.5 °C, the child was lead to
the health centre. A questionnaire was filled out and a
TBS and a rapid diagnosis test (RDT) were made. Symp-
tomatic malaria cases were defined as fever (>37.5 °C)
with RDT and/or TBS positive. TBS obtained monthly
or during consultations were stained with Giemsa. Leu-
cocvtes and parasites were counted simultaneously until
leukocyte or parasite numbers reached 500. A TBS was
declared negative if no parasite was found after count-
ing 500 leucocytes. TBSs were read by two laboratory
technicians with less than 1 % disagreesment. Malaria
cases were treated with an artemisinin-based combina-
tion therapy (ACT), as recommended in Benin [31, 32].
In case of fever or any clinical sigh, mothers were invited
to bring their children to health centre where the same
protocol was applied. At birth (in cord blood) and at 3,
6, 9 and 12 months old, venous blood was sampled to
quantify the level of sHLA-G. Finally, a time-dependent
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environmental risk of exposure to malaria was assessed
for each child by means of a statistical predictive model
[33].

Variable of interest: soluble HLA-G

Assays of sSHLA-G have been made by ELISA method.
Quantification of sHLA-G correspond to the soluble
isoform HLA-G5 and HLA-G1 (after cleavage from the
membrane-bound form). Techniques used for these
manipulations are extensively described in another study
[24]. Soluble HLA-G levels were used as a quantita-
tive variable (after logarithmic transformation) and as a
dichotomic one {presence vs absence).

Covariates

From mothers, the following variables were used: Age;
parity (primipare vs. multipare); placental malaria; ane-
mia (Hb level before delivery <11 g/dl) and sHLA-G in
peripheral blood. From children: low birth weight (LBW)
(«2500 g); preterm birth (gestational age <37 weeks of
gestation); gender; number of malaria attacks during
the follow-up (used as a quantitative variable, or binary
variable with two groups: 0 or 1 vs. more than 1); envi-
ronmental risk of malaria {quantitative time-dependent
variable, used as quartiles); sHLA-G level in cord blood
and parasite density (PD defined as the number of P fal-
ciparum per 100 leucocytes).

Statistical analysis
Latent class analysis was used to identify the sHLA-G
level trajectories and assess their association with the
covariates.

A general model’s formulation is:

yie = Bo + BrAger + BrAge; + PiAge], + o) X1
+"'+O§’5Xpt+5.¢t

where y, is the response variable (sHLA-G level of the
ith children at age t), the # are the coefficients associated
to the children’s age in the jth group and the & are the
coefficients associated to covariates in the jth group (the
index t specifies that the covariates can depend on time
as the environmental risk of malaria) and & the residual
variation [g; ~ N (0, 0%)].

The posterior probability m(z;) that a child i with
the covariates vector z; belongs to the group j is:
7 (z) = % with covariates vector z; and its cor-
responding coeflicients vector 8;.

The analysis was performed using three steps.

Firstly, each sHLA-G trajectory has been modelled,
by means of a polynomial funetion of time of degree 3,
without introducing any covariate. The most appropriate
number of trajectories was selected using the Bayesian
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information criterion (BIC). The group prevalence,
that should not be less than 5 % of the total number of
the sample, was used as additional criteria, for practical
interpretation [34].

Secondly, the effect of the covariates on each trajectory
was studied using univariate and multivariate analysis.
Only covariates associated with p < 0.20 during univari-
ate analysis were entered in the multivariate step. Statisti-
cal significance in the final model was set at p < 0.05. The
effect of covariates on HLA-G trajectories can be iden-
tical for each trajectory or different according to them.
During this step a particular attention was paid to the
stahility of the trajectories determined during the first
step. Indeed, as mentioned by Nagin [35] the addition
of significant covariates to the model should not widely
modify the percentage of subjects in each trajectory.

In the final multivariate model each individual was
assigned to the trajectory group for which he had the
highest posterior probability. Within each group, poste-
rior probability values greater than or equal to 0.7 indi-
cate adequate internal reliability [36]. All these criteria
allowed us to make a definitive choice of the appropriate
number of classes.

Finally, in the third step, the predictor effect of some
covariates to belong to one or more trajectory has been
tested. This concerned placental malaria, parity, maternal
anaemia, LBW and sHLA-G in cord blood.

All analyses were performed with the Stata® Software,
Version 12 (StatCorp LP, College Station, TX, USA),
using the syntax dedicated to generalized linear latent
and mixed models (GLLAMM).

Ethics

The study’s protocol was approved by the Ethics Com-
mittee of the “Faculté des Sciences de la Santé (FSS)” of
Cotonou and the “Institut de Recherche pour le Dével-
oppement (IRD)” Consultative Fthics Committee. All
mothers and fathers were informed during antenatal
care visits and meetings conducted in villages before the
beginning of the study. Mothers signed informed consent
written in French and explained in local language.

Results

At delivery sHLA-G was measured for all mothers and
all cord blood samples (n = 165). During the follow-up,
a total of 445 measurements were performed from 3 to
12 months distributed as follows: 109/165 at 3 months,
113 at 6 months, 114 at 9 months and 109 at 12 months.
Overall, a total of 775 measurements (mother, cord, 3,
6, 9 and 12 months) were performed. In most cases, an
HLA-G measurement was missing because the mother
had not attended a quarterly visit. Only 10 children
(6.1 %) were present for a single visit.
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Characteristics of the study population

The mean age of the mothers was 26.75 years (SD = 6.37,
range 16—49). Most women were multi-gravidae (81.2 %,
n = 134), and 40 % were suffering from anaemia at
delivery.

‘The mean birth weight of newborns was 2,964 grammes
(SD = 448.31) and 10.9 % (n = 18/165) of children had
a LBW. Eighty-eight children (53.33 %) were female and
eighteen children were premature. During the follow-up,
50.9 % (n = 84/165) of children had at least one malaria
infection, and 10 % more than two. The most infected
child had seven infections.

Soluble HLA-G at delivery

At delivery, 78.2 % of women had detectable levels of
sHLA-G (n = 129/165). 'The mean level in the periph-
eral blood for all women was 19.12 ng/ml (SD = 25.60,
range 0-132.22). Sixty percent of children (n = 99/165)
had detectable sHLA-G in cord blood and the mean level
was 16.22 ng/ml (SD = 26.83, range 0-128.52), A strong
correlation has been described previously between the
mother/newborn (cord blood) sHLA-G levels, with a sig-
nificantly higher level in mother’s blood at delivery [24].
The sHLA-G level increased gradually before stabilizing
after 9 months (Fig. 1).

Trajectory groups of HLA-G

During the first step of analysis, groups of children fol-
lowing the same pattern of sHLA-G have been identified.
Using the BIC as criteria, the two-group model showed
a higher BIC than both three- and four-group models.
‘The four-group model was selected when compared to
the three groups (Table 1). In the three-group model,
16.9 % of the children have high levels of sHLA-G and
53.8 % remained at low levels whereas the third trajectory

'd 3
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Fig. 1 Evolution of the mean level of sSHLA-G in newborns in the first
year of life
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(29.3 %) was characterized by low levels tending to rise
after 6 months. When a fourth trajectory was added, a
new intermediate one appeared slarting with very low
levels until 6 month of age and rapidly rising (Fig. 2;
Table 1). From three-group model the following pattern
was constantly identified: one trajectory with low levels
of sHLA-G (the higher percentage), one with high levels
(the lower percentage) and an intermediate one. Adding a
new trajectory led to the same trend with the emergence
of new intermediate group, representing low percentages
of the population. To pursue analysis, the three- and the
four-trajectory models only were used (Table 1).

Effect of covariates on the trajectories

Using the three-group model, placental malaria
(p = 0.59), parity (p = 0.31), gender (p = 0.95), prema-
turity (p = 0.43), maternal anaemia (p = 0.51) and para-
site density (p = 0.52) have no significant effect on the
dynamics of sHLA-G. In contrast, LBW appeared to
be significantly associated with higher levels of sHLA-
G (p < 1079. Similarly, detectable sHLA-G level in
cord blood, or in mother’s peripheral blood at delivery,
was associated with higher levels of sHLA-G from 3 to
12 months of life (p < 10 % in the both case). Having
more than one malaria attack during the follow-up was
significantly associated with higher levels of sHLA-G
(p = 0.008). In the same way, the higher levels of malaria
exposure were significantly related to the high levels of
sHLA-G (p = 0.01).

During multivariate analysis “placental malaria” was
forced in the model. The results are presented in Table 2.
LBW, presence of sHLA-G in cord blood or in mater-
nal blood at delivery were significantly associated with
higher levels of sHLA-G (p < 107°). High exposure to
malaria and having more than one malaria infection dur-
ing the follow-up were significantly associated with high
levels of sHILLA-G (p = 0.001 and p = 0.002, respectively).
In the final model, the proportions of the groups were
50.9, 27.2 and 21.9 %, respectively for the low, interme-
diate and high trajectories (Table 1). All these covariates
have similar effects within each trajectory. As an exam-
ple, children born with a LBW have significantly higher
sHLA-G levels during their first year of live whatever the
group they belong (Fig. 3).

Using the four-trajectory model, the same pattern of
results was obtained. However, the introduction of LBW
resulted in an increase of the proportion of children
belonging to the high trajectory from 8 to 17 %, while
the intermediate-high trajectory decreased from 22 to
15 %, consistent with a low stability of the four-trajectory
model (lable 1).

In the third step of analysis, the role of placental
malaria, parity, maternal anaemia, presence of sSHLA-G
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Table 1 Distribution of newborns in the two-, three- and four-group models
Trajectories Model BIC® Distribution of newborns in groups
High (%) Intermediates... (%) Low (%)
2 Fm|‘;~ly" 1494 544 272 /278
Full® 242 758
3 Empty 1464333 169 293 538
Full 219 272 509
4 Empty 1438204 7.7 219 199 505
Full 139 157 231 473
* Alower BIC indicates a better fitting
b With no covariate
© With all significant covariates in multivariate analysis
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Fig. 2 Trajectories of soluble HLA-G for the two-, thres- and four-group models

in cord blood and LBW as predictor to belong to either
group, were examined. Among them, for the three-group
model only the presence of sHLA-G in cord blood was
associated with a significantly higher probability to
belong to the high or intermediate trajectory (OR = 22.8
and OR = 6.1, respectively). Accordingly, a child born
with sHLA-G in cord blood would have a probability of
76.25, 20.40 and 3.35 % to belong to the high, intermedi-
ate or the low trajectory, respectively.

When the same analysis was performed using the four-
group model, convergence was not achieved, reinforcing
the instability of this model. Taken together, the results
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are consistent with the existence of three-trajectory
model. With this model 97 % of children from the low
trajectory, 91.7 and 83 % of children from respectively
the intermediate and high trajectories were classified as
belonging to these groups with a posterior probability
greater than 70 %.

Table 3 shows the characteristics of the children and of
their mothers in the three groups. LBW children seemed
to be more present in the “high trajectory” than in others.
Children in this group were born to mothers with detect-
able sSHLA-G at delivery, and the majority had sHLA-G
in cord blood.
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Table 2 Risk factors of soluble HLA-G evolution from 3 to 12 months in 165 newborns at Tori Bossito, 2007-2010: latent

class analysis
Covariates Univariate estimation® Adjusted estimation® 95 %Cl p value
Intercept 058 0.28-0.88 <107
HLA-G in cord blood

Mo - -

Yes 060 042 0.15-0.70 0.002°
Low birthweight (<2500 g)

No - -

Yes 062 0.86 042-1.29 <107
Malaria infections

=1

=1 0.20 033 0.11-0.54 0.003*
Malaria exposure (quartiles)

Low — N

Middle 033 043 0.19-0.68 0.001*

High and very high 032 035 0.13-056 0.002%
Placental malaria

No

Yes 007 0,12 0.35-0.11 0.36

? Univariate estimation represents the coefficient of the univariate regression
b Adjusted estimation is obtained after the multivariate analysis

© Results were the same, when "HLA-G in cord blood”was replaced by “HLA-G in maternal peripheral blood”, Presence of sHLA-G in maternal blood is highly
significantly related to high level of HLA-G in newborns during the first 12 months. We did not introduce together the two covariates in the model because they are

highly correlated [24]
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Fig. 3 Effect of low birth weight an the evolution of trajectories
groups from 3 1o 12 months

Discussion

The present work is complementary to study ol Sadissou
et al., describing the evolution of sSHLA-G in a popula-
tion of African infants [24]. In the first study, a strong
correlation has been shown between mother and cord
blood levels of sHLA-G at delivery, as well as an asso-
ciation between LBW and high level of sSHLA-G during
the first year of life. In addition, high levels of sHLA-G
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were associated with an increase of the incidence ratio
of malaria during the follow-up, but the total number of
malaria infections during the follow-up was not associ-
ated with the level of sHLA-G.

The present analysis, confirms these results, and pro-
vides new understanding by identifying new determi-
nants of sHLA-G evolution. Indeed, although in the first
study, the level of sSHLA-G increased the risk of infection
in the following quarter, any association has not been
highlighted between the level of sSHLA-G and the over-
all number of malaria infections during the follow-up. In
this complementary analysis, this association is strongly
significant. The difference between these two results
could be due to the complexity of the effect of malaria
infection that cannot be pointed out under the hypothesis
that all children belong to the same homogeneous popu-
lation. Using latent class approach allows hypothesizing
that distinct subpopulations of children are presents in
the overall population, each with its own characteristics,
with distinctive sSHLA-G evolutions. This approach per-
mitted us to explore more precisely the complex associa-
tion between malaria and HLA-G.

The mechanisms by which HLA-G gene expression is
regulated are only partially understood [37]. Concern-
ing infections, HIV or hepatitis, infected patients have
higher level of SHLA-G, and it has been suggested that
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Table 3 Distribution of 165 mother/child pairs in the different groups, 2007-2010
Covariates High trajectory Intermediate trajectory Low trajectory
(n=28/165) (n = 46/165) (n=91/165)
Newborns (165)
Level of sHLA-G
3 months 329 0.58 0.14
& months 321 1.3% 0.31
9 months 378 232 033
12 months 388 247 0.30
Gender
Fernale 17 60.71 %) 245217 %) 47 (51.65 %)
Male 11 (39.26 %) 22 (4783 %) 44 [48.35 %)
Birth weight 288452 307563 202857
(5D = 389.30) (SD=500.10) (5D =437.05)
Low birth weight 1786 % (n = 5) 1304 % (n = 6) 769% (n=7)
Preterm 1071 %(h=3) 652%(n=3) 1319% (n=12)
Detectable sHLA-G in cord blood 9643 9% (n=27) 7391 % (n =34 41,76 % (n = 38)
Number of malaria infections during the follow-up 111 0,95 113060 =141}
(5D=131) (SD=148)

Mathers (165)

Age (years)

Parity

Placental malaria

Detectable sHLA-G in peripheral maternal blood

26.54 (SD = 6.08)

2815 (SD = 606)

25.78 (SD = 6.48)

25.00 % (7) 13.04 % (6) 16,78 % (18)
2143 % () 2609%(12) 36.26 % (33)
10000 % (28) 9348 % (43) 63.74 % (58)

these levels induce tolerance and contribute to immune
evasion of virus [38—42]. Although, to date, such hypoth-
esis has not been clarified for malaria; it could be hypoth-
esized that the same phenomenon occurs during malaria
infection leading to immune evasion. Indeed, B falcipa-
rum could upregulate the HLA-G secretion through the
stimulation of cytokines such as [L-10 and IFN-y. HLA-G
is known to inhibit the function of T, NK and B cells
through direct interaction with ILT2. Recently, Naji et al.
showed that HLA-G inhibits B cell proliferation, differ-
entiation, and immunoglobulin (Ig) secretion in both T
cell-dependent and —independent models of B cell acti-
vation. HLA-G also acts as a negative B cell regulator
in modulating B cell antibodies secretion in a xenograft
mouse model [43]. Taken together all these arguments
are consistent with the existence of a complex interac-
tion between HLA-G, immunity and P falciparum infec-
tion, leading to a lower B cell response. As Ig(s antibodies
play a pivotal role in anti-malarial protection [44—46], the
inhibition of IgG specifically directed against P. falcipa-
rum mediated by HLA-G, not only allows the parasite to
escape the immune system but also is responsible of the
higher susceptibility to infection showed previously.
However, other factors could influence HLA-G secre-
tion during malaria infection. It has been shown that
hypoxia could play a role in HLA-G regulation during
pregnancy [47], in some cancer [48] but also in more
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physiologic but extreme life conditions like altitude [49].
Tissue hypoxia resulting from decreased microcircula-
tory flow due to parasite sequestration and endothelial
dysfunction contributes to the pathogenesis of malaria in
children [50, 51]. The results could be consistent with the
fact that malaria related hypoxia is already present very
early in life and associated with an increase of sHLA-G
levels, and consequently strengthening the inhibition of
immunity.

More than 60 % of the children born with a LBW
belong to the high and intermediate trajectories. It is
widely accepted that birth weight is a key indicator of
fetal and neonatal health [52-54] and overall 60-80 %
of infants who die during the neonatal period are chil-
dren born with LBW [55]. The association between LBW
and HLA-G has already been shown in this same cohort
using mixed model [24]. However, the present approach
allows pointing out a very interesting aspect, which has
not been demonstrated by previous analysis. Indeed,
children born with detectable HLA-G in their cord
blood have a greater probability to belong to the higher
or intermediate trajectories than other children, and
hence be concerned by LBW. Considering the frailty of
LBW children, the detection of such high-risk individuals
could have huge public health consequences. Taking into
account the strong correlation between sHLA-G in cord
bloed and in mother’s blood at delivery, the mother’s
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sHLA-G level could be considered as a potential marker
of high-risk newborn. Soluble HLA-G has already been
proposed as predictor of in vitro fecundation outcome
[56], but also as biomarker of allergy [57], allograft and
cancers [58, 59]. A follow-up of pregnant women and of
their offspring over 2 years is now ongoing in Benin to
test whether the sHLA-G level early in pregnancy is also
correlated with HLA-G level in cord blood or with infec-
tious morbidity during the first 2 years of life.

Latent class analysis approach is more and more fre-
quently used in biomedical research [60]. It is an exten-
sion of mixed models that assume the presence of several
groups of subjects (latent groups) sharing a particular
evolution trajectory of some attribute. This approach
allows a better understanding of the phenomenon under
study and the formulation of new questions or hypoth-
eses [61, 62]. This methodology is part of mixture mod-
elling, a wide data analysis approach allowing studying
unohserved heterogeneity in a population [60]. The
question of the number of trajectories remains of great
importance and to date, there is no single statistical
test to determine the correct number of latent classes
[63]. The selection of the best model needs to take into
account statistical measures of model fitting but also the
interpretation of the output, in particular the relevance
of the different groups, based on the literature or the
expert’s knowledge. BIC was used as statistical criteria
although others can be proposed. Bootstrap Likelihood
Ratio test {(BLRT) has been proposed as being more pow-
erful. However, BLRT needs an increased computation
time and finally the authors recommended using BIC as
the first step [64]. In the data, using BIC would lead to
choose a model with four trajectories instead of three.
Both model have the same interpretation since the two
intermediate trajectories in the four-group model share
the same evolution, i.e. high level trajectory, low level tra-
jectory and intermediate group(s) starting with low levels
of sSHLA-G and then growing up. However, models with
more than three trajectories seem to present a lower sta-
bility. Finally, to deal with the possibility and complexity
of these population mixture models, it could be of inter-
est to pursue this exploration by using different methods
in different populations.

A genetic association between HLA-G and malaria has
already been pointed out. Indeed, it has been shown that
some polymorphisms of the HLA-G 3'UTR were asso-
ciated with variable risk of infection [22], but also with
antibody responses against P falciparum. These asso-
ciations have been identified in another population from
Senegal. It has also been demonstrated that a strong
molecular signature of balancing selection at HLA-G
5'URR exist and that this region may certainly be the
direct target of selection [65]. These results strengthen
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the interest of this gene and of sHLA-G as potentially
involved in differential susceptibility to malaria.

Conclusion

Summary, this study allowed a better understanding of
the complex interaction between HLA-G and malaria
infection and pointed out the potential interest of sHLA-
G as marker of frailty.
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3. L’étude TOLIMMUNPAL

Nous abordons ici la deuxiéme étude, qui représente la partie la plus importante de
nos travaux. Celle-ci a été réalisée dans la commune d’Allada. Ce programme
pluridisciplinaire dénommé TOLIMMUNPAL pour Tolérance Immunitaire et
Paludisme avait comme objectif général d’étudier les déterminants
environnementaux, biologiques et génétiques impliqués dans le développement de la
tolérance immunitaire associée au paludisme et plus particulierement le role que
HLA-G pouvait jouer dans ce phénomene. L'intérét de cette étude vient du fait qu’elle
integre le suivi des femmes enceintes pendant la grossesse et que la taille de
Iéchantillon est plus importante. La commune d’Allada est limitrophe de la
commune de Tori-Bossito et présente des caractéristiques semblables. Nous
présenterons successivement la méthodologie utilisée puis les résultats de nos

analyses.

3.1 Matériel et méthode

3.1.1 Type d’étude

Le programme TOLIMMUPAL a consisté en une étude de cohorte prospective de
femmes enceintes et de leurs enfants. Le suivi longitudinal de cette population s’est
étendu de janvier 2010 a juillet 2013. Pour chacun des couples mere-enfant inclus
dans I’étude, la mere était suivie pendant la grossesse et 'enfant de la naissance

jusqu’a ses vingt-quatre mois.
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3.1.2 Zone d’étude

Allada est comme Tori-Bossito une commune rurale du sud du Bénin. Elle se situe au
nord du département de I’Atlantique a 56 km de Cotonou, dans la dépression de la
Lama et est limitée au sud par la commune de Tori-Bossito ou s’est déroulé 1’'étude
précédente. La population de la commune d’Allada était constituée de 91 778
habitants en 2002 et de 127512 habitants en 2013 selon les données des
recensements généraux de la population et de 'habitation (RGPH) des années 2002
(RPGH3) et 2013 (RPGH4) (Institut national de la statistique et de l'analyse
économique du Bénin 2004, Institut national de la statistique et de l'analyse
économique du Bénin 2015). La superficie totale de la commune est de 381 km=. Elle
compte douze arrondissements (Avame, Azohoue-Aliho, Azohoue-Cada, Tori-Bossito,
Tori-Cada et Tori-Gare) et 84 villages et quartiers de ville. L’agriculture constitue la
principale ressource dans la localité. La végétation est faite d'une savane arborée et le
climat est sub-équatorial. La commune d’Allada est traversée par le lac Ahémé et une
riviere (Couffo). Il existe comme a Tori Bossito une région marécageuse (Nangbe
2006) et la pluviométrie moyenne est de 1200 mm par an (Houssou, Hounsou et al.

2016).

La région d’Allada est comme celle de Tori-Bossito considérée comme une zone de
paludisme méso-endémique avec des caractéristiques identiques en termes de taux
d’inoculation entomologique et d’especes anophéliennes (Damien, Djenontin et al.
2010). Dans cette région, l'espece parasitaire la plus fréquente est également
Plasmodium falciparum, mais des co-infections peuvent exister avec P. malariae et

P. ovale (Damien, Djenontin et al. 2010).

La commune d’Allada a été aussi choisie pour sa proximité avec notre laboratoire a
Cotonou. L’étude a été réalisée précisément sur trois sites, les arrondissements de
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Sékou, Attogon et Allada regroupant en tout 33 villages et quartiers de ville. Chacun

des centres de santé de ces arrondissements est constitué d’'un dispensaire et d'une

maternité.

Carte n°1 : Situation de la Commune d'Allada
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Figure 24 : Cartographie de la commune de Allada (ERAILS 2014)

3.1.3 Population d’étude - Criteres d’inclusion

La cohorte Tolimmunpal a été mise en place comme projet ancillaire de l’essai
clinique MIPPAD (Malaria in Pregnancy Preventive Alternative Drug). Cet essai a été
financé par le programme EDCTP (European and Developing Countries Clinical
Trails Parternships) de 'Union Européenne et a été réalisé dans cinq pays africains
(le Gabon, le Kénya, la Tanzanie, le Mozambique et le Bénin). L'objectif de 'essai était
de comparer la méfloquine (MQ) a la sulfadoxine-pyriméthamine (SP) en termes
d’efficacité en tant que traitement préventif intermittent du paludisme chez la femme

enceinte au cours de la grossesse (Gonzalez, Mombo-Ngoma et al. 2014). Au total,
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4 716 femmes enceintes ont été randomisées en trois groupes : un groupe recevant de
la sulfadoxine-pyriméthamine et les deux autres de la méfloquine sous deux schémas
différents. Parmi ces femmes, 1 183 ont été sélectionnées au Bénin. Les informations
relatives a cet essai thérapeutique sont disponibles sur le site www.clinicaltrials.gov

(numéro d’enregistrement NCT00811421).

Au sein de I’échantillon béninois de cet essai, les 400 premieres femmes enceintes
ayant accouché ont été incluses dans la cohorte Tolimmunpal de janvier 2010 a juin
2011, de méme que leurs nouveau-nés suivis jusqu’a 'age de 24 mois (juillet 2013).
Toutes les femmes se rendant dans l'une des trois maternités pour la premiere
consultation prénatale étaient invitées a participer a I’étude. Avant le démarrage de
Iétude, des séances de sensibilisation et d’explications ont été tenues avec les
responsables sanitaires locaux et les représentants de la population (chefs de village

et de quartiers) dans les 33 villages et quartiers de ville de la zone d’étude.

Pour étre incluse, chaque femme enceinte devait remplir les criteres suivants :

avoir une résidence permanente sur le site d’étude (commune d’Allada),

- étre enceinte de 28 semaines d’aménorrhée au maximum,

- étre suivie durant sa grossesse dans I'un des centres de I’étude,

- avoir un test sérologique négatif pour l'infection au VIH au moment de

I'inclusion,

- ne pas avoir d’allergie connue a la méfloquine,

- ne pas présenter de maladies évolutives ou des antécédents de pathologies

rénale, hépatique, psychiatrique, ou neurologique séveres,
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- ne pas avoir recu de traitement a base de méfloquine ou d’halofantrine au

cours des quatre semaines précédant I'inclusion,

- ne pas avoir pris un traitement avec les molécules suivantes : SP (dans le cadre
d’'un TPI par exemple), fer, acide folique, vitamine B12 et antihelminthique
depuis le début de la grossesse,

- donner son consentement éclairé. Pour ce faire, le protocole de I'étude a été
expliqué aux femmes enceintes par une sage-femme, au cours de la premiere
consultation prénatale. Au moment de I'inclusion, lorsqu'une femme accepte
de participer a I’étude, un document écrit (en francais et traduit en dialecte
local « fon ou aizo »), expliquant une nouvelle fois le protocole de 1’étude et
mentionnant le consentement écrit de la mere était signé. Une copie de ce
document était remise a la participante. Pour les participantes mineures, en
plus du consentement éclairé 'accord des parents ou du représentant local

devait étre obtenu.

Une fois incluse dans l'étude a l'accouchement, la meére recevait une carte
immatriculée d’'un identifiant personnel et unique, permettant I’acces gratuit du
nouveau-né aux centres de santé pendant toute la durée du suivi.Une fois
I'inclusion faite, la femme recevait lors de cette consultation prénatale (CPN)
1,500/75 mg de SP ou 15 mg/kg de MQ en fonction du groupe, selon le protocole
de l'essai clinique (Gonzalez, Mombo-Ngoma et al. 2014). La deuxieme dose était
administrée au moins un mois apres la premiere. Une moustiquaire imprégnée
d’insecticide a longue durée d’action était remise a chaque participante et
remplacée des qu’elle n’était plus fonctionnelle. Le protocole local de prévention
de 'anémie gestationnelle recommandé par le ministere de la santé du Bénin a été

appliqué : chaque femme enceinte devait recevoir au cours de chaque consultation
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prénatale 1) un déparasitage systématique avec 500 mg de mébendazole en prise
unique ou 600 mg d’albendazole (anti-helminthique) a répartir en deux prises
quotidiennes pendant trois jours successifs, 2) 200 mg/jour de sulfate de fer et 3)
5 mg/jour d’acide folique. Les femmes anémiées a I'inclusion (taux d’hémoglobine
Hb < 11 g/dL) recevaient un traitement fait de 2 doses quotidiennes de 200 mg de
sulfate de fer en cas d’anémie modérée (comprise entre 7 et 11 g/dL) ou étaient
transférées dans un hopital de référence en cas d’anémie sévere (Hb < 7 g/dL).
Les femmes donnant naissance a des bébés mort-nés ou des enfants malformés,

les naissances multiples et les grossesses compliquées étaient exclues de I’étude.

3.1.4 Suivi et collecte de données maternelles

Les meres ont été suivies depuis leur premiere CPN jusqu’a 'accouchement avec
trois visites particulierement importantes. La premiere visite était représentée par la
visite a l'inclusion, ou la femme recevait la premiere dose du traitement préventif
intermittent du paludisme (nous appellerons cette visite TPI1). Au cours de cette
premiere visite, les informations socio-démographiques (age, statut matrimonial, lieu
de résidence, niveau de scolarisation, appartenance ethnique), socio-économiques
(profession, possession de latrines, de véhicule a deux roues, de poste téléviseur ou de
réfrigérateur) ont été recueillies et les antécédents gynécologiques et obstétricaux
(gestité, date du dernier accouchement) renseignés. Un examen clinique est réalisé et
les données suivantes sont recueillies. Il s’agissait (1) des mesures
anthropométriques : le poids (grace a un appareil de pesée électronique Seca® corp.
Hanover, MD ; précision 100 grammes), la taille (avec une toise Seca® 206
Bodymeter, Seca® corp.) et le périmetre brachial ; (2) ’age gestationnel, estimé grace

a la mesure de la hauteur utérine. Au cours du suivi des femmes, deux autres visites
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importantes ont été réalisées la premiere correspondant a la deuxieme prise du TPI
souvent un mois apres la premiere (nous I’appellerons visite TPI2) et ’'accouchement.
Au cours de ces deux visites, ’examen clinique renseigne les mémes données que
pendant la visite TPI1. Tous les parametres sont mesurés par deux infirmieres, et la

mesure utilisée était la moyenne obtenue.

A la fin de chaque visite, un prélevement veineux était effectué chez la femme
enceinte pour le dosage de micronutriments (ferritine plasmatique, folates et
vitamine B12), de I’hémoglobine (Hemo-control photometer EKF Diagnosis,
Germany), de la protéine C-réactive. Une électrophorese de I’'hémoglobine et un
dosage de HLA-G plasmatique étaient également réalisés ainsi que la recherche d’'une
infection palustre. En cas d’infection palustre clinique simple (symptomatique)
durant le suivi, la femme est traitée par voie orale avec de la quinine au premier
trimestre et de l'arthéméther-luméfantrine par la suite. Lorsqu’il s’agissait d'une
infection palustre sévere, un traitement parentéral a base de quinine était administré.
Un prélevement de selles a également été réalisé a la recherche d’helminthes
(méthode Kato Katz). A I'accouchement, une apposition et une biopsie placentaire

étaient réalisées pour rechercher une infection palustre placentaire.

En dehors des visites prévues par le programme, les femmes étaient sensibilisées a se
rendre en consultation dans les trois centres de santé ou elles bénéficiaient d'un
examen en cas de probleme de santé quel qu’il soit. Une goutte épaisse et un dosage
de ’hémoglobine étaient effectués en cas de fievre (température axillaire > 37,5°).

L’ensemble des soins étaient pris en charge par le programme.
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3.1.5 Suivi et collecte de données chez les enfants

Les nouveau-nés sont suivis des leur naissance jusqu'a 24 mois. La surveillance au
cours des 12 premiers mois, imposée par le programme MIPPAD était différente de

celle de la seconde année de vie.

Au cours des douze premiers mois de vie, des visites systématiques sont prévues pour

chaque nouveau-né inclus a la naissance, 6, 9 et 12 mois.

A la naissance, les mesures anthropométriques étaient relevées par la sage-femme : la
pesée avec un pese-bébé mécanique SECA® de type 745 de précision de 10
grammes ; la taille avec une toise en bois de fabrication locale, d'une précision d'un
millimetre. Le genre du nouveau-né, la mesure du périmetre brachial, la température
axillaire étaient également renseignés. Un prélevement sanguin ombilical (sang de
cordon) était réalisé afin de doser I'hémoglobine foetale, les micronutriments
(ferritine plasmatique, folates et vitamine Bi2), la protéine C-réactive, et de

rechercher la présence de parasites (Plasmodium) chez le nouveau-né.

Cet examen et ces mesures étaient répétés au cours des visites de 6, 9 et 12 mois. La
croissance de chaque enfant a été évaluée a travers la mesure mensuelle du poids et
de la taille. A partir de 6 mois un prélevement de sang veineux périphérique était
effectué chaque trimestre jusqu’a 12 mois, de méme qu’un examen parasitologique
des selles. L'interrogatoire recherchait une fievre survenue au cours des 24 dernieres
heures, la notion d'une hospitalisation, d'un probleme de santé quel qu’il soit ou
d’'une prise médicamenteuse (notamment anti-palustre) depuis la visite précédente.
L'utilisation d'une moustiquaire imprégnée était renseignée a chaque visite.
Indépendamment de la surveillance active, lorsque I’enfant présentait une fievre ou

un probléme de santé, celui-ci était orienté vers le dispensaire de I'un des 3 centres de
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santé du programme ou un examen clinique était fait, accompagné d’une goutte

épaisse et d'un dosage de I'hémoglobine.

Apres 12 mois, le suivi chez les enfants était plus actif et consistait en des visites tous
les 15 jours. En plus de ces visites systématiques, a 18 mois et de 24 mois un
prélevement sanguin était effectué. Chaque mois, lors d'une visite sur deux, un
examen clinique était réalisé avec une goutte épaisse systématique associée ou non a
un test de diagnostic rapide (TDR), ce dernier n’étant fait qu’en cas de fievre
constatée ou rapportée dans les dernieres 24 heures. Lors de la seconde visite
mensuelle la goutte épaisse systématique n’était pas réalisée et seul un examen
clinique et une prise en température étaient faits. En cas de fievre ou d’histoire de
fievre dans les 24 heures un TDR était fait a la recherche d’'un paludisme. Ici
également, il était recommandé a la mere de conduire son enfant au centre de santé

en cas de fievre ou de tout probléme de santé entre 2 visites.

Le diagnostic d’acces palustre est retenu devant une fieévre ou un épisode fébrile dans
les 24 heures associé a une GE positive et/ou un TDR positif. Une fois ce diagnostic
établi, 'enfant était traité selon les recommandations du programme national de lutte
avec une combinaison thérapeutique a base d’artémisinine. La goutte épaisse peut
cependant se révélée positive en dehors de tout acces de fievre, dans ce cas, il s’agit

d’une infection palustre asymptomatique.

Des mesures entomologiques de captures de moustiques ont été réalisées et des
données environnementales collectées afin d’évaluer le risque environnemental
d’exposition au paludisme. Ce risque a été calculé sur le méme principe que celui de

I’étude de Tori Bossito (Cottrell, Kouwaye et al. 2012) a I'aide d'un modéle statistique
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permettant d’attribuer a chaque sujet pendant tout son suivi un risque individuel
d’exposition aux piqlires d’anopheles variable selon son lieu de vie et sa date de
naissance. Un prélévement veineux réalisé a 6, 9, 12, 15, 18 et 24 mois a permis
également la réalisation de dosages immunologiques dont le dosage de HLA-G

soluble.

Les données collectées ont été enregistrées en double saisie dans le logiciel
Microsoft® Access 2003 apres une vérification et une correction des valeurs

aberrantes et des incohérences.

3.1.6 Dosage de HLA-G

La mesure de HLA-G a été effectuée trois fois au cours de la grossesse lors des visites
TPI1, TPI2 et a 'accouchement. Chez les enfants, les mesures sont réparties sur les 24
mois de suivi. Un premier prélévement veineux est réalisé juste a la naissance, dans le
sang du cordon ombilical. Les autres prélevements ont été faits ensuite a 6, 9, 12, 18
et 24 mois. Le dosage de HLA-G dans ces différents prélevements a été effectué, selon
une procédure identique a celle pratiquée dans 1’étude Tori-Bossito, par la méthode
ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) a partir d’anticorps anti HLA-G
(MEM-G/9et anti B2-microglobulin). La méthode utilisée permet la détection des
formes solubles HLA-G5 et HLA-G1 shedding (provenant du clivage de 'isoforme
membranaire HLA-G1) dans le plasma. Le seuil de détection de la protéine était ~1
ng/ml. Chaque échantillon biologique a été traité en double exemplaire. Les niveaux
de HLA-G soluble ont été évalués avec une gamme de concentration connue (200 a
12,5 ng/mL). Un controle positif a été utilisé : il s’agit du surnageant de culture de
cellules de mélanome M8 exprimant HLA-G soluble). Pour la validation d'un dosage,

la positivité du contréle et des points de gamme étaient pris en compte. Lorsque le
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coefficient de variation excédait 15%, le dosage était systématiquement repris. Des
informations plus précises concernant le dosage de HLA-G figurent en annexe

(Annexe 1 et Annexe 2).

3.1.7 Diagnostic du paludisme

La recherche du paludisme dans les préléevements de sang périphérique a été faite par
la méthode de Lambaréné (Swysen, Vekemans et al. 2011). 1l s’agit d’'une goutte
épaisse réalisée en étalant un volume sanguin de 10 pL sur une lame de microscope
de 1.8 cm2 La lame est ensuite colorée au Giemsa et lue au microscope. La
parasitémie correspond au nombre de parasite par champ microscopique, et la taille
du champ dépend de la densité parasitaire. Cette méthode aurait une sensibilité

légerement supérieure a celle de la goutte épaisse classique (5 parasites/uL).

3.1.8 Définition des variables

La variable d’intérét est le niveau de HLA-G soluble plasmatique. Elle a été étudiée
chez la femme enceinte au cours de la grossesse (TPI1, TPI2, accouchement), et chez
les enfants pendant le suivi de la naissance a I’age de deux ans (naissance, 6, 9, 12, 18
et 24 mois). Cette variable a été utilisée sous la forme de variable quantitative. Nous
avons également défini des profils de HLA-G soluble pendant le suivi chez la mere et
I’enfant afin de tenter de définir pour chaque individu si son niveau moyen de HLA-G
soluble tout au long du suivi était plutot haut ou plutét bas. La construction de cette
variable « profil » sera détaillée dans la stratégie d’analyse. Les variables explicatives

suivantes ont été utilisées.
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3.1.9.1 Chez les meres :

- L’age maternel : cette variable a été utilisée sous la forme d’'une variable
catégorielle, créée a partir de la variable initiale quantitative : 2 classes ont été
constituées en fonction de la distribution de I’age chez les meéres. On distingue
donc les femmes ayant au plus 25 ans, et celles ayant plus de 25 ans ;

- Le groupe ethnique : trois groupes ethniques ont été identifiées et codées en
trois catégories correspondant respectivement aux ethnies Fon, Aizo et autres
ethnies ;

- La gestité : nous avons distingué deux groupes de femmes: les femmes
primigestes ; dans le premier cas la variable était codée 1 et 0 dans le second ;

- L’age gestationnel en semaines d’aménorrhée, utilisée comme variable
quantitative ;

- Le traitement préventif intermittent du paludisme : les femmes pouvaient
recevoir le TPI sous 3 modalités: une prise unique de 1500/75 mg de
sulfadoxine-pyriméthamine (schéma SP), la méfloquine en une prise unique
de 15 mg (schéma MQ full dose ou MQFD) ou 15 mg de méfloquine répartis
sur 2 jours successifs (schéma MQ split dose ou MQSD). Ce parametre a été
codé en une variable a trois catégories : SP, MQFD et MQSD,

- L’infection placentaire : le statut infecté ou non infecté du placenta de la mere
est déterminé a I’accouchement apres la recherche de parasites dans le sang
placentaire. Cette variable a été utilisée sous la forme d’une variable
dichotomique, codée présence ou absence (1/0) d’infection placentaire ;

- L’infection palustre périphérique au cours de la grossesse : cette variable a été
codée de plusieurs manieres. A chaque visite (TPI1, TPI2 ou accouchement)

I’absence/présence d’une infection est codée 0/1. Le nombre total d’infections
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de méme que la présence/absence d’une infection (codée 1/0) pendant la

grossesse ont été utilisés.

3.1.9.2 Chez les enfants :

- Le faible poids de naissance du nouveau-né (poids de naissance < 2500g) codé
présence ou absence d'un FPN (1/0) ;

- La prématurité : un nouveau-né est prématuré lorsqu’il nait avant le terme de
37 semaines d’aménorrhée. Cette variable est codée 0 pour une naissance a
terme et égale a 1 en cas de naissance prématurée ;

- Le genre du nouveau-né : avec deux modalités masculin ou féminin ;

- Les infections palustres développées par les enfants : comme chez les meéres
cette variable a été considérée de plusieurs manieres: d’abord en
présence/absence d'une infection a une visite donnée (codée 0/1), en nombre
d’infections depuis la visite précédente puis en nombre d’infections totales
pendant tout le suivi (de la naissance a 24 mois). Ici nous avons pris en compte
aussi bien les infections symptomatiques (fébriles) et les infections non
symptomatiques (découvertes grace a une goutte épaisse systématique positive
en dehors de toute manifestation clinique). La densité parasitaire palustre,
variable quantitative équivalent au nombre de parasites/uL en cas d’infection
palustre a également été utilisée ;

- L’age du nouveau-né en mois,

- Le risque environnemental d’infections. Cette variable quantitative permet
d’estimer le risque individuel d’exposition a la transmission palustre. Nous

I’avons utilisée sous forme la forme de variable continue ou sous la forme
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catégorielle en quatre classes créées a partir des quartiles de la distribution
(treés haut risque, haut risque, bas risque et tres bas risque d’exposition).

- La présence ou non d’'une inflammation codée 1/0. Cette variable a été définie
a partir du dosage de la protéine C-réative. Lorsqu’elle est supérieure a 0, on
considere qu’il y a une inflammation,

- La présence d’une fievre palustre ou non au moment du prélevement codée

1/0.

3.1.10 Stratégie d’analyse

Toutes les analyses ont été réalisées avec les versions 12 et 13 du Logiciel Stata®.
Apres une description de nos échantillons d’étude (meres et enfants) I'analyse a été

organisée en quatre grandes étapes.

1) Analyse de I’évolution des niveaux de HLA-G soluble chez les meéres au cours de la

grossesse. La mesure du niveau de sHLA-G a été effectuée lors de trois visites (TPI1,
TPI2 et accouchement). Les mesures TPI1 et TPI2 n’ayant pas été réalisées au méme
moment au cours de la grossesse nous avons tenu compte pour chaque femme de
I’age gestationnel correspondant a chaque visite. Nous avons pu estimer ainsi le
niveau moyen de HLA-G pour chaque mois de grossesse, ce qui a permis d’avoir
I’évolution par mois de grossesse. Les niveaux moyens ont été comparés entre eux
avec un test de Kruskall-Wallis puis une comparaison deux a deux (test de Student)
avec une correction de Bonferroni permettant de tenir compte de la répétition des
tests statistiques. Les degrés de corrélation entre les différents passages (TPI1, TPI2
et accouchement) ont été évalués en déterminant le coefficient de Spearman. Les
facteurs maternels et certains facteurs du nouveau-né susceptibles d’influencer

I’évolution du niveau de HLA-G ont été recherchés. L’étude de ces facteurs associés a
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été faite par une analyse transversale a chacune des trois visites et non pas en
considérant ces données comme des données longitudinales répétées. Plusieurs
raisons expliquent ce choix. D’une part, nous avons considéré que la grossesse est une
période particuliere pour l'organisme maternel du point de vue des changements
physiologiques liés a la présence du feetus et ces changements sont variables d’une
femme a l'autre. Or les visites TPI1 et TPI2 ont été faites a des périodes parfois tres
différentes (plusieurs semaines de décalage) d’'une femme a I'autre. D’autre part, les
visites TPI1 et TPI2 se caractérisent par des interventions importantes de 1’équipe
soignante (prise du traitement préventif intermittent contre le paludisme, prise
d’antihelminthiques ...). Enfin, il est évident que l'accouchement représente une
période particuliere comparable a aucune autre et la aussi nous avons considéré une
grande variabilité possible d'une femme a lautre. Au cours de chacune de ces
analyses transversales répétées, nous avons utilis¢é un modele de Tobit simple
univarié puis multivarié pour nos analyses. Le modele de Tobit est un modele de
régression linéaire utilisé pour analyser I’association entre une variable dépendante
dite censurée et des variables indépendantes. Il s’agit d'un modele de régression
linéaire adapté a une variable dépendante qui n’est observable que sur un intervalle
donné. Dans notre cas, le seuil de détection de ~1 ng/mL du dosage de HLA-G ne
permet pas d’avoir une mesure précise des tres faibles valeurs de HLA-G solubles
compris entre 0 et 1 ng/mL. Ces faibles niveaux de la protéine sont donc estimés
égaux a 0 ng/mL et considérés comme non détectables. En utilisant le modele de
Tobit, on prend en compte le fait que tous les « 0 » ne sont pas de vrais « 0 ». Nos
variables d’intérét principales que sont l'infection placentaire et les autres infections
palustres ont été introduites systématiquement dans les modeéles multivariés. Les
autres variables ne sont prises en compte dans le modele multivarié que lorsque

p<0,20 au cours de l'analyse univariée. Le modele final est obtenu apres une
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procédure pas a pas descendante. Le seuil de significativité dans le modele final est

égal a 0,05.

2) Analyse de I’évolution du niveau de HLA-G soluble chez les enfants. Dans ce cas

nous avons considéré que les prélevements étaient réalisés au méme age et dans des
conditions relativement similaires chez les enfants. Chaque enfant ayant bénéficié de
6 prélevements (naissance — sang de cordon-, 6, 9, 12, 18, 24), une analyse
longitudinale a été faite avec un modele mixte de Tobit pour prendre en compte la
corrélation au sein des mesures d’'un méme enfant et en méme temps la censure des
mesures de HLA-G soluble. Le niveau 1 de ces données hiérarchiques était composé
par les mesures de HLA-G soluble chez un méme enfant et le niveau 2 correspondait
aux groupes formés par les différentes mesures d'un méme enfant. Comme
précédemment, I’évolution a été décrite puis les niveaux comparés entre les passages.
Les facteurs associés au niveau de HLA-G soluble de 0 a 24 mois ont été recherchés a
travers une analyse univariée et une analyse mutlivariée. Certaines variables d’intérét
(infections palustres maternelles placentaire et périphériques, infections de I'enfant)
sont forcées dans le modele méme quand elles ne sont pas significatives en analyse

univariée, les autres ne sont introduites que lorsque p<o0,20.

3) Analyse des « ressemblances » intra individuelles et entre la mére et son enfant

des niveaux de sHLA-G. L’existence d’'une corrélation a été recherchée entre les

niveaux de HLA-G solubles maternelles a chaque passage et les niveaux de HLA-G
des enfants a leurs différentes visites. Dans un premier temps, les coefficients de
corrélation de Spearman ont été déterminés entre chaque visite de la mere et chaque
visite de ’enfant. Nous avons ensuite voulu savoir s’il existait une ressemblance entre
les niveaux d'une mere pendant la grossesse et ceux de son enfant pendant tout le

suivi. Pour cela nous avons créé de nouvelles variables appelées « profil HLA-G
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soluble » selon la méthodologie suivante. Chez les meres, le niveau moyen de HLA-G
a été évalué sur toute la grossesse. A partir de ce niveau moyen, nous avons distingué
quatre groupes de femmes en fonction des quartiles de la distribution du niveau
moyen gestationnel : le groupe « HLA-G trés bas » qui correspond aux 25% des
femmes ayant les niveaux les plus faibles, le groupe « HLA-G « bas », le groupe
« HLA-G hauts », le groupe « HLA-G tres hauts » qui regroupe le quart des femmes
enceintes ayant les niveaux les plus élevés. Chez les enfants, la méme procédure a été
adoptée et les mémes groupes identifiés a partir des quartiles de la distribution, mais
le niveau de HLA-G dans le sang du cordon n’a pas été pris en compte dans la
création des profils. L’analyse de ’association entre le profil de la meére et celui de son
enfant a été effectuée par régression logistique polytonique ordinale qui prend en
compte le fait que la variable dépendante est catégorielle et ordinale, allant de 1 pour
niveau tres bas a 4 pour niveau tres élevé. Cette analyse permet d’étudier la
probabilité pour un enfant d’avoir un profil de sHLA-G donné en fonction de
variables explicatives maternelles (le profil de la mere, I'infection placentaire ...) ou

de I’enfant (infections ...)

4) Analyse de l'effet du niveau de HLLA-G soluble maternel sur le délai de survenu du

premier acces palustre de 'enfant. L’hypothése que nous souhaitons explorer dans

cette analyse est fondamentale dans nos travaux. Il s’agit de savoir si le niveau de
HLA-G maternel peut étre associé au risque pour un nouveau-né d’étre plus sensible
au paludisme pendant les premiers mois de vie. Il s’agira également de mettre cette
analyse en perspective avec les résultats obtenus dans la littérature sur l'effet de
I'infection placentaire sur ce phénotype de sensibilité. Pour cela nous avons testé

I'effet du niveau de sHLA-G maternel sur le délai de premiere infection palustre chez
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I’enfant en utilisant un modele de Cox (Cox 1975). Avant l'utilisation du modeéle de

Cox, 'hypothese des risques proportionnels a été vérifiée.

3.1.11 Ethique

Le protocole de I'étude a été approuvé localement par le comité d’éthique de la
Faculté des Sciences de la Santé (CE/FSS) de Cotonou au Bénin et par le comité
consultatif de déontologie et d’éthique de IInstitut de Recherche pour le
développement (CCDE/IRD). Toutes les femmes ayant participé a 1’étude ont recu
I'information nécessaire avant la signature de leur consentement. Elles étaient libres
de se retirer a tout moment. Les colits des soins liés a la prise en charge d’'un sujet

participant a I’étude étaient entierement couverts par le programme.

3.2 Résultats

32.1 Présentation de I’échantillon

L’échantillon d’étude est composé de 400 couples mere-enfant suivis pendant la

grossesse et pendant les deux premiéres années pour les enfants.

Parmi les 400 femmes enceintes incluses en début d’étude, 392 femmes étaient
présentes pour la deuxieme visite TPI2 (huit absentes) et toutes les femmes incluses
ont accouché dans les centres de santé de 1’étude. Au total, 98% des femmes étaient
présentes aux trois visites prévues dans I’étude (n=392), et seulement 2% ont eu deux

visites sur les trois programmées (n=8).

Chez les enfants, apres la naissance, cinq visites devaient étre faites dans le cadre de

I’étude. La majorité des enfants ont réalisé au moins trois visites sur cinq apres la
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naissance : 155 enfants ont eu six visites au total (38,75%), 86 ont eu cing visites
(21,50%), 75 ont eu quatre visites (18,75%) et 18 enfants ont eu trois visites sur tout le

suivi soit un total de 83,5%.

3.2.2 Caractéristiques descriptives de la population

Les femmes de 1’étude était agées en moyenne de 25,9 ans (IC95% = 25,4 - 26,5). La
femme la plus jeune avait 15 ans et la plus agée 42 ans. La majorité des femmes était
des multigestes (n=337). Les groupes ethniques majoritaires étaient les Aizo (n=278)
et les Fon (n=83). Pendant le suivi, 16% des femmes avaient une infection palustre
périphérique au moment de la premiere visite (TPI1). A la deuxieme visite (TPI2)
4,9% étaient infectées sur les 392 femmes présentes et a 'accouchement 15,6% ont eu
une infection périphérique. En dehors de deux femmes diagnostiquées deux fois au
cours de la grossesse, toutes les femmes malades n’ont eu quune seule infection. A

I’accouchement, la prévalence de 'infection placentaire était de 10,9%.

Chez les enfants, le poids moyen de naissance était de 3 033,9 grammes (ICg5 = 2
992,5 — 3 075,4) et 9,0% (n=36) des enfants avaient un faible poids a la naissance. Il
y avait 212 enfants de sexe féminin (53,0%) et 23 bébés prématurés (5,7%). Durant
les deux années de suivi, 29% des enfants n’ont pas eu d’infection palustre. Par contre
50% des enfants ont eu au moins deux infections, 25% en ont au moins quatre et 5%
ont eu au moins neuf épisodes infectieux (fébrile ou non fébrile). Le nombre maximal
d’infection était de 14, atteint par deux enfants. Les caractéristiques de la population

sont présentées dans le Tableau 9.
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Tableau 9 : Caractéristiques de la population d’étude (Tolimmunpal)

Population Variables

Caractéristiques

Meéres (400) Age (années)

Gestité

Infection placentaire

Ethnies

Statut marital

Schéma du TPI

Centre de santé

Moyenne : 25,9 (écart-type = 5,4)
Primigestes : 63 (15,75%)
Mutligestes : 337 (84,25%)
Oui : 43 (10,7%)

Non : 353 (88,25%)
Non renseigné : 2
Aizo : 278 (69,5%)
Fon : 83 (20,75%)
Autres : 39 (9,75%)
Marié : 391 (97,8%)
Célibataire : 9 (2,2%)
SP : 138 (34,5%)
MQFD : 142 (35,5%)
MQSD : 120 (20,0%)
Sékou : 304 (76,0%)
Attogon : 96 (24,0%)

Enfants (165) . .
Poids de naissance (g)

Faible poids de

naissance

Sexe

Moyenne : 3033,9
(écart-type = £420,4)
Oui : 36 (9,0%)
Non : 364 (91,0%)
Filles : 88 (53,0%)
Garcons : 77 (47,0%)

3.2.3 HLA-G soluble au cours de la grossesse

3.2.3.1 Evolution de HLA-G soluble pendant la grossesse

Le dosage de HLA-G a été fait sur 1128 prélévements plasmatiques soit 94% des 1200
prélevements attendus : 383 mesures a TPI1, 370 a TPI2 et 375 a 'accouchement.
Parmi les 400 femmes, 85% ont été prélevées aux trois visites et 98,2% l'ont été au

moins deux fois. Cinq femmes n’ont pas eu de dosage pendant tout le suivi. Le niveau
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moyen de HLA-G était respectivement égal a 10,1 ng/mL (écart-type : 13,6) a TPI1;
10,6 ng/mL (écart-type: 14,0) a TPI2 et 17,3 ng/mL (écart-type: 34,6) a
Paccouchement. A partir de I'age gestationnel renseigné au moment de chaque
consultation, les mesures de HLA-G ont été regroupées par mois de grossesse
(Tableau 10) afin d’estimer I’évolution mensuelle du niveau de HLA-G soluble chez la

femme enceinte (Figure 25).

Tableau 10 : Niveau de HLA-G a chaque mois de grossesse

Niveau moyen

Mois de grossesse Ecart-type Effectif

de HLA-G
< 3 mois 8,9 12,4 26
4 mois 11,7 13,9 65
5 mois 10,9 17,0 177
6 mois 9,5 11,5 254
7 MOis 11,4 15,2 131
8 mois 10,0 12,1 115
9 mois 17,4 35,2 360
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Figure 25 : Evolution du niveau de HLA-G soluble au cours de la grossesse chez 400

femmes enceintes de la commune d’Allada, Bénin

Une comparaison des niveaux mensuels de HLA-G en cours de la grossesse a été faite
avec un test non paramétrique de Kruskall-Wallis. Ce test montre qu’il existe une
différence entre les différents niveaux de HLA-G (p=10-3). Afin de déterminer ou se
situe cette différence, nous avons effectué une comparaison deux a deux avec un test
de Student. Dans ce cas, compte tenu du nombre de tests réalisés, notre seuil de
signification passe de 0,05 a 0,05/(n=21) soit 0,0023 . Cette analyse confirme que le
niveau de HLA-G soluble reste stable au cours de la grossesse jusqu’a 8 mois puis

augmente significativement (p<10-3) au moment de I'accouchement

3.2.3.2 Facteurs associés au niveau de HLA-G soluble au cours

de la grossesse
Les facteurs associés au niveau de HLA-G soluble pendant la grossesse ont été
analysés a chacune des trois visites. Les facteurs que nous avons testés sont I'dge

maternel, 'appartenance ethnique, la gestité, le schéma de TPI appliqué, I'infection
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placentaire, les infections palustres au moment du prélevement, le genre et le faible

poids de naissance du nouveau-né.

Ainsi, au cours de la premiere visite, I'analyse univariée montre que la gestité, le TPI
et 'infection étaient associés au niveau de HLA-G maternel. Les femmes multigestes
avaient un niveau de HLA-G soluble plus élevé que les primigestes (p=0,036) en
début de grossesse. Le niveau de HLA-G semblait plus faible chez les femmes ayant
recu la méfloquine en schéma MQSD pour le TPI (p=0,05) et chez les femmes ayant
une infection placentaire diagnostiquée a I’accouchement (p=0,04). Il n’y avait pas
d’effet de 'age de la mere, du genre du feetus, ni du faible poids de naissance. Dans le
modele multivarié, la primigestité est restée significativement associée a un bas
niveau de HLA-G tandis que linfection placentaire et le TPI deviennent

marginalement significatifs (Tableau 11).

155



Tableau 11 : Facteurs associés au niveau de HLA-G soluble en début de grossesse

(TPI1), Allada : modéles univarié et multivarié

B non B ajusté
Covariables ajusté 95% CI P yuste 95% CI p
. s (multivarié*)
(univarié)
Age <25 0
maternel
>25 3)3 _071; 077 0711
. Fon o
Ethnies
Autres -0,9 -5,8; 4,1 0,73
Masculin 0
Genre L.
Féminin -1,1 -5,2; 2,0 0,59
o Multigeste 0 0
Gestite o
Primigeste -6,2 -11,9;-0,4 0,036 -6,0 -11,8; -0,3 0,039
SP/MQFD (o} o
TPI /MQ
MQSD -4,4 -8,9; 0,1 0,055 -4,3 -8,7;0,2 0,06
Infection Non 0 0
placentaire Oui -6,9 -13,6; -0,2 0,04 -6,2 -12,9; 0,6 0,07
Infection Non o
palustre . o
e Oui 1,25 4,3;6,7 0,67
Non (o}
FPN i
Oui 4,1 -1,2; 9,4 0,13

*Le modéle multivarié contient les variables gestité, TPL, infection placentaire

Au moment de la deuxieme visite (TPI 2), aucune variable ne ressort associée au

niveau de HLA-G en dehors de 'age maternel. C’est ainsi que les femmes les plus

agées ont un niveau moyen de HLA-G soluble plus haut que les plus jeunes

(p=0,0006) (Tableau 12).
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Tableau 12 : Facteurs associés au niveau de HLA-G soluble en milieu de grossesse

(TPI 2), Allada : modéeles univarié et multivarié

B non B ajusté
Covariables ajusté 95% CI ‘] ., 95% CI P
. .s (multivarié*)
(univarié)
Age <25 0 0
maternel
>25 5,9 1,7;10,0 0,006 5,6 1,4; 9,8 0,009
Ethnies Fon 0
Autres -1,2 -6,3;3,8 0,63
Masculin 0
Genre R
Féminin -1,7 -5,9;2,4 0,41
. Multigeste 0
Gestité o
Primigeste -3,2 -8,9;2,6 0,28
SP/MQFD (o} o
TPI /MQ
MQSD -278 =745 1,7 0,23 -2,1 _677; 2,4 0,35
Infection Non 0
placentaire Oui -4,8 -11,6; 2,0 0,17
Infection
Non (o}
palustre )
. Oul -1,9 -12,2; 8,3 0,71
périphérique
Non o o
FPN )
Oui -5,1 -12,6; 2,4 0,18 -4,1 -11,6; 3,3 0,28

*Le modéle multivariéé contient les variables 4ge maternel, TPI et FPN aprés la procédure pas a pas descendante.

A la derniere visite, celle de ’accouchement, aucune association significative n’a été

retrouvée entre le niveau de HLA-G soluble et les variables en analyses univariée et

multivariées. Notons cependant que les femmes ayant eu des nouveau-nés de faible

poids de naissance avaient un niveau plus élevé et qu’en cas d’infection placentaire, le

niveau était bas. Ces deux différences étaient marginalement significatives (p=0,08 et

p=0,07 respectivement, Tableau 13).
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Tableau 13 : Facteurs associés au niveau de HLA-G soluble en fin de grossesse (a

I’accouchement), Allada : modeéles univarié et multivarié

B non

) ) B ajusté
Covariables ajusté 95% CI 95% CI P
(multivarié*)
(univarié)
Age <25 0
maternel
>25 -0,9 -9,9; 870 0784
Ethnies Fon 0
Autres -0,3 -11,4; 10,7 0,95
Masculin 0]
Genre .
Féminin -2,2 -11,1; 6,1 0,64
. Multigeste 0
Gestité o
Primigeste -1,42 -13,9; 11,11 0,82
SP/MQFD o
TPI /MQ
MQSD 3,3 _675; 13,0 0,51
: Non 0 o
Infectlo.n . 281:11 0,07
placentaire Oui -13,0 -27,6;1,7 0,08 -13,5
Infection Non o
,p.a1u§tFe Oui -8,2 -22.6;6,2 0,26
périphérique
Non o) o
FPN ,
Oui 12,9 -2,5:28,4 0,10 13,5 -1,9; 20,0 0,08

3.2.4 HLA-G au cours des deux premiéres années de

vie

Les dosages de HLA-G ont été réalisés chez 373 enfants dont 311 avec au moins trois

dosages pour tout le suivi. Sur les 2400 dosages (6 dosages pour 400 enfants), 1633

étaient disponibles soit 68%. Parmi les 400 enfants, 126 ont eu tous les prélévements

(31,5%) et 27 enfants n’ont eu aucun prélevement (6,7%).
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3.2.4.1 Evolution de HLA-G soluble pendant les deux

premieres années de vie

Pendant les 24 premiers mois, le niveau de sHLA-G le plus élevé s’observe a la
naissance. Dans notre échantillon, il est de I'ordre de 20,2 ng/mL (écart-type = 28,1).
L’analyse de cette évolution par un modele mixte (Tableau 14) montre que le niveau
diminue ensuite significativement jusqu’a 18 mois avant de se stabiliser (p<1073,

Figure 26).

Tableau 14 : Evolution du niveau de HLA-G soluble en fonction de 1'dge de I'enfant,

par un modele mixte univarié

Age du ) B 95% CI p
nouveau-né
Naissance - -
6 mois -8,7 -1,2 ;-0,5
9 mois -11,7 -1,3;-0,6
) <1073

12 mois -17,6 -1,5;-0,8

18 mois -23,1 -1,8; -1,1

24 mois -22.3 -1,8;-1,1
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Figure 26 : Evolution du niveau moyen de HLA-G soluble chez 400 enfants de 0 a

24 mois a Allada
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3.2.4.2 Facteurs associés au niveau de HLA-G soluble au cours

des deux premieéres années de vie

Au cours de ’'analyse univariée, il n’y avait pas de différence entre les niveaux moyens
de HLA-G soluble de I'enfant en fonction de 1'age des meres (p=0,31), du rang
gestationnel (p=0,42) et du groupe ethnique de la mere (p=0,96). De la méme
maniere le genre du nouveau-né (p=0,51) et le faible poids de naissance (p=0,29)
n’ont pas d’effet sur le niveau de HLA-G soluble de 0 a 24 mois. La survenue d'une
infection placentaire, d'une fievre (ou d’'une notion de fievre au cours des 24 heures)
ou d'un phénomene inflammatoire n’est également pas associée a une variation
significative du niveau de HLA-G soluble de I'enfant (p=0,66, p=0,98 et p=0,39
respectivement). Par contre, I'infection palustre de ’enfant est associée a un niveau
de HLA-G soluble plus élevé au cours de la méme visite (p=0,03). En appliquant la
procédure pas-a-pas descendante pour ’analyse multivariée, I'infection palustre au
moment du préléevement reste la seule variable significative (p=0,02). Une
interaction significative a été identifiée au cours de cette analyse multivariée entre le
faible poids de naissance et I'age de ’enfant (Tableau 15). En effet, lorsqu’on observe
I’évolution du niveau de HLA-G chez les enfants en fonction du poids de naissance,
on remarque que les enfants de faible poids maintiennent en moyenne un niveau
élevé, et s’écartent de I'évolution moyenne tandis que les enfants de poids normal

connaissent une diminution du niveau de 0 a 24 mois comme le montre la Figure 27.
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Figure 27 : Evolution du niveau moyen de HLA-G soluble observé chez les enfants

de poids de naissance normal et les enfants de faible poids de naissance
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Tableau 15 : Facteurs associés au niveau de HLA-G soluble de la naissance a 24

mois chez les enfants, Allada : modéles univarié et multivarié

B non B ajusté
Covariables ajusté 95% CI p (multi 95% CI P
(univarié) varié*)
Masculin 0]
Genre oL -4,0 ; 8,2 0.51
Féminin 2.1
FPN Non o
. _5’2 5 1772 0’29
Oui 6
Fievre (ou Non 0
antécédent de . -6,1;5,9 0,98
\ Oui -0,1
fievre)
Infection Non o 0
palustre ala . 0’8 ;14,14 0,03 1,3;14,7 0,02
. Oui 7,5 8,0
visite
. Non (0]
CRP positive . -2,9;7,4 0,39
Oui 2.3
<25 0]
Age maternel 2,9: 0,4 0,31
(ans) >25 3,2
Multigeste
0]
Gestité Primigest -11,9, 5,0 0,42
-3,5
e
. Fon 0]
Ethnies -7,6;7,2 0,96
Autres -0,2
: Non (o)
Infectlo.n . 75:11,8 0,66
placentaire Oui 2,2
0] o)
-1,2;-0,5
87 -10,2 -16,85; -3,5
-1,3; _056
Age de 9 -11,7 -14,2 -20,7;-7,5
I’enfant -1,5;-0,8 103 1073
. 12 -17,6 -20,2 -26,8 ; -13,6
(mois) -1,8;-1,1
18 -23,1 -26,1 -33,0;-19,1
-1,8;-1,1
24 -22.3 -27,7 -34,8 ;-20,7
0
6 7,6 -17,5 ;5 32,7 0,55
Interaction 9 12,4 -11,7 ; 36,4 0,31
FPN-age 15 - - 10.0 6 a5 o 0,06
(enfant) 97 4,0 ;42,7 ’
18 314 54 ;57,3 0,02
24 34,7 9,4 ;59,9 0,007

* le modeéle final contient l'infection au moment de la visite, le FPN, I'dge de I'enfant et 'interaction

FPN-age
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3.2.5 Corrélation mere-enfant
La corrélation entre les niveaux de HLA-G de la mere et de 'enfant a été testée
séparément entre chaque visite, puis de facon globale sur tout le suivi de la grossesse

et des 24 mois.

3.2.5.1 Entre chaque visite

Il existait une corrélation entre les niveaux de HLA-G de la meére a toutes les visites
TPI1, TPI2 et a 'accouchement et chacun des niveaux de ’enfant au cours des 24
mois. (Tableau 16). Cette corrélation entre HLA-G maternel et HLA-G de I’enfant est

toujours positive et varie entre 0,34 et 0,50.

Tableau 16 : Coefficient de corrélation de Spearman entre le niveau de HLA-G

maternel et de 'enfant a chaque visite

Coefficient de San
Spearmann 8 6 mois 9 mois 12 mois 18 mois 24 mois
) cordon
0,34 0,44 0,40 0,48 0,46 0,48
TPI1 (<103) (<103) (<103) (<103) (<103) (<103)
0,37 0,36 0,38 0.41 0,39 0,50
TPI 2
(<10%3) (<10%3) (<103) (<10%3) (<103) (<10%3)
0,39 0,35 0,36 0,39 0,39 0,39
Accouchement
(<103) (<103) (<103) (<103) (<103) (<103)

3.2.5.2 Pendant le suivi global

Afin d’approfondir les analyses de corrélation mere-enfant, nous avons défini des
profils de production de HLA-G soluble (voir « 3.1.10 Stratégie d’analyse » du
chapitre 3). Chez les meéres, le niveau moyen au cours de toute la grossesse est de 12,8

ng/mL (IC95% : 11,2 — 14,4) et chez les enfants, il est de 14,0 ng/mL (IC95% : 12,4 —
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15,7). Les quartiles correspondants a la distribution de HLA-G soluble chez les meres

et chez les enfants sont décrits dans le Tableau 17.

Tableau 17 : Quartiles de la distribution de HLA-G chez les enfants et les meres

pendant tout le suivi de I’étude

Quartiles de la -
distributionde  Méres (grossesse) Enﬁ;ﬁ(t)sis(f 4
HLA-G (ng/mL)
Q25 1,2 2
Q50 9.1 5.9
Q75 19,04 =0

En fonction de ces quartiles, quatre profils ont été créés chez les meres et les enfants

et les niveaux moyens de HLA-G dans chaque groupe sont illustrés dans le Tableau

18.

Tableau 18 : Niveaux moyens de HLA-G dans les profils maternels et de 'enfant

pendant le suivi global

Profil de
. . Enfants
production de Meéres (grossesse) (6-24 mois)
HLA-G pendant le (IC95%) 4
. . (IC95%)
suivli
Tres bas 0,18 (0,11, 0,24) 0,21 (0,13 ; 0,31)
Bas 4,7 (4,25 5,1) 3,9 (3,55 4,3)
Haut 14,7 (14,2 ; 15,3) 12,5 (11,8 ; 13,2)
Tres haut 32,0(27,7;36,3) 33,6 (30,2;36,9)

A partir des ces profils, nous avons réalisé une régression polytonique ordinale
permettant d’obtenir les probabilités pour un enfant d’avoir un profil donné pendant
les deux premieres années lorsqu’il nait d'une mere ayant un certain profil au cours

de la grossesse. Le Tableau 19 montre les résultats des modeles univarié et multivarié.
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En analyse univariée, seul le profil HLA-G de la mere est associé au profil HLA-G de
Ienfant (p<103). Les autres variables maternelles (age, gestité et ethnie, I'infection
placentaire), le faible poids de naissance et le genre de ’enfant ne sont pas associés.
En analyse multivariée, le profil maternel de HLA-G reste significatif : ainsi quand on
passe d’'une mere dont le profil de SHLA-G est « tres bas » a une mere dont le profil
de sHLA-G est « bas », 'OR d'un enfant d’avoir un profil sHLA-G "tres haut" versus
tout le reste est 3,1 (IC95: 1,8 ; 5,4) . Cet OR devient 17,6 (IC95: 9,6 ; 32,5) si la mere
passe de tres bas a tres haut. Ainsi toute augmentation du profil de la mere
s’accompagne d’'une augmentation de «risque » de donner naissance a un enfant
avec un profil élevé. L'enfant de profil « tres haut » a donc une probabilité plus élevé
d’étre né d'une mere de profil « trés haut ». Lors de ’analyse multivariée, 'infection
placentaire redevient significative, indiquant que quel que soit le profil HLA-G
maternel les enfants nés de meres ayant une infection placentaire ont un risque plus

élevé d’avoir un profil HLA-G élevé au cours des 2 premiéres années de vie.
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Tableau 19 : Facteurs associés au profil HLA-G soluble de 6 a 24 mois chez les

enfants, Allada : modéles univarié et multivarié

OR
Covariable OR non ajusté
ajusté 95% CI J . 95% CI p
s (univarié) (multi
varié¥)
Masculin 1
Genre R
Féminin 0,9 0,6;1,3 0,69
Non 1
FPN )
Oui 1,0 0,5;1,9 0,97
Age <25 1
ol >2 1,1 0,8;1,6 o0
(ans) 5 b b b b 754
. Multigeste 1
Gestité o
Primigeste 0,8 0,5;1,4 0,49
. Fon 1
Ethnies
Autres 0,9 0,5;1,3 0,50
Infection Non 1
placentaire Oui 1,36 0,8;2,4 0,28 24 1,3; 4,4 0,006
Trésbas 1 1
- Bas 2,8 1,6 ; 4,8 ,1 1,8 ; 5,
Profil HLA- 4 <1073 3 54 <1073
G maternel Hauts 7,8 4,4 ;13,6 8,3 4,7 ;14,7
Tres hauts 14,5 8,0; 26,3 17,6 9,6 ;32,5

A partir de ce modele multivarié, nous avons déterminé les probabilités pour un
enfant d’avoir un profil de HLA-G soluble donné en fonction de celui de sa mere. Il
apparait clairement que les enfants ont une probabilité plus élevée d’avoir le méme

profil que leur mere (Figure 28, Figure 29, Figure 30 et Figure 31).
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Figure 28 : Probabilité d’avoir un profil HLA-G enfant « trés bas »
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Figure 29 : Probabilité d’avoir un profil HLA-G enfant « bas »
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Figure 30 : Probabilité d’avoir un profil HLA-G enfant « haut »
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Figure 31 : Probabilité d’avoir un profil HLA-G enfant « trés haut »

3.2.6 HLA-G et délai d’infection : modele de Cox

L’association entre HLA-G et I'infection palustre a été recherchée avec un modele de
Cox en analyses univariée et multivariée. Pour chacune des variables, ’hypothese des
risques proportionnels a été vérifiée et cette condition était remplie. Ainsi, en analyse
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univariée, le délai de survenue de la premiere infection palustre chez les enfants
n’apparait pas associé a ’age maternel (p=0,87), la gestité (p=0,95), le schéma du TPI
administré (p=0,07). Il en est de méme pour l'infection palustre placentaire (p=0,61)
et les infections palustres non placentaire prises isolément a chaque visite ou
regroupées sur toute la grossesse. Chez les enfants, le genre et le faible poids de
naissance ne sont pas non plus associés au délai de survenue de la premiere infection
palustre (p=0,16 et p=0,33 respectivement). Seuls le groupe ethnique maternel est
associé avec un délai de survenue plus court chez les enfants nés de meres « Fon »
comparés aux autres (p=0,03), ainsi que le risque environnemental qui lorsqu’il
augmente entraine un risque d’infection palustre plus précoce (p<10-3). Les niveaux
de HLA-G de la mére pendant la grossesse ne semblent pas non plus associés a une
modification du délai d’infection que ca soit au début de la grossesse (TPI1 : p=0,15),
au milieu (TPI2 : p=0,6) ou encore au moment de I’accouchement (p=0,82). Au cours
de I'analyse multivarié, les variables pour lesquelles p<0,20 sont incluses dans le
modele, en plus des variables liées au paludisme et du niveau de HLA maternel. Le
risque environnemental de I’enfant reste significatif avec une augmentation du risque
d’infection précoce pour les niveaux élevés d’exposition. Lors de cette analyse, le
niveau de sHLA-G au début de grossesse (TPI1) apparait significativement associé au
délai de survenue d'une infection palustre chez I'enfant (p=0.01) avec un Hazard
Ratio de 1.02 (IC95 = 1,01 ; 1,03). Pour faciliter I'interprétation de ce résultat nous
avons repris I’'analyse en dichotomisant la variable HLA-G soluble en deux groupes en
fonction de la médiane. Les enfants nés de meres ayant des niveaux de HLA-G
soluble élevés en début de grossesse (TPI1) développent leur premiere infection
palustre plus tot que les enfants dont les meéres ont un niveau faible (Hazard
Ratio=1,6, IC95 (1,01 ; 2,43) ; p=0.04). Les résultats de ces analyses figurent dans le
Tableau 20.
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Tableau 20 : Facteurs maternels ou de I’enfant associés au délai de survenue de la

premiere infection palustre chez I’enfant

Hazard Hazard
Covariables ratio 95% CI p ratio (multi 95% CI P
(univarié) varié*)
Masculin 1
Genre L.
Féminin 0,85 0,7;1,1 0,16
Non 1
FPN ,
Oui 0,8 0,5;1,3 0,33
Risque
environnemental ~ continue 1,3 1,1;1,5 <103 1,3 1,11; 1,48 0,001
d’exposition
Age maternel =25 1 0,99
(ans) >25 1,001 1,01 0,87
- Multigeste 1
Gestiteé o
Primigeste 0,99 0,7; 1,4 0,95
. Fon 1
Ethnies
Autres 0,7 0,6;0,9 0,03
SP 1
TPI MQFD 1,2 0,9;1,6
MQSD 0,9 0,7;1,2 0,07
Infection Non 1
placentaire Oui 1,1 0,7;1,6 0,61
Infection Non 1
palustre a TPI1 Oui 0,9 0,7;1,3 0,63
0 1
Infectfon 1 1,4 0,8:2,4
palustre a TPI2 0,23
2 5,6 0,8 ;40,6
Infection o) 1
palustre 1 1,1 0,8;1,6
périphérique a 0,74
I’'accouchement 2 1,2 0,2;8,5
Bas 1 1
HLA-G TPI1*
Haut 1,2 0,9;1,5 0,15 1,6 1,01; 2,43 0,04
Bas 1
HLA-G TPI2*
Haut 1,1 0,8;1,4 0,6
HLA-G* Bas 1
Accouchement Haut 0,97 0,7;1,3 0,82

* inférieur (supérieur) a la médiane
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La Figure 32 ci-dessous montre I’évolution de la courbe de survie de 0 a 24 mois. Cet
indicateur montre clairement un exces de risque d’infection précoce a partir du 10ieme
mois pour les enfants nés d'une meére ayant un niveau élevé de HLA-G soluble en

début de grossesse.

0.40 0.60 0.80 1.00
| | | |

0.20
|

0.00
|

T
0 5 10 15 20 25

HLA-G bas aTPI1 HLA-G élevés aTPI1

Figure 32 : Evolution de la courbe de survie en fonction des niveaux de HLA-G

maternel a I'inclusion en début de grossesse

La majeure partie de ces résultats ont fait l'objet d'un deuxieme article en cours de
publication dans le journal Plos One et présenté ci-dessous. Il présente les analyses
de I'évolution de HLA-G au cours de la grossesse et chez I’enfant. Les analyses de

survie, quant a elles, feront I’objet d'un troisiéme article, en cours de rédaction.
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Abstract

Human leukocyte antigen (HLA) G is the tolerogenic molecule involved in the
maternal-fetal immune tolerance phenomenon. Its expression during some infectious
diseases leading to immune evasion has been established. A first study conducted in Benin
has shown that the production of soluble HLA-G (sHLA-G) during the first months of life is
strongly correlated with the maternal level at delivery and associated with low birth weight
and malaria. However sHLA-G measurements during preghancy were not available for
mothers and furthermore, to date the evolution of sHLA-G in pregnancy is not documented in

African populations.

To extend these previous findings, between January 2010 and June 2013, 400
pregnant women of a malaria preventive trial and their newborns were followed up in Benin
until the age of 2 years. Soluble HLA-G was measured 3 times during pregnancy and
repeatedly during the 2 years follow-up to explore how sHLA-G evolved and the factors

associated.

During pregnancy, plasma levels of sHLA-G remained stable and increased
significantly at delivery (p<10%). Multigravid women seemed to have the highest levels
(p=0.039). In infants, the level was highest in cord blood and decreased before stabilizing
after 18 months (p<10%). For children, a high level of sHLA-G was associated with malaria
infection during the follow-up (p=0.02) and low birth weight (p=0.06). The mean level of
sHLA-G during infancy was strongly correlated with the mother's level during pregnancy
(=10%, and not only at delivery. Moreover, mothers with placental malaria infection had a

higher probability of giving birth to a child with a high level of sHLA-g (p=0.006).

High sHLA-G levels during preghancy might be associated with immune tolerance

related to placental malaria. Further studies are needed but this study provides a first insight
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concerning the potential role of sHLA-G as a biomarker of weakness for newborns and

infants.

Keywords: sHLA-G, malaria, preghancy, infancy, resemblance

Background

Human leukocyte antigen-G (HLA-G) is a nonclassical HLA class | antigen that differs
from the others HLA class | molecules in its limited polymorphism, its restricted tissue
distribution and its particular expression (1). Alternative splicing encodes four membrane-
bound and three soluble isoforms. The main isoforms present in the plasma are soluble HLA-
G1 and -G5 (2). HLA-G also differs from the HLA class | molecule by exerting inhibitory
functions on immune respeonses (3-5).

The expression of HLA-G during pregnancy and its importance in maternal-fetal
tolerance is well established (6, 7). Indeed, the major physiological role of HLA-G is the
protection of the fetal semi-allograft against lysis by maternal NK cells. The levels of soluble
HLA-G (sHLA-G) are significantly higher in pregnant than in nonpregnant women (8-10).
sHLA-G has been used as a reliable marker for following in vitro fertilization (11, 12) and was
significantly lower in preeclampsia than in normal pregnancy (13). In newborns, studies have
shown that the levels in cord blood are lower than in mothers (10, 14).

The origin of the variability of sHLA-G blood levels is complex and not fully known,
involving genetic mechanisms (13). Until recently, African populations have been
underrepresented in studies despite the greater genetic diversity and heterogeneity observed
across Africa (16). There are currently no data on how sHLA-G evolves during pregnancy in

African populations except one study with data available only at delivery for mothers. A
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strong positive correlation between sHLA-G levels in mothers at delivery and children has
been highlighted, and high levels of sHLA-G in children appeared to increase the malaria risk
and are associated with low birth weight (LBW) (17}, which is highly correlated with neonatal
morbidity and mortality (18, 19). Unfortunately, gestational information was not available in
this first study and it seemed important to account for the course of pregnancy.

In case of malaria infection of the placenta an immune tolerance phenomenon has
been described as responsible for the higher susceptibility of newborns to malaria infection
during the first months of life (20-22). Due to the important role of HLA-G in immune
regulation and immune tolerance and to its strong expression during preghancy, the potential
association between sHLA-G during the whole pregnancy, and not only at delivery and
malaria needs to be explored.

In the current study involving pregnant women, our aim was to explore the
mother/child resemblance and to confirm or not the association between malaria, LBW and

sHLA-G level.

Material and methods

Study design and follow-up
The present follow-up is part of a study concerning 1,183 human immunodeficiency virus
(HIV)-negative pregnant women participating in Malaria in Pregnancy Preventive Alternative

Drugs (http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00811421), a randomized trial of intermittent

preventive treatment (IPTp) with either sulfadoxine-pyrimethamine or mefloquine. The first
400 infants born to these women were enrolled from January 2010 to June 2011 and
followed throughout the first 2 years of life (23, 24). Twin pregnancies, stillbirth, or fetal
abnormalities were excluded (<1%). Women were included before the end of 28 gestational
weeks (GW) and two doses of IPTp were administered at antenatal visits (ANVs). Between

ANVs, women had to attend the health centre for all health complaints. Women were

5



116

117

118

119

120

121

122

123

124

125

126

127

128

129

130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

examined and a questionnaire completed. At inclusion, sociodemographic information,
socioeconomic characteristics, reproductive and medical history were collected.

Three blood samples were collected during scheduled ANVs (before IPTp) for plasma sHLA-
G measurement and malaria diagnosis. After delivery, a placental blood smear was used to
assess placental malaria. Malaria infection was defined as the presence of
asexual Plasmodium falciparum parasites in a blood smear.

Newborns were followed from birth to 24 months. At 6, 9, 12, 18 and 24 months, children
were visited and clinically examined, and anthropometric data were collected. Children were
regularly visited, a medical questionnaire was filled out and a systematic thick blood smear
(TBS) was performed to search for asymptomatic malaria. Mothers were invited to visit
health centres with their child if there was any health problem and in case of fever or history
of fever, a rapid diagnosis test (RDT) was performed. A malaria attack was defined as an
axilary temperature greater or equal to 37.5 (or history of fever) and a positive RDT. Cord
blood was sampled at birth, peripheral blood at 6, 9, 12, 18 and 24 months, and the same

tests as in mothers were performed. All the medications prescribed were free of charge.

Soluble HLA-G quantification

Soluble HLA-G was quantified using MEM-G/9 (25), which recognizes the most abundant
soluble isoforms (sHLA-G1, -G5) and anti-human B2-microglobulin as capture and detection
antibodies, respectively (26). All incubation steps were performed at room temperature and
followed by four washes using washing buffer (H20, PBS 1X, 0.1% Tween20). The plates
were incubated for 30 min with the substrate (Tetramethyl benzidine, Sigma Aldrich, USA)
and absorbance was measured at 450 nm after adding HCL (1 N). Total sHLA-G levels were
determined from a five-point standard curve (12.5-200 ng/mL) using dilutions of calibrated
HLA-G5 purified from M8-HLA-G5 cell line culture supernatant, and the results were
expressed as ng/mL. The limit of detection is ~1 ng/mL. The methodology toc measure HLA-G

using ELISA has been validated (25).
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Ethics

The study protocol was approved by the Comité Consultatif de Déontologie et d'Ethique
(CCDE) of the Institut de Recherche pour le Développement (IRD, France) and the Ethics
Committee of the Faculté des Sciences de la Santé de Cotonou (Benin). Before inclusion,
the study was explained in the local language and consent was cbtained. In the case that the
woman could not read, an impartial witness was involved in the process. In addition to the
assent of minors, consent was obtained from the parents or legal guardians. Women were

free to interrupt their participation at any time.
Definition of variables

The outcome variable was the level of sHLA-G in mothers and infants, used as a quantitative
variable. To study mother/child resemblance, the mean level of sHLA-G was calculated
throughout the pregnancy for women and during follow-up for infants. The cord blood level
was not included in the mean calculation. Every woman/infant pair was classified as
belonging to one of the four quartiles of the mean distribution depending on their mean level
(ng/mL). The quartiles allowed us to define the sHLA-G profile for each individual. For
mothers the profiles (P) were: very low (P1<1.19), low (1.19<P2<9.11), medium high
(9.11<P3<19.05) and high (19.05<P4); for children: very low (P1<1.34), low {1.34<P2<7.21),

medium high (7.21<P3<18.43) and high (18.43<P4).
The following covariates were used:

- For mothers: women’s age, ethnicity (Aizo, Fon, and others), newborn's gender and

birth weight, parity, GW, placental and peripheral malaria infection during follow-up;

- For children: birth weight, prematurity (€37 GW), age, gender, height, ethnicity, fever,
CRP (C-reactive protein), maternal age, parity, maternal malaria (placental or

peripheral) and malaria infection of children.
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Statistical analysis

Data were analyzed with Stata® Software, Version 12 (StatCorp LP, College Station, TX,

USA). Mothers and children were analyzed separately.

For mothers, the three sHLA-G measurements were not considered as classical repeated
measurements (IPTp administration for the first two ANVs and delivery at the third visit).
Therefore, the effects of covariates on the sHLA-G level at each visit were explored
separately using a Tobit regression model, a censored regression model, to account for the
truncated values generated by the sHLA-G detection limit (27, 28). The evolving sHLA-G
level at each gestational month was compared using a Kruskal-\Wallis test with Bonferroni
correction. For children, systematic scheduled visits are not independent and the data
presented a hierarchical two-level structure, where sHLA-G measurements (level 1) were
clustered within children (level 2). Hierarchical mixed Tobit regression models were used for
univariate and multivariate analyses (29). Lastly, mother/child resemblance was explored
using the sHLA-G profiles as outcome. Since the profiles were ordered from “very low” to

“very high,” an ordinal logistic regression model was used.

All factors with a p-value <0.20 during univariate analyses and other interesting factors were

included in the multivariate step. Statistical significance was set at p<0.05.

Results

The women’s mean age was 25.9 years (95% confidence interval [25.4-26.4]; range, 18—
42). The first ANV occurred before 28 GW and 15.7% were ptimigravid. Throughout the
follow-up, 27.7% of women developed peripheral malaria and 10.9% had placental malaria at

delivery.
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The mean birthweight was 3033.92 g [2992.50-3075.33], 9.05% had a LBW, and 14 children
were preterm. During the study, 12.16% of children developed a malaria infection between 6

and 24 months. There is no infection at birth in newborns.

The general characteristics of the study population are presented in Table 1.

Table 1. Characteristics of women and newborns in Allada, 2007-2010

Mothers (n=400) Newborns (n=400)
Age 25.92 years Birth weight 3033.92g
Schooling 29.75% (117) Low birthweight 9.05% (36)
Ethnicity Prematurity 10.00%  (40)
Alzo 69.50% (278)
Fon 20.75% (83) Gender
Others 9.75% (39) Female 53.00% (212)
Male 47.00% (188)
Previous
pregnancies
0 15.75% (B3)
1 20.75% (83)
2 1475% (59)
3 17.25% (69)
4 10.00% (40)
=5 21.50% (886)
Married 97.75% (391)
Primigravidae 15.75%  (B63)
IPTp ©
SP 34.50% (138)
MQFD 35.50% (142)
MFSD 30.00% (120)
Placental malaria 10.75%  (43)

Health center
Aftogon 24.00% (96)
Sekou 76.00% (304)

) Two molecules were used for IPTp according to the protocol of the MIPPAD study: Sulfadoxine-pyrimethamine
(SP: 1500/75 mg) and Mefloquine (MQ: 15 mg/kg), which is given once as a full dose (MQFD) or split over 2 days
(MQSD).

Evolution of soluble HLA-G in pregnancy

Blood was sampled in 85% of mothers for the three ANVs, and 98% were sampled at least
twice. sHLA-G was described by month of pregnancy after grouping the first 3 months

9
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(Figure 1). The sHLA-G level remained stable during pregnancy and increased significantly

at delivery (p<109).

At the first ANV, univariate analysis showed that multigravid women had a higher sHLA-G
level (p=0.036) than primigravid women. The sHLA-G level seemed lower in women who
took mefloquine for IPTp (p=0.05) and those with placental malaria (p=0.04). In contrast,
there is no effect of age, peripheral malaria, foetus gender and LBW. In multivariate analysis,
gravidity and IPTp remained significant (p=0.039 and p=0.05, respectively), but the

association of sHLA-G with placental malaria became marginally significant (p=0.07).

At the second ANV, previous associations were no longer significant. However, the oldest

women (>25 years) had a higher sHLA-G level than the youngest (p=0.009) (Table 2).

10



215  Table 2. Factors associated with sHLA-G level in pregnancy: regression of Tobit (univariate and multivariate).

216 Covariates ANV 1 {IPT1) ANV 2 (IPT2) Delivery
P Adjusted P p Adjusted p P Adjusted P
B B B
B 13 63
Age = 25 years 0 0 0 0 0 0
0.006 0.009

>25years 327 O 118 oe 586 558 095 984 o5 068

Ethnicity Fon Q 0 Q 0 Q 0
Others 087 97 455 OS54 25 083 g4y 08 03 9% 4o 08

Gender Male 0 0 0 0 0 0
Aol 100 0% _ges 076 473 04 g9 087 S B ey

Primigravidity No 0 0 0 0 0 0]
Yes -6.17 0.008 -6.04 0.039 =317 020 -0.29 .23 -1.42 52 0.59 05

1T SP + MQFD 0 0 0 0 0 0

0.0: 0.

MQSD -438 d o = s szl 2 ooy 088

Placental Mo 0 Q Q 0 0 v
infection Yes -6.92 0.04 -6.16 0.07 -4.78 017 =3 039 =13.0 0.08 -13.5 0.07

Paripheral No 0 0 0 0 0 0
malaria Yes 125 067 o5 032 g2 97 sE e -g23 0% 5,5, 086

LBW Mo 4] 0 4] 0 4] 0
Yes 4,09 013 -4,25 224 -2.08 0.8 -3.93 0.31 1285 an 13.54 0.08¢

183
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At delivery, there was no significant association. Women giving birth to a LBW newborn had
a higher sHLA-G level and women with placental malaria had lower levels, but the

differences were marginally significant (p=0.086 and p=0.07, respectively) (Table 2).

Soluble HLA-G during infancy

Blood was collected for 373 newborns, 311 with at least three samples. The level was

highest in cord blood, and decreased until 18 months (p<10% (Figure 2).

There was no significant association between gender, birth weight and sHLA-G level.
Mothers’ malaria infection (placental or peripheral) was not associated with the children’s
sHLA-G level. In contrast, children infected by malaria at least once during the follow-up had
a higher sHLA-G level (p=0.02) (Table 3). We identified an interaction between age and LBW
showing that children with LBW had higher sHLA-G levels and a different evolution during

the first 24 months of life (p=0.086) (figure 3).

Table 3. Factors associated with sHLA-G level in infancy: regression of Tobit

{univariate and multivariate mixed models)

Covariates B p Adjusted p
Gender M 0 0.51 0 0.44
F 2.06 2.65
LBW No 0 0.29 0 0.25
Yes 6.001 -10.92
Fever No 0 0.98 0.78
Yes -0.08 -0.82
Malaria No 0 0.03 0 0.02
infection Yes 7 45 - 790 -
Positive CRP No 0 0.39 =
Yes 2.26 . '
Maternal age < 25 years 0 0.31 0 0.19
> 25 years 3.23 4.96
Primigravidity No 0 0.42 0 0.92
Yes -3.47 =[S
Ethnicity Fon 0 0.96 0 0.81

12
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243

Others -0.2 -0.99

Placental No 0 0.66 0 0.25
malaria Yes 217 6.34
Age (months) 0 0 0
6 -8.67 -10.16
9 -11.69 103 -14.12 103
12 -17.65 -20.25
18 -23.07 -26.07
24 -22.27 -27.75
LBW*Age 0 0
{months} 6 76
(interaction)
9 12.36 0.06
12 19.04
18 31.39
24 34.68

*The final multivariate model contains LBW, malaria infection, age and LBW*Age

Mother/child resemblance

As described above, the sHLA-G level in children is correlated with their mother's level.
There were a strong correlation (p<10%) between each mother's cross-sectional
measurement and her child’s levels throughout the follow-up (Table 4) and an association
between the mother’s profile and her child’s mean sHLA-G level during the follow-up (p<10
%). Children born to a mother with very low profile had the lowest level, whereas children born

to a mother with very high profile had the highest mean sHLA-G level.

Table 4. Correlation between mothers’ and children’s levels of soluble HLA-G

(Spearman’s rho).

Sp?ﬁg?;n = Cord blood 6 months 9 months 12 months 18 months 24 months
ANVA 0.34 0.44 0.40 0.48 0.46 0.48
(10-%) (109 (109 (109 (109 (10%)
ANV2 0.37 0.36 0.38 o.M 0.39 0.50
(10-9) (10-9) (10%) (109 (10:%) (10:%)
Delivery 0.39 0.35 0.36 0.39 0.39 0.39
(103 (103 (109 (109 (10%) (103

13
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Using multinomial ordinal models, a mother belonging to a certain profile had a significantly
higher probability of giving birth to a child belonging to the same profile (Figure 4).
Furthermore, the odds ratio for giving birth to a child with a “very high” profile versus all
others was strongly associated with the increase in the mothers profile (p<10%). For an
increase in the mother’s profile from “very low” to “low”, this OR was 3.05 (CI95 = [1.75-
5.31]). The OR was 17.59 (CI95 = [9.54-32.41]) for an increase from “very low” to “very high”
(Table 5). The OR for giving birth to a child with a very high profile for a mother with placental
malaria, adjusted on the mother’s profile, was 2.39 [1.29—-4.45] compared to a mother without

placental infection (Table 5).

Table 5. Maternal factors associated with the probability to belong to a high sHLA-G

profile in infancy: ordinal multinomial regression.

Variable OR 85 Confidence interval P
Mother's sHLA-G profile*
Very low 1
Low 3.05 [1.75-5.31] <103
High 8.28 [4.68—14.67] <103
Very high 17.59 [9.54-32 41] <103
Placental malaria infection
No 1
Yes 2.39 [1.29—4.45] 0.006

* Odds ratio of giving birth to a child with very high profile for a mother with low, high and very
high profile compared to a mother with a very low profile

Discussion

The present study is the first conducted in an African population describing the physiological
evolution of the sHLA-G level during preghancy. This work complements a study conducted
in Benin that found a strong correlation between maternal sHLA-G level at delivery and
children’s levels during the first years of life as well as an association between the infant’s
level and LBW and malaria (17). However, in this study mothers were included at delivery

and pregnancy data were not available. Associations between both malaria and LBV and the

14
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infant's sHLA-G level were confirmed here. Furthermore, the correlation between the
mother's and the child's sHLA-G levels was reinforced since we showed that the child’s level
throughout the follow-up was correlated with its mother’s level at each measurement. Finally,
mothers with placental malaria gave birth to children with high sHLA-G profile during infancy.
This result is consistent with the fact that the immune tolerance described in case of
placental malaria could be correlated with sHLA-G levels and that placental malaria might be
considered a marker of a more complex phenomenon involving the tolercgenic molecule

HLA-G.

The analysis of how the sHLA-G level evolved showed that it remained stable but increased
considerably at delivery. |In different populations, Hunt et a/. and Klitkou ef a/. found that the
sHLA-G level increased in early pregnancy and decreased later (10, 14). In the first study,
the majority of samples were collected during the first trimester and differences in levels
during the first, second and third trimesters were not significant (10). Moreover, only 22
women out of 129 were sampled more than once. In the second study, sHLA-G levels were
significantly higher at 20 GW than at term, after 37 GW, without indicating the time between
the last sampling and delivery (14). Another study concluded that sHLA-G level is constant
with a peak in the third month (8). However, in this study the sHLA-G levels of pregnhant
women were compared to non-preghant women. Nevertheless, the main difference between
these previous analyses and our results comes from the population and its behaviour. It has
been described that in rural Africa pregnant women reach the maternity clinic late, and most
often labour is already advanced (30). Yet, Knafel ef al. showed that the progression of
labour is associated with a continuous and significant increase in the sHLA-G plasma level
(31). In 2009, Rizzo et al evaluated the effect of labour on the plasma sHLA-G levels by
measuring sHLA-G5 in 43 women at 3 times: during the 3™ trimester, at labour and at 2
years postpartum. They found that sHLA-G was significantly increased during labour in
compatrison with the others times (32). The elevation of the protein could be associated with

the stress induced by labour and be part of a cascade reaction leading to foetal expulsion.
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Another important difference is the genetic origin of the population. It is now accepted that
African populations differ from Caucasian populations in their greater genetic diversity and
heterogeneity (16), and these differences could influence the variability of sHLA-G levels (15,
33, 34). The particular role of HLA-G in immunity and the competing needs to maintain both
maternal and foetal immune tolerance and an efficient host immune response make this
gene a potential target for selection. This phenomenon has been recently demonstrated in
African populations including a Beninese population, highly exposed to multiple infectious
agents (35). This multiplicity of exposure to various infections represents another potential

difference between our population and Caucasian groups.

At the beginning of pregnancy, multigravid women have higher sHLA-G levels than
primigravid women and sHLA-G increases gradually with the number of pregnancies (data
not shown). It could be that multigravid subjects produce more HLA-G and have a better
aptitude for acceptance of semiallogenic foetal tissue. In other studies, a gravidity effect was
not found (8, 14), but here again Caucasian and African populations differ since in our study
approximately 50% of the women had had at least three pregnancies before the study. The
low level of sHLA-G in primigravid women is consistent with the fact that preeclampsia, more
prevalent in first-time pregnancies, has been found frequently associated with a decreased

level of soluble HLA-G (36).

Malaria infection (placental or peripheral) in mothers has no effect on the sHLA-G level
throughout pregnancy. This might be due to the substantial increase of sHLA-G in
pregnancy, which could result in not detecting a malaria effect. It is noteworthy that pregnant
women received two supervised doses of Intermittent Preventive Treatment against malaria,
as recommended by WHO in all endemic areas, and that both the incidence of clinical
malaria and parasitemia were low, for all IPT groups (24). However, in infancy, the
association between high levels of sHLA-G and malaria infection was confirmed. It has

recently been shown that not only high levels of sHLA-G could increase the risk of
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developing a malaria attack, but also that the presence of malaria infection at sampling is
associated with high sHLA-G levels (17). During HIV or hepatitis infections, patients have
higher sHLA-G levels, and it has been suggested that these levels contribute to immune
evasion of virus by inducing immune tolerance (37, 38). We could hypothesize that a similar
phenomenon occurs during malaria. P. falciparum could upregulate the HLA-G secretion by
stimulating cytckines such as IL-10 and IFN-vy, which are well-known HLA-G inducers. HLA-G
inhibits the function of T, NK, dendritic cells, neutrophils and B cells through direct interaction
with ILT2 and/or ILT4 receptors. Notably, sHLA-G is a negative regulator of B cells leading to
antibody secretion inhibition in a mouse model (39). It has long been recognized that
antibodies play a pivotal role in anti-malarial protection (40). Consequently, the inhibition of
IgG specifically directed against P. falciparum mediated by HLA-G may allow the parasite to
escape the immune system and be responsible for higher susceptibility to infection. We have
shown recently that high level of sHLA-G is associated with a higher probability to develop a
malaria attack in the following weeks but also that the presence of malaria infection can
increase sHLA-G that could lead to immune evasion (17, 41). Overall, the results underline
the complexity of the association between HLA-G and malaria and need further experimental

exploration.

The association between HLA-G and LBW shows that the evolution of sHLA-G during the
first 2 years of life strongly differs between LBW children and others. LBW is correlated with
infants’ morbidity and mortality (18, 19) and this result is consistent with our previous finding
that some children could have particular trajectory of sHLA-G during infancy (41). The
present result strengthens the hypothesis that the susceptibility of LBW children to infections
could be associated with high sHLA-G levels (17), and that infants with LBW could have a

particular mechanism of HLA-G regulation.

Our results also confirmed the strong correlation between the mother's sHLA-G levels at

delivery and the cord blood level (17). Comparable findings were described by Klitkou et al.,
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even though the sHLA-G level in cord blood was lower than at term (14). However, since
repeated measurements were available for both women and infants, mother/child
resemblance was explored more precisely. It was shown that not only does a mother/child
correlation exist at delivery, but also that each mother's measurement was correlated with
each measurement in her child. Moreover, it was also demonstrated that a mother
harbouring a sHLA-G profile during pregnancy has a higher probability of giving birth to a
child with a similar profile. This kind of resemblance could obvicusly be due to a shared
family environment and behaviour. However, a genetic or epigenetic origin must also be
discussed. Indeed, even though the genetic control of sHLA-G secretion is complex (15, 33),
it has recently been shown that there is an association between combined feto-maternal

HLA-G genotypes and the sHLA-G level (42).

Mother/child resemblance could have consequences from a public health point of view. If it is
confirmed that high levels of sHLA-G are associated with LBW and a higher risk for malaria
(or more generally for infections), the mother's sHLA-G level during pregnancy could be a

useful bicmarker of frailty in children before delivery.

It is accepted that children born from placental malaria are more susceptible to malaria
during infancy, suggesting that this could stem from immune tolerance (21, 43, 44). Such
children are not only more susceptible to malaria but also to non-malaria fevers (45),
emphasizing the fact that immune tolerance could imply immunity in a more general manner
besides specific immunity to malaria. In that sense, placental malaria could just be a
biomarker of this more complex phenomenon. These results, showing that mothers with
placental malaria have a significant probability of giving birth to a hewborn with high levels of
sHLA-G during infancy, possibly making the child more susceptible to infections, strongly
support this hypothesis and could have important consequences from a public health point of

view.
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Figure captions

Figure 1. Mean soluble HLA-G level in preghancy.
Figure 2. Mean soluble HLA-G level in infancy (p<103).

Figure 3. Predicted evolution of sHLA-G from birth to 24 months for low birth weight

versus normal birth weight children.

Figure 4. Mother/child resemblance: probability of newborn to have a profile according

to the mother profile.
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Chapitre 3 : Discussion

Les objectifs de ce travail étaient, d'une part d’étudier 1’évolution de HLA-G soluble
au cours de la grossesse et chez 'enfant au cours des premieres années de vie et les
différents facteurs associés et, d’autre part de poursuivre 1’étude de I’association entre
la molécule HLA-G et le paludisme. Dans cette derniére partie, nous allons tout
d’abord résumer les principaux résultats obtenus de nos deux études, puis apres une
comparaison des deux études et de certains points de méthodologies, nous

discuterons les principaux résultats.

Certains de nos résultats concernant I’accouchement et le jeune enfant sont cohérents
entre nos deux études et peuvent étre résumés indépendamment de I’étude. Ceux
concernant I’évolution de HLA-G soluble au cours de la grossesse ne concernent que
la seconde cohorte avec le suivi des femmes enceintes. Enfin les résultats sur les
ressemblances meres et enfants au moment de I'accouchement sont issus des deux
études mais la seconde cohorte a permis de pousser ’exploration en s’intéressant a
cette ressemblance entre le niveau des meres au cours de la grossesse et celui des

enfants pendant deux années.

Chez les enfants, malgré une évolution différente, nous montrons une association
entre le niveau de HLA-G et l'infection palustre d'une part et le faible poids de
naissance d’autre part. Dans les deux cas ces associations vont dans le sens de
niveaux plus élevés de HLA-G en cas de paludisme et en cas de faible poids de
naissance. Nos résultats sur la premiere étude montrent la complexité de 1’association
avec le paludisme et sont compatibles avec ’hypothese qu’il existe différents groupes

d’enfants avec des évolutions particulieres. Dans les deux études nous ne mettons pas
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en évidence d’association directe entre I'infection palustre placentaire et le niveau de
HLA-G soluble chez la mére pendant la grossesse ou chez I’enfant. Par contre, dans la
seconde étude nous montrons que les femmes avec une infection placentaire donnent
plus volontiers naissance a des enfants avec des profils de HLA-G élevé durant les 2
premieres années de vie. Ces résultats soulignent la complexité de cette relation sur
laquelle nous reviendrons. La ressemblance entre les niveaux de HLA-G solubles des
meres et des nouveau-nés a ’'accouchement est confirmée dans les deux études et, de
plus, nous montrons dans la seconde cohorte que cette ressemblance mere-enfant
concerne également les niveaux de la mere au cours de la grossesse et ceux de son
enfant durant ses 2 premieres années de vie. Enfin, nous mettons en évidence qu'un
niveau élevé de HLA-G soluble en début de grossesse est associé avec un délai de

survenu d’un premier acces palustre plus court chez ’enfant.

Avant de discuter ces résultats, nous allons nous intéresser a la comparaison des deux

études en termes de population et de protocole de suivi.

1. Comparaison des deux études et

méthodes d’analyses

La premiere étude réalisée a Tori-Bossito a consisté en un suivi de 165 femmes
enceintes et de leurs enfants pendant 12 mois. La deuxieme étude, quant a elle s’est
déroulée a Allada et a permis le suivi de 400 femmes enceintes et de leurs enfants de

0a2ans.

Elles se sont déroulées dans deux communes voisines ayant de fortes ressemblances

en termes de transmission palustre avec un méme indice d’inoculation
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entomologique. Cependant, les caractéristiques et le déroulement des études different

en plusieurs points :

les femmes enceintes dans I’étude Tori-Bossito étaient recrutées au moment de
I’accouchement et n’ont été vues qu’a cette seule visite dans I’étude. Toutes les
données relatives au déroulement de la grossesse n’ont donc pas pu étre
collectées. Certaines informations, telles que la prise de médicaments (TPI)
ont pu étre renseignées de maniere déclarative. Par contre, I'information
n’était pas disponible a propos des pathologies survenues au cours de la
grossesse, notamment les infections palustres et aucun prélevement n’a pu étre
fait avant I'accouchement. Dans I’étude Tolimmunpal, les femmes étaient
incluses en début de grossesse pour la plupart et suivies jusqu’a
l’accouchement. Le déroulement de la grossesse était résumé en trois visites
principales au cours desquelles une infection palustre a été recherchée. En cas
de survenue d’'un probléeme de santé entre ces différentes visites les femmes
étaient vues en consultations.

Le suivi des enfants n’était pas non plus le méme. Dans la premiere étude, le
suivi était actif durant 12 mois avec 5 principales visites systématiques (0, 3, 6,
9, 12 mois) et des visites mensuelles intermédiaires avec une recherche
systématique d’infection palustre. En plus de ce suivi les enfants étaient vus
une fois par semaine par des relais communautaires qui contrélaient
systématiquement la température a la recherche d’'une infection. Un test de
diagnostic rapide (TDR) était fait en cas de température >37,5°C. Dans la
deuxieme étude, le suivi est plus long, étalé sur 24 mois, mais les données
n’ont pas été collectées de la méme maniere sur ’ensemble du suivi. Au cours

de la premiére année, 4 visites systématiques étaient prévues (o, 6, 9 et 12
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mois) et il n’y a pas eu de visite 3 mois apres la naissance. Les enfants étaient
suivis uniquement passivement en consultation en cas de probléme de santé. A
partir du douziéme mois, le suivi s’intensifie avec en plus de 2 nouvelles visites
systématiques (18 et 24 mois) des visites bimensuelles. Au cours de ces visites,
une recherche active de paludisme par contréle systématique de température
était effectuée et un TDR réalisé en cas de température > 37,5°C. Une fois par
mois une goutte épaisse était réalisée de maniere systématique. Le suivi au
cours de la deuxieme année dans I’étude Tolimmunpal est semblable a celui de

la premiere année dans I’étude Tori-Bossito.

Ces différences de suivi, imposées par le protocole de I’essai clinique MIPPAD, ont-
elles pu entrainer des biais ? Dans la mesure ou ces différences concernaient
I’ensemble des enfants de cette cohorte et n’étaient pas ciblées sur une caractéristique
particuliere nous ne pensons pas que nos résultats présentent de biais systématique.
D’autre part la similitude des résultats concernant I’association entre HLA-G soluble
et le paludisme nous conforte dans ce sentiment. Enfin, la variable modélisant le
risque entomologique de transmission du paludisme était disponible dans les deux
études et pour tous les enfants. Dans la mesure ou cette variable était tres fortement
associée au risque de paludisme nous pensons que son utilisation a permis de
compenser les probables infections passées au travers de notre surveillance, y
compris lorsque celle-ci était tres active (Cottrell, Kouwaye et al. 2012, Dechavanne,
Sadissou et al. 2016). Par contre, le résultat obtenu sur le délai de premiére infection
(modele de Cox) est peut-étre influencé par le changement des modalités de suivi de

la seconde cohorte a partir du 12i¢me mois de vie.
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- En dehors du suivi, une autre différence se situe dans la constitution des
échantillons. L’échantillon de Tori-Bossito, constitué de 165 couples
mere/enfant, comporte un tiers de femmes ayant une infection palustre
placentaire a I’'accouchement avec pour chacune deux témoins n’ayant pas
d’infection placentaire. La proportion d’infection placentaire, tres élevée par
rapport a celle en population générale fait que cet échantillon reste particulier
et non représentatif de la population générale. Il offre par contre une tres
bonne population pour I’étude de I'effet de I'infection placentaire sur HLA-G.
Ici encore la similitude des résultats entre les deux cohortes nous confortent
quant a nos conclusions, méme si, comme nous le verrons plus tard
lassociation entre infection placentaire et HLA-G est probablement tres
complexe. Par contre 'étude Tolimmunpal était constituée d'un plus grand
nombre d’individus et ses caractéristiques se rapprochent beaucoup plus de

celles de la population générale.

Le dernier point sur lequel difféerent ces deux études dans notre travail, repose sur les
méthodes d’analyses et les modeles utilisés. Différentes approches ont été utilisées
pour les analyses. Nous ne reprendrons pas ici toutes les méthodes notamment les
plus classiques mais nous allons revenir sur certains choix que nous avons faits

comme par exemple celui d’'une analyse en classe latente.

Qu’apporte cette stratégie d’analyse par rapport aux modeles mixtes ? i) L’analyse par
classes latentes est une approche qui permet d’identifier au sein d’'une population des
individus qui partagent des caractéristiques et de les répartir en plusieurs groupes.
Ainsi les individus au sein d’'une trajectoire se ressemblent plus entre eux qu’ils ne
ressemblent aux individus d’une autre trajectoire. Cependant, nous restons dans le

domaine des statistiques, et il n’est pas raisonnable de parler de groupes « distincts »
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qui pourraient étre définitivement « caractérisés » précisément en se basant sur
certains caracteres, chaque enfant ayant une probabilité d’appartenir a I'une et a
lautre des classes. Cette méthodologie est largement utilisée en criminologie, en
psychiatrie, en économie (Barker, Seguin et al. 2007, Bernat, Erickson et al. 2008,
Hoeve, Blokland et al. 2008). La sélection du nombre de trajectoires dans ce type
d’analyse n’est pas du tout subjective et a reposé en un premier temps dans notre cas
sur des criteres statistiques (le BIC), le pourcentage de sujets dans chaque trajectoire
et la stabilité des groupes apres introduction des covariables. ii) cette méthode
permet également d’étudier si I’effet d’'une covariable est identique ou non au sein de
chaque trajectoire, un effet différent traduisant en quelque sorte une interaction entre
cette variable et le groupe d’appartenance. Ici nous ne montrons pas ce type
d’interaction. iii) Une autre différence entre cette méthode et les modeles mixtes est
la possibilité d’étudier leffet prédictif dun certain nombre de variables sur la
probabilité d’appartenir a I'une ou l'autre des trajectoires identifiées. Dans notre
analyse nous avons montré que le niveau de HLA-G dans le sang de cordon était
prédictif de I'appartenance des enfants a la classe la plus haute ou intermédiaire par
rapport a la classe basse. Ces différents résultats soulignent que ’analyse par classes

latentes présente certains avantages par rapport aux modeles hiérarchiques mixtes.

Dans la seconde cohorte nous avons procédé chez les femmes enceintes a des
analyses transversales pour ’étude des facteurs associés au niveau de HLA-G soluble
au cours de la grossesse. L’alternative a ce choix d’analyse aurait été un modele mixte
prenant en compte la non indépendance des données chez une méme femme. Etant
donné les aspects tres particuliers de ces visites (administration du TPI et d’autres
soins) et surtout le fait qu’elles survenaient parfois a des moments de la grossesse tres

différents d’'une femme a l'autre pour une méme visite (les visites TPI1 et TPI2
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s’étalent selon les femmes sur plusieurs semaines) n’est pas physiologiquement
anodin pour une femme enceinte. Nous avons donc décidé de considérer ces passages
de maniere transversale. Le choix dune régression de Tobit nous a malgré tout
permis de tenir compte de la nature censurée de la variable « niveau de HLA-G »,
censure en lien avec le seuil de détection de la méthode de dosage. Chez les enfants, le

méme modele de Tobit a été utilisé mais cette fois-ci un modeéle mixte a été utilisé.

Il est classique et inévitable dans ce genre d’étude longitudinale longue d’avoir des
perdus de vue et des données manquantes. Dans la premiere étude, il n'y avait
quasiment pas de données manquantes, ce qui n’a pas été le cas de la seconde
cohorte. Chez les meres de cette cohorte, la majorité des données a été enregistrée et
seulement 6% de données manquaient. Chez les enfants par contre, elles étaient plus
nombreuses. A la fin de la premiere année, 76 enfants étaient sortis de I'étude
Tolimmunpal pour diverses raisons présentées sur la Figure 33.Nous avons comparé
les caractéristiques des individus concernés a celles de I'échantillon de départ
(Tableau 21). Dans ce sous-échantillon sorti d’étude a 12 mois, les caractéristiques
sont comparables a celle de I'échantillon de départ, mais la proportion de 'infection
placentaire est plus faible (6,7% contre 10,7%) alors que la proportion de faible poids
de naissance est plus importante (13,3% versus 9%). Cette diminution de la
prévalence de FPN pourrait intervenir dans I'effet de cette variable sur le niveau de
HLA-G que nous mettons en évidence dans cette cohorte. Nous en reparlerons. A la
derniere visite de 24 mois, 189 enfants étaient absents. Mais malgré cette absence, les
enfants ne sont pas totalement exclus des analyses et les données des visites qu’ils ont

réalisées sont prises en compte dans nos analyses.
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m Déces ® Migration ou déménagement = Perdus de vue ® Refus

Figure 33 : Répartition des enfants sortis de I’étude Tolimmunpal apres 12 mois de

suivi
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Tableau 21 : Comparaison des caractéristiques des enfants perdus de vue a 12 mois

dans I’étude Tolimmunpal a I’échantillon de départ

Caractéristiques des
sorties d’études a 12

Caractéristiques de

Population Variables . I’échantillon total
mois (n=400)
(n=76)
Meres (75) Age (années) 25,2 (écart-type = 4,8) 25,9 (écart-type = 5,4)
Gestité Primigestes : 11 (14,7%) Primigestes : 63 (15,75%)
estité
Mutligestes : 64 (85,3%) Mutligestes : 337 (84,25%)
Oui : 43 (10,7%)
. Oui: 5 (6,7%)
Infectlo'n 0 Non : 353 (88,25%)
placentaire Non : 70 (93,3%) o
Non renseigne : 2
Aizo : 59 (78,7%) Aizo : 278 (69,5%)
Ethnies Fon :7(9,3%) Fon : 83 (20,75%)
Autres : 9 (12%) Autres : 39 (9,75%)
SP : 33 (44%) SP : 138 (34,5%)
Schéma du TPI MQFD : 22 (29,3%) MQFD : 142 (35,5%)
MQSD : 20 (26,7%) MQSD : 120 (20,0%)
10,6 ng/ml 10,1 ng/mL
HLA-G a CPN1 8/ 8/
(écart-type : 17,08) (écart-type : 13,6)
,6 ng/ml 10,6 ng/mL
HLA-G a CPN2 9.6 ng/ g/
(écart-type : 15,5) (écart-type : 14,0)
HLA-G 13,6 ng/ml 17,3 ng/mL
accouchement (écart-type : 16,2) (écart-type : 34,6)
Enfants Poids de 3019,7 g 3033,9
(75) naissance (g) (écart-type : 540,8) (écart-type : 420,4)
Faible poids de Oui : 13,3% (10) Oui : 9,0% (36)
naissance Non : 86,7% (65) Non : 91,0% (364)
Filles : 56% (42) Filles : 53,0% (88)
Sexe

Garcons : 44% (33)

Garcons : 47,0% (77)
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Tableau 22 : Comparaison des caractéristiques des enfants perdus de vue a 24 mois

dans I’étude Tolimmunpal a I’échantillon de départ

Caractéristiques des
sorties d’études a 24

Caractéristiques de
I’échantillon total

Population Variables .
mois (n=400)
(n=189)
Meres (189) Age (années) 25,2 (écart-type = 5,2) 25,9 (écart-type = 5,4)
Gestité Primigestes : 34 (18,0%) Primigestes : 63 (15,75%)
estité
Mutligestes : 155 (82,0%) Mutligestes : 337 (84,25%)
Oui : 21 (11,2%) Oui : 43 (10,7%)
Infection Non : 166 (88,8%) Non : 353 (88,25%)
placentaire o o
Non renseigne : 2 Non renseigne : 2
Aizo : 129 (68,2%) Aizo : 278 (69,5%)
Ethnies Fon : 40 (21,2%) Fon : 83 (20,75%)
Autres : 20 (10,6%) Autres : 39 (9,75%)
SP : 69 (36,5%) SP : 138 (34,5%)
Schéma du TPI MQFD : 61 (32,3%) MQFD : 142 (35,5%)
MQSD : 59 (31,2%) MQSD : 120 (20,0%)
,8 ng/ml 10,1 ng/mL
HLA-G a CPN1 ? 8/ 8/
(écart-type : 14,1 (écart-type : 13,6)
10,4 ng/ml 10,6 ng/mL
HLA-G a CPN2 4ng/ 8/
(écart-type : 13,9) (écart-type : 14,0)
HLA-G 16,9 ng/ml 17,3 ng/mL
accouchement (écart-type : 30,22) (écart-type : 34,6)
Enfants Poids de 3029,4 g 3033,9
(189) naissance (g) (écart-type : 470,4) (écart-type : 420,4)
Faible poids de Oui : 11,2% (21) Oui: 9,0% (36)
naissance Non : 88,8% (167) Non : 91,0% (364)
Filles : 53,9% (102) Filles : 53,0% (88)
Sexe

Garcons : 46,1% (87)

Garcons : 47,0% (77)
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2. Evolution de HLA-G soluble au cours de

la grossesse

L’analyse de I’évolution de HLA-G au cours de la grossesse a montré que le niveau de
HLA-G soluble ne variait pas jusqu’a 8 mois puis augmentait considérablement au
cours du 9éme mois de grossesse. Plusieurs auteurs ont analysé le comportement de la
molécule HLA-G soluble au cours de la grossesse, en comparaison généralement avec
des femmes non enceintes. La premiere étude analysant la présence de HLA-G au
cours de la grossesse a été réalisée en 2000 par Hunt et al. (Hunt, Jadhav et al.
2000). Dans cette étude comparant 102 femmes enceintes a 44 femmes non
enceintes, il a été montré que le niveau de HLA-G soluble dans le sérum augmentait
chez la femme enceinte en début de grossesse par rapport aux femmes non enceintes,
et que ce niveau restait stable au cours des trois trimestres de la grossesse. Ce résultat
a été obtenu sur 129 prélévements avec seulement 17 femmes prélevées deux fois et 5
femmes prélevées pendant les trois trimestres. En plus de cela, le nombre de
prélevements variait d'un trimestre a 'autre, 79 au premier, 14 au second et 36 au
troisieme trimestre. Toutefois, une analyse longitudinale complémentaire a été
réalisée chez 22 femmes avec des mesures répétées a chaque trimestre de grossesse et
semblait confirmer une évolution stable au cours de la grossesse. Il faut noter que
dans cette étude, I'isoforme de HLA-G soluble identifié était HLA-G2, et I'étude
incluait des femmes diabétiques, facteurs pouvant expliquer les divergences

observées.

Une autre étude faite en 2004, et comparant 21 femmes enceintes a 16-20 semaines
d’aménorrhée et 19 femmes a terme ayant subi une césarienne montre que le niveau

de HLA-G soluble semblait diminuer en fin de grossesse dans le sérum mais cette
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différence n’était pas significative (0,266 +0,157 versus 0,205 + 0,120 unités OD ; p =
0,193) (Hackmon, Hallak et al. 2004). Seul le dosage de la forme HLA-G1 soluble

avait été réalisé dans ce travail.

En 2009, Alegre et al. ont évalué I’évolution mensuelle du niveau de HLA-G soluble
plasmatique au cours de la grossesse (Alegre, Diaz-Lagares et al. 2007). Dans ces
travaux effectués chez 8 femmes enceintes, et qui semblent se rapprocher des notres
dans la méthodologie, les auteurs décrivent une augmentation significative du niveau
de HLA-G soluble dans le plasma au cours du troisieme mois de grossesse (84
ng/mlL, écart interquartile : 33-118 ng/ml) par rapport au deuxieme mois (63 ng/mL,
écart interquartile : 16-85 ng/ml) (p<0,05), et ce niveau resterait inchangé par la
suite. Mais bien que les isoformes de HLA-G solubles mesurés dans cette étude soient
de méme type que dans nos études et que les dosages soient tous plasmatiques, on
remarque des niveaux moyens plus élevés. Cette différence pourrait clairement
s’expliquer par la tres faible taille de I’échantillon, et la variabilité inter-individuelle
importante. Il existe en effet également une grande variabilité des niveaux de HLA-G
soluble entre les différentes femmes au cours de la grossesse et cette variabilité est
retrouvée dans notre étude. Par ailleurs, notons que les dosages ont été réalisés
jusqu’a 37 SA alors que dans notre étude, les prélevements ont souvent été effectués

une fois le travail débuté, autour de 40 SA (age gestationnel moyen= 40,5 ; écart-

type= 2,9).

L’étude la plus récente comparant la progression des niveaux de HLA-G dans le
plasma (HLA-G1 et HLA-G5) au cours de la grossesse a été réalisée en 2015 dans une
population d’environ 250 femmes enceintes (Klitkou, Dahl et al. 2015). Deux dosages
ont été effectués a 20 SA et a terme précisément au moment de I'accouchement. Le

niveau de HLA-G soluble plasmatique a terme était inférieur au niveau moyen
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mesuré a 20 SA: 66 U/ml (étendue : 14-802) versus 106U/ml (étendue : 27-646),

p<0,001.

Globalement, dans toutes ces études, I’évolution de HLA-G au cours de la grossesse
semble tantot stable, tant6t décroissante a terme, et 'augmentation a ’'accouchement
n’est pas retrouvée. Cette particularité de notre étude serait probablement liée aux
différences de comportements au sein des populations. En effet, nos travaux ont été
réalisés en zone rurale ou semi-rurale, ou il est commun que pour accoucher les
femmes se rendent tardivement a la maternité pour diverses raisons (Thaddeus and
Maine 1994, King, Jackson et al. 2015, Hussein, Hirose et al. 2016). Le travail
d’accouchement est déja bien avancé lorsqu’elles arrivent a la maternité, et pourrait
étre en relation avec 'augmentation du niveau de HLA-G observé au 9¢me mois de
grossesse, correspondant dans notre étude au moment de l'accouchement. Cette
hypothese avait été évoquée et démontrée par Knafel en 2009 (Knafel, Basta et al.
2009). En comparant les niveaux de HLA-G soluble plasmatique chez 47 femmes
accouchant par césarienne ou par voie basse a différents stades du travail, il a
constaté que les niveaux de HLA-G soluble augmentaient proportionnellement a
I’évolution du travail d’accouchement. Le méme résultat a été confirmé la méme
année dans une autre étude comparant l'influence de la grossesse et du travail
d’accouchement sur les niveaux de HLA-G soluble plasmatique chez 28 femmes
souffrant d’allergies et 15 femmes non allergiques (Rizzo, Stignani et al. 2009). Les
niveaux de HLA-G ont été dosés 3 fois : au troisieme trimestre de grossesse avant
I’accouchement, pendant le travail d’accouchement et en post-partum deux ans apres
laccouchement. Dans les deux groupes de femmes, les niveaux de HLA-G soluble
plasmatique étaient plus élevés au moment de l'accouchement. L’élévation des

niveaux de HLA-G liée au travail d’accouchement pourrait étre en rapport avec le
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stress engendré par la cascade de réactions physiologiques aboutissant a I'expulsion
du feetus. Une autre source de stress réside dans les conditions de déplacement des
femmes enceintes dans nos zones d’étude qui font souvent plusieurs kilometres a
pied ou sur une moto pour se rendre a la maternité. Au-dela du stress on peut
suspecter I'existence d’'une hypoxie qui peut également entrainer une augmentation

de HLA-G soluble (Bourguignon, Yaghi et al. 2010).

Les dissemblances observées entre nos travaux et les études évoquées pourraient
également provenir de l'origine génétique de nos populations. Il est désormais admis
que les populations caucasiennes different fortement de celles africaines par une
grande variabilité génétique (Campbell and Tishkoff 2008). 1l est clairement montré
que ces variations génétiques peuvent étre responsables dune variabilité dans
Iexpression de HLA-G (Donadi, Castelli et al. 2011, Martelli-Palomino, Pancotto et
al. 2013). Ces différences populationnelles au niveau du gene HLA-G ont été
récemment confirmées a partir d'une étude portant sur 21 populations mondiales.
Cette étude apporte de tres forts arguments en faveur de 'existence d’'une sélection
balancée assurant ainsi un équilibre fin entre la nécessité de maintenir une
expression compatible avec la tolérance foeto-maternelle et avec une défense
immunitaire appropriée contre les infections (Sabbagh, Luisi et al. 2014). Enfin, un
autre parametre éminemment important intervient, il s’agit de l'impact de
Ienvironnement des femmes qui sont dans notre cas fortement exposées a de
multiples infections. Ces infections de toutes sortes (parasitaires, virales...) peuvent
intervenir directement sur le taux de HLA-G soluble, mais on peut également évoquer
la possibilité de modifications épigénétiques engendrées par les diverses expositions

(Gillio-Tos, Bicalho Mda et al. 2012).
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Autre caractéristique de cette évolution, nous avons montré que les niveaux de HLA-
G soluble étaient plus élevés en début de grossesse chez les femmes multigestes. Cette
association n’a pas été retrouvée dans les études faites par Alegre et al. et par Klitkou
et al. (Alegre, Diaz-Lagares et al. 2007, Klitkou, Dahl et al. 2015). Ici également, il est
important de rappeler les différences de populations, parce que dans notre étude la
proportion des multigestes est importante (84%) dune part et, d’autre part la
majorité d’entre elles étaient de grandes multigestes avec plus de 3 grossesses
antérieures. Il est probable, étant donné les caractéristiques démographiques des
populations caucasiennes, que de tels taux de multigestité (et de grandes multigestes)
soit également une différence entre les populations étudiées. Cela pourrait étre
compris comme le fait que des femmes en mesure d’avoir des niveaux de HLA-G
soluble élevés seraient probablement plus aptes que les autres a maintenir I’allogreffe
feetale et donc en mesure de vivre des grossesses normales répétées. Il est ainsi
intéressant de noter que les femmes primigestes sont plus sujettes a des pathologies
toxémiques gravidiques que les multigestes (Higgins and de Swiet 2001) et la pré-
éclampsie a été montrée associée a de faibles niveaux de HLA-G soluble (Yie, Li et al.

2004, Rizzo, Andersen et al. 2009).

3. Evolution de HLA-G soluble au cours des

deux premieres années de vie

L’évolution de HLA-G soluble chez les enfants de nos deux études recouvre deux
périodes distinctes : la premiere, réalisée chez 165 enfants, concerne la premiere
année de vie, tandis que dans la seconde étude I’évolution était décrite de la naissance
a 24 mois. Ces études sont, a notre connaissance, les premieres a étre réalisées sur

des enfants issus de la population générale.
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Si les deux études se chevauchent la premiere année, elles présentent néanmoins une
différence importante puisque la seconde ne comporte pas le méme nombre de
dosages sur la période du suivi. En effet, dans la premiere étude (Tori-Bossito), les
dosages ont été réalisés a 0, 3, 6, 9 et 12 mois alors que, dans I’étude Tolimmunpal,
les mesures de HLA-G soluble dans le plasma des enfants n’étaient disponibles qu’a
0, 6, 9 et 12 mois et aucun prélévement n’était prévu a 3 mois. En superposant
I’évolution au cours de la premiere année dans les deux études (Figure 34), une
différence évidente apparait liée a 'absence de prélévement a 3 mois dans I'étude

Tolimmunpal.
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Figure 34 : Evolution comparée des niveaux de HLA-G soluble entre Tori-Bossito et
Allada

Cependant, dans les deux études des similitudes existent. D’une part, les niveaux les
plus élevés sont relevés dans le sang du cordon a ’accouchement et d’autre part, les
valeurs a 9 et 12 mois sont relativement proches. Le niveau élevé de la molécule dans

le sang du cordon au moment de ’accouchement pourrait s’expliquer par la présence
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dans le sang du cordon de la protéine maternelle. Cette hypothéese est possible dans la
mesure ou la taille de la molécule HLA-G est compatible avec un passage
transplacentaire potentiel de la molécule. Elle est également soutenue par les hauts
niveaux de HLA-G soluble dans le sang périphérique de la mere au moment de
l’accouchement. Dans leur étude faite en 2015, Klitkou et al. ainsi que Hackmon et al.
retrouvent la méme corrélation entre les niveaux de HLA-G soluble a terme et dans le
sang du cordon (Hackmon, Hallak et al. 2004, Klitkou, Dahl et al. 2015). Les derniers
auteurs (Klitkou et al.) évoquent également un possible passage transplacentaire. Ils
retrouvent en effet un niveau plus élevé chez la mere que dans le sang du cordon,
comme dans I’étude Tori-Bossito (Sadissou, d'Almeida et al. 2014), alors que dans
I’étude Tolimmunpal, nous ne retrouvons pas cette différence, et estiment que la
molécule HLA-G ne serait pas transférée librement a travers la barriere placentaire.
Toutefois, méme si '’hypothése du passage placentaire est plausible sur des
arguments de cinétique proche de celle des immunoglobulines et de la taille de
protéine inférieure a celles-ci, rien ici ne permet de I'affirmer. D’autres possibilités,
non exclusives, existent comme ’origine placentaire (principale source de production
pendant la grossesse), de l'enfant lui-méme (thymus?) ou encore des cellules
ombilicales productrices de HLA-G (Buzzi, Alviano et al. 2012). Quoi qu’il en soit des
études expérimentales sur modeles de placenta (Berveiller, Gil et al. 2016) devraient
étre entreprises pour tenter d’apporter une réponse au moins partielle a cette

question.

Sur la premiere cohorte le niveau de HLA-G diminue fortement jusqu’a 3 mois puis
amorce une remontée. Etant donné 'absence d’informations sur HLA-G a 3 mois
dans la seconde il est difficile de rester strictement comparatif sans introduire une

part de spéculation. Prenons ce risque et imaginons deux évolutions possibles du
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niveau de HLA-G soluble entre la naissance et 6 mois dans Tolimmunpal. On pourrait
dans un premier cas imaginer que le niveau de HLA-G soluble ait diminué de la
naissance a 3 mois, de facon importante et semblable a celle observée dans la cohorte
Tori-Bossito, puis qu’il y ait eu une augmentation du niveau de 3 mois a 6 mois. Dans
ce cas, on aurait eu une évolution relativement similaire du niveau de HLA-G soluble
dans les deux études de 0 a 6 mois, comparable a la cinétique des anticorps entre la
naissance et 6 mois de vie chez les enfants, avec certes des niveaux supérieurs dans
Tolimmunpal. Cette évolution pourrait s’expliquer par une disparition progressive
entre 0 et 6 mois de la protéine d’origine maternelle qui aurait traversé la barriere
placentaire en fin de grossesse ou a ’accouchement, ou encore a la disparition du
placenta a 'accouchement, disparition non encore compensée par une production
suffisante de HLA-G propre a I'enfant lui-méme. Autour de 3 mois, la production de
HLA-G provenant de l’enfant serait ensuite plus importante, et progressivement
croissante jusqu’a 6 mois. Une autre évolution du niveau de HLA-G entre 0 et 6 mois
dans la cohorte Tolimmunpal, tout autant spéculative, serait que le niveau
diminuerait de facon moins importante. Dans ce dernier cas, I’évolution suivrait la
tendance globale de diminution observée de 0 a 24 mois dans cette population. Ici
également, la diminution proviendrait de l’absence des sources de production
maternelle et placentaire au cours des premiers mois, associée a une faible
production par lenfant, probablement modulée par d’autres facteurs. Bien
évidemment, de maniere tout aussi théorique une augmentation du niveau de HLA-G
soluble est possible a 3 mois, mais elle nous semble moins probable. Quoi qu’il en
soit, une différence d’évolution de HLA-G soluble entre les deux populations reste
possible et pourrait étre due a des différences entre ces populations. Parmi ces
différences notons la prévalence d’infection placentaire (30% dans un cas et 10% dans

lautre), mais également le suivi médical et la prise en charge des enfants. Ainsi les
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enfants de la premiére cohorte ont été surveillés beaucoup plus intensément de facon
hebdomadaire a la recherche de fievre et traités systématiquement par un traitement
antipalustre en cas de paludisme ou, de maniere assez systématique également
(Brembilla, Mauny et al. 2016), par antibiotiques et antipyrétiques. Cette prise en
charge systématique de tout processus infectieux pourrait entrainer une modification

des niveaux de HLA-G.

Par ailleurs, I’évolution de HLA-G a été analysée dans la cohorte de Tori Bossito par
la méthode des classes latentes, en supposant I’existence de groupes d’enfants ayant
des caractéristiques et une évolution particuliere. Nous avons ainsi identifié trois
évolutions possibles chez les 165 enfants de Tori-Bossito, caractérisées par des
trajectoires tant6t élevées, tres basses ou intermédiaires. Toutefois, il est
indispensable de noter que nous sommes dans une approche statistique, et il n’est pas
souhaitable de parler de groupes « distincts » qui pourraient étre définitivement
« caractérisés » en se basant sur certains caracteres. En effet, chaque enfant a une
probabilité d’appartenir a 'une et a 'autre des classes. Il est d’ailleurs important de
noter que les facteurs pouvant moduler I’évolution de HLA-G soluble (infection, poids
de naissance ...) sont les mémes dans tous les groupes. Nous avons cependant mis en
évidence que la présence de niveaux détectables de HLA-G dans le sang de cordon
était associée avec une probabilité significativement plus importante pour un enfant
d’appartenir a la trajectoire haute ou intermédiaire que basse. L'origine de ces classes
latentes d’enfants -par définition non identifiable a priori- dans une population
supposée homogene pourrait-elle étre génétique ? La ressemblance mere-enfant que
nous avons mise en évidence et qui sera discutée plus tard, pourrait étre en faveur de
I'intervention de facteurs génétiques. Plusieurs études ont en effet montré que des

polymorphismes du gene HLA-G pouvaient étre associés a une différence en termes

220



d’expression et donc de production de protéine soluble (Hiby, King et al. 1999, Hviid,
Rizzo et al. 2006, Iversen, Nguyen et al. 2008, Jeong, Park et al. 2014). Nous avons
recherché de telles associations entre des polymorphismes de la partie 3’UTR du gene
et les niveaux de HLA-G dans la population de la seconde cohorte. Aucune
association n’était significative (Annexe). Ces résultats n’ont pas été insérés dans la
these car une étude plus étendue sur une population plus importante avec un

séquencage complet du gene est en cours.

4. Ressemblance mere/enfant

Dans nos deux études, une corrélation positive entre les niveaux maternels de HLA-G
soluble et ceux de l'enfant a été montrée. Cette association a été retrouvée
initialement a 'accouchement dans la premiere analyse des données par un modele
mixte (Sadissou, d'Almeida et al. 2014) et il est tout a fait logique de la retrouver en
utilisant un modele de trajectoires latentes. Des résultats similaires sont déja
retrouvés par Hackmon et al. en 2004 (Hackmon, Hallak et al. 2004) et par Klitkou
et al. en 2015 qui décrivent une association entre les niveaux de HLA-G soluble a
terme chez la femme enceinte et dans le sang du cordon (Klitkou, Dahl et al. 2015).
Cette corrélation pourrait étre due au passage transplacentaire de la protéine
maternelle. L’apport de I'analyse en classe latente est la possibilité qu’elle nous a
donné de montrer que le niveau de HLA-G soluble dans le sang de cordon permet de
prédire les niveaux au cours de la premiére année de vie. Les enfants avec des niveaux
de HLA-G détectables dans le sang de cordon ont statistiquement plus de chance
d’étre dans la trajectoire haute ou intermédiaire. Bien évidemment, comme nous
I’avons dit nous sommes dans le domaine des statistiques et ce résultat ne permet pas

a lui seul de proposer un outil de prédiction. Nous verrons que cette question revét
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une importance majeure dans notre travail et que nous avons poursuivi son
exploration. Celle-ci sera discutée plus avant. La corrélation materno-infantile de
HLA-G soluble va au-dela de I'accouchement puisque nous montrons qu’elle existe
tout au long de la grossesse. D’autre part, les meres ayant un profil de production de
HLA-G soluble au cours de la grossesse avaient une probabilité plus élevée de donner
naissance a des enfants ayant le méme profil HLA-G pendant les deux premieres
années de vie. Ainsi, une femme enceinte avec des niveaux élevés de HLA-G au cours
de la grossesse ne va pas seulement donner naissance a un enfant avec un niveau
élevé a la naissance, mais cet enfant maintiendra ce niveau durant 24 mois. L’origine
de cette ressemblance dépasse évidemment le cadre du transfert transplacentaire en
fin de grossesse et a laccouchement. Elle pourrait découler de l'influence de
Penvironnement familial et des habitudes de vie : les enfants et leurs meres vivent
ensemble et dans les mémes conditions, ils subissent l'influence des expositions
extérieures similaire. On pourrait également évoquer une possible origine génétique
ou épigénétique, d’autant plus qu’'une étude a retrouvé une variation des niveaux de
HLA-G soluble en lien avec certains polymorphismes du gene HLA-G, présents a la
fois chez la mere et chez I'enfant (Dahl, Klitkou et al. 2015). Dans cette étude les
auteurs montrent que le nombre total (mere+enfant) d’alleles «ins 14 pb » était
associé avec des niveaux maternels élevés a terme sur un sous échantillon de meres
(Ie groupe hétérozygote 14 bp ins/del). De plus, I'haplotype 14 bp ins/del et
+3142C/G est également associé a des hauts niveaux de protéine soluble a terme,
cette fois ci chez les meres hétérozygotes 14DelC/14InsG. Ces résultats sont
intéressants car ils montrent que le polymorphisme génétique intervient dans ce
phénotype quantitatif, mais également que les schémas de résultats obtenus (chacun
dans un sous groupe de mere) soulignent la complexité probable de ce controle.

Comme nous l'avons signalé précédemment nous avons effectués des analyses
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génétiques sur divers phénotypes (niveaux de HLA-G, profils) en combinant ou non
les génotypes (enfants seuls, meres seules, les deux combinés) et aucune association
n’a été mise en évidence (Annexe 2). D’autres analyses sur le gene entier séquencé

sont en cours.

5. HLA-G et faible poids de naissance

L’association entre de hauts niveaux de HLA-G soluble et le FPN dans notre premiere
cohorte avait été décrite pour la premiere fois par Sadissou et al. (Sadissou,
d'Almeida et al. 2014). Dans cette étude 'analyse avait été menée par I'intermédiaire
d’'un modele mixte tenant compte de la non-indépendance des données chez un
méme enfant. Nous avons décidé de réaliser une nouvelle analyse avec un modele de
classes latentes essentiellement pour mieux explorer I’association complexe entre le
paludisme en HLA-G soluble (cela sera discuté plus tard dans ce chapitre). Il était
donc tout a fait attendu de retrouver I’association entre HLA-G et FPN. Cependant,
I’analyse en classe latente a permis d’affiner cette association et de montrer que la
proportion d’enfant avec un FPN était plus importante au sein de la trajectoire haute
de HLA-G. Dans la seconde cohorte 1'association entre FPN et HLA-G se retrouve
mais elle apparait moins nettement et seulement en présence d'une interaction avec
I’age. Cette interaction, au sens statistique du terme, signifie que I'effet de I'age sur
I’évolution de HLA-G soluble differe chez les enfants de FPN par rapport aux enfants
de poids normal. Une des raisons pour lesquelles cette association peut-étre moins
nettement mise en évidence dans cette cohorte peut étre liée au fait que parmi les
enfants perdus de vue a 12 mois, la proportion de faible poids de naissance est plus
importante (13,3% versus 9%) que parmi ceux suivis au-dela. Cette diminution

entraine inévitablement une perte de puissance globale de cette analyse.
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Le faible poids de naissance est largement décrit comme le principal indicateur de
morbidité et de mortalité chez les enfants puisque la majorité des déces survenant au
cours des premiers jours et mois de vie sont retrouvés au sein de ce groupe d’enfants
(Lawn, Cousens et al. 2005). Dans une étude récente rapportée par Katz et al (Katz,
Lee et al. 2013) sur des données recueillies entre 1982 et 2010 a partir de 20 études
de cohorte et portant sur plus de 2 millions de naissances vivantes dans les pays en
développement, le risque relatif (RR) de mortalité néonatale et post-néonatale était
respectivement de 6,82 [1C95% : 3,56 ; 13,07] et 2,50 [1C95% : 1,48 ; 4,22] chez les
nouveau-nés prématurés de FPN par rapport aux nouveau-nés a terme de poids
normal. Au Brésil une étude a montré que le risque d’avoir un score d’APGAR
inférieur a 7 a la 5éme minute de vie [RR=2,6;1C95% : 1,4 ; 4,9], d’étre admis en soins
intensifs néonataux [RR=1,6; IC95% : 1,2 ; 2,1] et d‘étre malade en période néonatale
[RR=2,8; IC95% : 2,3 ; 3,5] étaient significativement plus élevés chez les enfants de
FPN. Dans cette étude la morbidité néonatale était évaluée sur différents items
incluant les infections (Santos, Matijasevich et al. 2008). L’association entre HLA-G
et le faible poids de naissance renforce 'idée de fragilité qui pourrait étre liée a des
hauts niveaux de HLA-G rendant les enfants plus sensibles aux infections. L’élévation
des niveaux de HLA-G soluble en cas de faible poids de naissance pourrait découler
d’un stress oxydatif ou d’'un stress cellulaire de I'’enfant in utero (Kim, Hong et al.
2005, Min, Park et al. 2009) entrainant une variabilité de la production de HLA-G
(Ibrahim, Morange et al. 2000, Oztekin, Fenkci et al. 2015), persistant méme apres la
naissance. La conséquence pourrait étre quun environnement de tolérance
immunitaire s’installe, favorisant la survenue d’infections et responsable de la morbi-
mortalité observée chez les enfants de faible poids de naissance. Il est intéressant de
noter qu’'une association entre l'allele « Insertion de 14pb » de HLA-G et le FPN a été

retrouvée chez des femmes subissant des fausses couches récurrentes inexpliquées
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(Christiansen, Kolte et al. 2012). La présence de l'alléle « insertion de 14pb » serait
associée a une réduction de poids de naissance chez les premiers nés de sexe

masculin.

6. HLA-G soluble et infection palustre

Au cours de la grossesse, nous n’avons pas mis en évidence d’association entre les
niveaux de HLA-G soluble maternels et l'infection palustre. Cette observation
pourrait résulter du faible nombre d’infections lié a la prise supervisée par toutes les
femmes au cours de la grossesse du traitement préventif intermittent du paludisme
dans le but de prévenir le paludisme. Lors de cet essai clinique il n’a pas été démontré
de supériorité de 'une ou l'autre des molécules sur la variable d’intérét principale
qu’était le FPN. Par contre, une différence significative a été constatée entre les trois
groupes pour des variables d’intérét « secondaires » comme ’anémie maternelle ou
les acces palustres, a I'accouchement et au cours de la grossesse. Dans les deux cas
une meilleure protection semble associée a la prise de méfloquine. Cependant, les
auteurs notent que la prise supervisée durant cet essai clinique a probablement été
responsable d’une incidence relativement faible du paludisme sur I’ensemble des
femmes de I'essai (Gonzalez, Mombo-Ngoma et al. 2014). Rappelons également que
la surveillance des infections durant ce suivi était relativement passive et que, en zone
de transmission stable, le paludisme donne rarement des signes cliniques chez la
femme enceinte. Enfin [l'utilisation déclarée des moustiquaires imprégnées
d’insecticide était tres élevée au cours de ce suivi, supérieure a 90% (Gonzalez,
Mombo-Ngoma et al. 2014). Tout cela est donc probablement a l'origine a la fois
d’'une faible incidence mais aussi d’une difficulté diagnostique, des infections

palustres. Dans la mesure ou au cours de grossesse, la production de HLA-G est
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importante car nécessaire pour le développement feetal, il est possible que 'effet du
paludisme, relativement diminué pour les raisons évoquées précédemment, n’ait pas
été suffisant pour étre significatif. L’augmentation liée a la grossesse est
probablement bien plus importante que celle liée éventuellement a l'infection

palustre.

Concernant les enfants ici encore il est important de discuter séparément les résultats
des deux cohortes et de mettre ceux de la premiere en perspective de ceux obtenus
dans la premiere analyse (Sadissou, d'Almeida et al. 2014). En effet, dans cette
premiere étude il n’a pas été mis en évidence d’association significative entre le
niveau de HLA-G soluble a un instant t et la présence d’une infection concomitante.
Par contre il a été montré qu’un enfant ayant un niveau de HLA-G soluble élevé a un
instant t avait une probabilité significativement plus élevée de faire un acces dans les
jours/semaines suivant le dosage. Dans la présente étude avec I'utilisation des
trajectoires latentes nous avons mis en évidence que les infections palustres étaient
associées a une augmentation significative de HLA-G soluble et ce, quelle que soit la
trajectoire de lI'enfant. Ces deux résultats sont parfaitement complémentaires et
soulignent la complexité de l’association HLA-G / paludisme, complexité qui
nécessite probablement l'utilisation de méthodes d’analyses différentes et également
complémentaires. La premiere analyse faisait I’hypotheése que notre échantillon
d’enfants était issu d’'une population homogene, alors que la seconde faisait
I’hypothese de I'existence de groupes d’enfants dont I'évolution de HLA-G soluble
était différente au cours de la premiere année de vie. La premiere analyse est en
faveur du fait que des niveaux élevés de HLA-G pourraient entrainer une inhibition
de la réponse immune et donc la survenue d’'infection. La seconde est compatible avec

I’hypothese que le parasite pourrait induire I’expression de HLA-G et la mise en place
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d’une tolérance immunitaire et d'un échappement du parasite a la réponse de I’héte.
Ainsi, cette relation complexe semble sous tendue par des interactions également
complexes entre HLA-G et le systeme immunitaire. HLA-G est un important check-
point immunitaire (Carosella, Rouas-Freiss et al. 2015) qui interagit avec de
nombreux effecteurs de la réponse immunitaire comme nous l’avons souligné au
début de ce mémoire. La molécule interagit avec de nombreuses cellules
immunitaires fortement impliqués dans la réponse humorale et la production
d’anticorps. HLA-G peut ainsi intervenir en inhibant la production d’anticorps anti-
palustre par les lymphocytes B, modifiant I'immunité qui constitue un facteur
important dans le mécanisme de survenue d’une infection. Naji a en effet montré que
la protéine pouvait inhiber la différenciation et la maturation des lymphocytes B,
ainsi que la production d’immunoglobulines a leur niveau (Naji, Menier et al. 2014).
L’action de HLA-G peut également passer par I’annulation de I’activité cytotoxique et
cytolytique des cellules immunitaires (NK, CD8) ou par d’autres mécanismes revus
dans le chapitre généralités. Il serait intéressant d’étudier cette molécule dans les
différentes formes cliniques de paludisme afin apprécier son réle dans la gravité de
I'infection pour vérifier cette hypothese. Dans ’étude Tolimmunpal, nous confirmons
I’association entre infection palustre et HLA-G au cours des 24 premiers mois de vie.
Nous avons choisi de ne pas rechercher d’association entre des niveaux élevés et la
probabilité de survenue dune infection car la surveillance des enfants durant la
premiere année ne permettait pas cette analyse précise. Notons cependant que dans
les deux analyses il apparait une association significative entre la variable mesurant
spécifiquement le risque de piqlire d’anopheles et le niveau de HLA-G. Cette
association renforce a nos yeux l'existence de I’association entre HLA-G et le

paludisme.
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Il est difficile de comparer les résultats de notre these avec ceux de la littérature car a
notre connaissance nous sommes les seuls a étudier cette thématique. Cependant des
résultats portant sur d’autres infections montrent 'importance de cette molécule
dans ce domaine. Ainsi, des observations dans ce sens ont été faites dans d’autres
pathologies infectieuses comme la tuberculose (Saurabh, Thakral et al. 2016),
I'infection par Pseudomonas aeruginosa (Rizzo, Bergamini et al. 2016) avec des
niveaux de HLA-G soluble plasmatique élevés. Dans I'infection a VIH également, une
augmentation de la production plasmatique de HLA-G est notifiée et associée a
I’évolution de la maladie (Thibodeau, Lajoie et al. 2011). La méme situation est
décrite pour les hépatites virales B (Shi, Lin et al. 2011, Park, Park et al. 2012, Han, Li
et al. 2014) et C (Weng, Fu et al. 2011, Murdaca, Contini et al. 2015). S’il est possible
pour certains pathogenes d’induire la production de HLA-G (Christiansen, Kolte et al.
2012, Amiot, Vu et al. 2014), un processus similaire n’a pas encore été décrit pour
Plasmodium mais pourrait étre évoqué. Des explorations demeurent nécessaires afin
de préciser ces interactions entre le parasite et HLA-G. Parmi les parasitoses
tropicales la trypanosomose humaine africaine (THA), ou maladie du sommeil, a été
particulierement étudiée. Les résultats de ces études confirment la complexité des
interactions entre I’hote et le parasite et le role potentiel du check-point immunitaire
dans cette complexité. En effet, tout comme pour le paludisme il a été montré des
niveaux plus élevés de HLA-G soluble chez les malades mais également que ces
niveaux élevés pouvaient étre associés avec un risque de développer la maladie chez
des sujets infectés semblant contréler leur infection (Gineau, Courtin et al. 2016). Ces
sujets séropositifs sans parasitémie sont considérés comme non malades et certains
d’entre eux semblent pouvoir évoluer vers une guérison spontanée (Jamonneau,
Ilboudo et al. 2012). D’autres par contre vont développer la maladie mais rien ne

permet, lors du dépistage de masse, de distinguer les deux groupes. Tous ces
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individus sont donc laissés dans leurs villages sans surveillance, ou extrémement
passive, ni traitement. Outre le risque de développer la maladie et d’en mourir, ils
représentent un réservoir de parasites qui entretient la transmission. Il a été montré
que des hauts niveaux de HLA-G soluble pourraient étre considérés comme un
marqueur de risque de développer la maladie et donc pourraient, si cela se confirme,
étre un indicateur de traitement pour ces sujets (Gineau, Courtin et al. 2016). Ici
encore, tout comme dans le paludisme, des associations entre des polymorphismes
génétiques de HLA-G et la maladie ont été mis en évidence (Courtin, Milet et al.
2013, Garcia, Milet et al. 2013). Nous verrons que nos travaux sur le paludisme
pourraient également permettre de faire I’hypotheése que HLA-G pourrait étre un

marqueur de risque de fragilité vis-a-vis de 'infection.

7. HLA-G et infection placentaire

En ce qui concerne l'infection placentaire, nous n’avons retrouvé aucune association

directe avec les niveaux de HLA-G soluble ni chez I’enfant ni chez la mére.

Concernant la femme enceinte, la mise en évidence d’'une infection placentaire lors de
l’accouchement ne signe pas nécessairement l’existence d'une infection périphérique
concomitante. Dans plusieurs études des auteurs ont montré que les génotypes de
parasites présents dans le placenta pouvaient étre différents de ceux présents dans le
sang périphérique lors de l'accouchement (Kamwendo, Dzinjalamala et al. 2002,
Kassberger, Birkenmaier et al. 2002, Schleiermacher, Le Hesran et al. 2002,
Mayengue, Rieth et al. 2004, Jafari-Guemouri, Ndam et al. 2005). Une étude récente
montre méme que certains des génotypes parasitaires présents dans le placenta a
I’accouchement peuvent étre recoupés avec des génotypes correspondants a des
infections survenant t6t au cours de la grossesse (Cohee, Kalilani-Phiri et al. 2016).
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L’absence d’association avec le niveau de HLA-G soluble peut étre due au fait que
I'infection placentaire est un phénomene complexe qui est certainement présent
avant le dosage de HLA-G soluble. Nous avons souligné la complexité de I’association
entre HLA-G et paludisme et ’absence d’association retrouvée ici peut étre également
une nouvelle illustration de cette complexité. Une autre raison pourrait étre que la
détection microscopique de I'infection placentaire utilisée dans notre étude manque
de sensibilité par rapport a la PCR (Agudelo, Aristizabal et al. 2014). Ainsi, il est
possible que certaines infections soient passées inapercues entrainant un possible
biais dans l'interprétation de ce résultat. Les résultats concernant l'effet de ces
infections placentaires submicroscopiques restent contradictoires (Mankhambo,
Kanjala et al. 2002, Singer, Newman et al. 2004, Adegnika, Verweij et al. 2006). Il
nous semble indispensable de mettre sur pied des études fondamentales pour
explorer les interactions entre les effecteurs de l'infection placentaire (I’antigene
VAR2CSA et son récepteur placentaire, la chondroitine sulfate A) et HLA-G. De telles
études pourraient étre réalisées grace a des modeles de placenta (Berveiller, Gil et al.

2016).

Chez l'enfant si nous ne trouvons pas d’association significative entre I'infection
placentaire et le niveau de HLA-G soluble en utilisant une approche par modele mixte
ou en classes latentes, nous avons montré que les femmes avec une infection
placentaire avaient une probabilité élevée de donner naissance a des enfants dont le
profil de HLA-G soluble sera tres élevé pendant les deux premieres années de vie. Ce
résultat est obtenu en analyse multivariée avec ajustement sur le profil HLA-G de la
mere. Ce résultat semble compatible avec I'hypothese selon laquelle HLA-G serait
impliqué dans le phénomene de tolérance immunitaire déclenchée par I'infection

placentaire. En effet, lors des différentes études ayant montré que les enfants nés
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d’un placenta infecté étaient plus rapidement infectés par P. falciparum, 'ensemble
des auteurs a évoqué un phénomene de tolérance immunitaire (Le Hesran, Cot et al.
1997, Mutabingwa, Bolla et al. 2005, Schwarz, Adegnika et al. 2008, Le Port, Watier
et al. 2011). Si ce phénomene est largement admis, aucune hypothese explicative
univoque n’a été proposée a notre connaissance (Malhotra, Dent et al. 2009). Il
semble néanmoins que le passage de protéines parasitaires antigéniques via le sang
de cordon entraine 'orientation de la réponse immunitaire vers un versant régulateur
avec une production importante d’ILi10 (Broen, Brustoski et al. 2007, Dauby,
Goetghebuer et al. 2012). HLA-G, nous 'avons maintes fois dit, représente un check-
point immunitaire trés important ayant une action inhibitrice en plusieurs points de
la réponse immune. Parmi ces fonctions, la protéine provoque une inhibition de la
réponse allogénique proliférative des lymphocytes T CD4+ et induit la production de
cytokines inflammatoires telles que le TNF-a (tumor necrosis factor o), 'TFN-y ainsi
que I'IL-10 (Creput, Durrbach et al. 2003, Amodio, de Albuquerque et al. 2014,
Carosella, Rouas-Freiss et al. 2015). Les interactions entre HLA-G et I'IL10 ont été
décrites dans de nombreuses situations y compris en cancérologie (Ostapchuk, Cetin
et al. 2015) et dans les greffes (Naji, Le Rond et al. 2007). Ces actions inhibitrices et
régulatrices ont de nombreuses conséquences immunologiques et parmi celles-ci on
note qu’au niveau des lymphocytes B, HLA-G inhibe la prolifération puis la
différenciation cellulaire, de méme que la sécrétion d’anticorps dans le sang
périphérique et les organes lymphoides (Amodio, de Albuquerque et al. 2014,
Carosella, Rouas-Freiss et al. 2015). L’hypothése que nos travaux permettent
d’émettre est donc que HLA-G est un élément intervenant dans la mise en place d’'un

milieu tolérogéne chez le nouveau-né né d'un placenta infecté.
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Nous avons vu que dans la THA, des niveaux élevés de HLA-G soluble pourraient étre
associé avec le développement de la maladie du sommeil chez des sujets présentant
une trace sérologique d’infection mais chez qui le parasite n’est pas mis en évidence.
La possibilité d’utiliser le dosage de HLA-G soluble comme marqueur de risque a été
proposée, méme si ces travaux sont encore trés en amont et nécessitent d’étre
confirmés (Gineau, Courtin et al. 2016). Ce méme type d’approche pourrait il étre
proposé dans le cas du paludisme gestationnel ? En tenant compte d'une part de la
ressemblance des niveaux de HLA-G soluble entre une meére et son enfant pendant les
deux premieres années de vie, y compris entre le niveau en début de grossesse, et
d’autre part des associations entre HLA-G soluble et le risque d’infection palustre,
nous avons étudié l'association éventuelle entre le niveau de HLA-G maternel en
début de grossesse et le délai de premiere infection. Nous avons montré par une
analyse de survie que cette association existait. Les résultats du modele de Cox utilisé
pour I'analyse montrent ’'absence d’effet de I'infection placentaire sur ce délai et un
effet significatif du risque environnemental d’exposition a la piqtire du vecteur. Cette
derniere association renforce a nos yeux la robustesse du résultat car elle confirme
une précédente association obtenue dans la population de Tori Bossito dont est
extraite la premiere cohorte (Cottrell, Mary et al. 2007, Cottrell, Kouwaye et al.
2012). L’association entre le niveau de HLA-G soluble en début de grossesse et le
délai est significative avec la variable en quantitative ou en deux groupes identifiés
selon la médiane de la distribution. L’évolution de la courbe de survie montre que cet
effet est remarquable a partir de la fin de la premiére année de vie. Cela est
compatible également avec le fait qu’entre la naissance et 12 mois la recherche des
infections palustres n’était pas active. Notre analyse montre également que seul le
niveau lors de la premiere mesure est associé au risque. Ce dosage lors du suivi des

femmes enceintes est le seul qui ait été effectué en dehors de toute intervention,
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notamment de prise de médicament. Mais il faut également noter que ce résultat
confirme que le début de grossesse est certainement un moment important. En effet,
Cottrell et al. avaient déja montré que les infections en début de grossesse jouait un
role primordial sur le risque de faible poids de naissance au Bénin (Cottrell, Mary et
al. 2007), et le méme constat a été fait au Burkina Faso (Valea, Tinto et al. 2012).
Notons également que cette période est la seule a ne pas étre couverte par le TPI de la
femme enceinte. L'ensemble de ces éléments nous permet donc d’émettre une
hypothese, encore fragile et qui devra étre confirmée, que le dosage de HLA-G soluble
en début de grossesse pourrait étre un marqueur de fragilité de ’enfant a naitre. Si
cette hypothese se confirmait ce résultat pourrait avoir d’importantes conséquences

en termes de santé publique.
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Conclusion

A T'issue de ce travail de these un certain nombre de résultats importants ont été mis
en évidence. Tout d’abord 'association entre le paludisme et les niveaux de HLA-G
soluble a été confirmée par une méthodologie originale et dupliquée sur une seconde
cohorte béninoise. Cette association est complexe et demande tres certainement des
explorations complémentaires, comme par exemple de travailler sur des acces
séveres. L’association avec l'infection placentaire semble plus difficile a mettre en
évidence. Pourtant c’est cette question qui était a la base de nos interrogations et de
nos travaux. Cest plus précisément le caractere « spécifique du paludisme » de la
tolérance immunitaire associée au paludisme placentaire qui nous posait probléeme
pour plusieurs raisons. Un méme type de phénomene est décrit en cas d’infections
par les helminthes au cours de la grossesse et les conséquences chez le nouveau-né
sont certes une sensibilité accrue a I'infection, mais également des perturbations de la
réponse aux vaccinations ou aux allergenes ... Notre équipe d’accueil avait décrit pour
la premiere fois sur la cohorte de Tori Bossito que les enfants nés d'un placenta
infectés par P. falciparum étaient plus sensibles aux fievres non palustres. HLA-G est
une molécule tolérogene impliquée dans de nombreuses situations physiologiques ou
pathologiques ou une tolérance est décrite. Il nous paraissait donc indispensable
d’explorer I'implication de HLA-G dans le phénomeéne de tolérance immunitaire
sensé accompagner l'infection placentaire par P. falciparum. Nos résultats sont en
faveur de notre hypothése de départ nous permettent méme d’aller au-dela de cette
simple description. En effet, les constatations sur la ressemblance entre les meres et
les enfants évoquées lors de la premiére étude au moment de 'accouchement ont été
retrouvées et nous avons montré que cette ressemblance va bien au-dela de
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I’accouchement. C’est ce résultat auquel nous ne nous attendions pas, renforcé par
ceux obtenus par ’équipe sur la THA qui nous a permis de commencer a tester le
potentiel role prédictif de HLA-G. Ce premier résultat est extrémement important
mais doit bien évidemment étre confirmé. S’il I'était, il pourrait permettre de
proposer un outil de dépistage de grossesses a risque car donnant potentiellement
naissance a des enfants de faible poids de naissance et plus sensibles au paludisme ou
(et autres infections ?) sur lesquels des actions de préventions pourraient étre

proposées.

Ce travail de confirmation est une priorité et I’étude d’autres infections en est une
autre. Mon travail de thése m’a permis de publier deux articles, un troisiéme sur
HLA-G et les helminthes est soumis et un autre est en préparation sur ’analyse de

survie et le pouvoir prédictif.
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Annexes

Annexe 1

Le document présenté ici décrit de facon détaillée la procédure utilisée pour la
quantification de la molécule HLA-G dans nos travaux. Il a été extrait de la these de

Sadissou Ibrahim, qui a effectué les dosages.
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PROCEDURE

PROTOCOLE POUR DOSAGE DES
ISOFORMES SOLUBLES HLA-G1 et HLA-G5

Version : 1

Date : 03/12/2013

1. Introduction

L'antigene leucocytaire humain G (HLA-G) est une molécule du systeme HLA de

classe I non classique. La molécule HLA-G joue un roéle crucial dans la modulation

des réponses immunitaires et en particulier dans la tolérance materno-foetale. Il

existe sept isoformes a savoir : 4 isoformes membranaires (HLA-G1, G2, G3 et G4) et

3 solubles isoformes (HLA-G5, G6 et G7). L'isoforme membranaire HLA- G1 peut se

retrouver sous forme soluble apres un clivage protéolytique.

2. Objectif

L'objectif est de pouvoir quantifier les niveaux des isoformes solubles HLA-G1 et

HLA-G5 dans le plasma.

3. Matériels

3.1. Chimiques Référence Fournisseur
Tween 20 Merck cat. no 822184 Merck Eurolab
TMB 4444 15 ml/plaque SIGMA
Tablettes de Phosphate buffered Saline 18012-014 Gibco
(PBS)
Acide chlorhydrique (HCL)
3.2. Solutions Produits Référence
Tampon de Coating Diluant DAKO S 3022
Tampon de blocage Diluant DAKO S 3022
Tampon de dilution du Diluant DAKO S 3022
Tampon de revelation TMB 4444 15 ml/plaque
Tampon de dilution des réactifs Diluant DAKO S 3022
DAKO ENVISION System HRP rabbit DAKO K4002
Annexe A

PBS (1X)
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Tampon de lavage

Annexe B

HCI (1 N). Annexe C
3.3. Anticorps Réference Fournisseur
Rabbit-anti-Human
. . , Ao0072 DAKO
B.microglobulin (Conservé +4°)
3.4. Controles Référence Fournisseur
Blanc : (Diluant DAKO +4°) S 3022 DAKO
Controle positif : Surnagent M8G5 IMETI/CEA/hopital StLouis
(Conservé a 80°) Paris
Controle négatif : IMETI/CEA/hospital St
Surnagent M8pcDNA Louis Paris
3.5. Antigéne Référence Fournisseur
MEM-G/9 (Conservé a 80°) 11-292-Moo1 EXBIO
3.6. Instruments et logiciels Référence Fournisseur
Pipettes : 0,5-10 ul ,2-20pl, 10-100pl, 20- Ref: 060811 ; DISCOVERY
200ul, 100-1000pl 060812 ; Dominique
Pipettes Multicanales de 8 : 5-50 ul Ref 060821 DISCOVERY
50-300ul Ref 060823 Dominique
Laveur de plaque ELISA Ref 047203 Dominique
Dustscher
Lecteur de plaque ELISA Ref 047966 Dominique
Dustscher
Compteur/Décompteur Ref 053268
Ordinateur
Logiciel d'analyse des donnés Excel
. o Ref: 045945 ; Dominique
Mini barreaux d'agitation (2x2 ; 3x3 ; 5x2)
045957 ; Dustscher
Agitateurs magnétique chauffants Ref 001124 Dominique
Agitateur pour Microplaque (SSM5) Ref 090794 Dominique
Vortex Ref 144200 Dominique
Balance de precision Ref 146833 Dominique
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Centrifugeuse Eppendorf avec rotor Ref 033915 Dominique Dustscher
3.7. Matériels en plastique Référence Fournisseur
Réservoir en plastique pour les .

i Ref 006795 Dominique Dustscher
tampons et les solutions

Plaques microtitration de 96 puits High Bind

. Ref 2121P
polystyrene FISHER

Cones de 200l et de 1000l

3.8 Préparation des échantillons et de lagamme

3.8.1 Plasma

Dilution de I'échantillon :

Disposer au moins un volume de 200ul de plasma dans des tubes eppendorf.
Centrifuger les échantillons a 7000 tpm pendant 8 minutes.

Faire une pré-dilution des échantillons au Y2 avec le Diluent Dako (DD) dans une

plaque de pré-dilution : 80 ul d'échantillons+80 ul de DD.

3.8.2 Préparation de la gamme

Pour la quantification de la protéine HLA-G, inclure dans chaque plaque, une gamme
(courbe standard) de concentration connue (200ng/ul). Préparer 5 dilutions

différentes avec le premier point de gamme a une concentration de 20ong/ pl, et la

distribuer dans la premiére colonne de la plaque de pré-dilution.

Ajouter dans la plaque de pré-dilution au niveau des 3 derniers puits restant dans la

premiere colonne (1) successivement :

- Blanc (300 pl de Diluent Dako)

- Témoin positif : le surnagent M8G5 dilué au Y2 (150ul de M8G5

+ 150ul Diluent Dako)

- Témoin négatif : le surnagent M8pcDNA (300ul)
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3.9. Dépot des échantillons a doser et de la gamme

Apres la phase d'incubation et le lavage de la plaque :

- déposer 50 ul de la gamme dans les colonnes 1 et 2 de méme que le blanc et
les témoins (positif et négatif) ainsi que les échantillons a partir de la ligne A
colonnes 3 et 4 en duplicate dans la plaque de manipulation.

- Compléter 50 ul de Diluent Dako dans toute la plaque de manipulation et

incuber la plaque pendant 2h sous agitation.

4. Méthodologie

4.1 Précautions

- Respecter les temps et les conditions d'incubation
- Centrifuger les plasmas avant dilution
- Bien laver les plaques afin d'éviter des biais issus de résidus delavage

- Préparer les tampons selon les protocoles (annexes)

4.2 Mode opératoire
1) La protéine MEM-G/9 (Mouse-anti-human HLA-G mAb) est diluée au 1/100 dans
du PBS afin d'obtenir une concentration de (10 pug/ml). La protéine est aliquotée a

raison de 120pl dans des tubes eppendortf.

Le 1%¥ jour : Pour coater une plaque prendre 120pl de protéine MEM-G/9 pour 12 ml
de PBS. (Annexe A)

Distribuer 100 pl d’anticorps dans chaque puit, et garder la plaque (plaque de
manipulation) toute la nuit a 4 ° C. Couvrir la plaque avec un film plastique. Chaque

plaque doit étre identifiée par un numéro, la date et le nom de la protéine.

2) Le 28™M€ jour : Retirer la plaque du réfrigérateur et laver 4 fois avec (300
ul/puits) du tampon de lavage (Annexe B). Tapoter la plaque sur du papier
absorbant apres le dernier lavage. Apres lavage, distribuer 300 pl de tampon de
saturation (Diluent DAKO prét a l'emploi). Incuber la plaque pendant 2h a

température ambiante sous agitation.
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3) Retirer la plaque de 1'agitateur et laver 4 fois avec 300 ul/puits de tampon de
lavage (Annexe B). Tapoter la plaque sur du papier absorbant apres le dernier lavage.

Apres la phase d'incubation et le lavage de la plaque :

- A partir de la plaque pré-dilution, déposer 50 ul de la gamme dans les colonnes
1 et 2 de méme que le blanc et les témoins (positif et négatif) ainsi que les
échantillons a partir de la ligne A colonnes 3 et 4 en duplicat dans la plaque de
manipulation.

- Compléter 50 ul de Diluent Dako dans toute la plaque de manipulation et

incuber la plaque pendant 2h sous agitation.

4) Retirer la plaque de 'agitateur et laver 4 fois avec (300 ul/puits) du tampon de
lavage (Annexe B). Tapoter la plaque sur du papier absorbant apres le
dernier lavage. Ajouter l'anticorps de détection (anticorps de lapin anti-B2-
microglobuline) dilué au 1/10 000 dans du PBS 1X (soit 2.0 ul d'anticorps dans 20
ml PBS par plaque). Distribuer 100 pl/puits d’anticorps dilué et incuber la plaque a

température ambiante pendant 1h sous agitation.

5) Pour améliorer la sensibilité du test, la réaction est amplifiée grace au systeme
Dako Envision HRP. Le systeme est dilué (1:200 dans du PBS soit 60 ul / 12 ml).
Distribuer 100 pl de tampon dilué/puit puis incuber la plaque a température

ambiante pendant 1h sous agitation.

6) Apres quatres lavages (300 ul/puit de tampon de lavage), ajouter dans chaque
puit 150 pl/puits de substrat pour la révélation (TMB super-sensible sigma).

Incuber a 1'obscurité pendant 20 min.

7) Stopper la réaction avec du HCI (1 N) AnnexeC.

8) Lire la plaque au spectrophotomeétre a 450 nm.

9) La conversion des valeurs de 1'absorbance en unité Arbitraire est réalisée en

utilisant Microsoft Excel.
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10) Plan de plaque

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Gamme Gamme
Ech | Ech| Ech | Ech-| Ech | Ech-| Ech| Ech| Ech | Ech
200ng/m | 200ng/m
1 1 -1 -1 -9 9 -17 17 -25| -25 | -33| -33
Gamme Gamme
Ech | Ech| Ech | Ech-| Ech | Ech-| Ech| Ech| Ech | Ech
1o0ng/m 100ng/m
1 1 -2 -2 - 10 10 -18 18 -26| -26 | -34| -34
Gamme
Gamme Ech | Ech| Ech | Ech-| Ech | Ech-| Ech| Ech| Ech | Ech
C 50ng/m
50ng/ml 1 -3 -3 -11 1 - 19 19 -27| -27 | -35| -35
Gamme
Gamme Ech | Ech| Ech | Ech-| Ech | Ech-| Ech| Ech| Ech | Ech
D 25ng/m
25ng/ml 1 -4 -4 -12 12 - 20 20 -28| -28 | -36| -36
= Gamme Gamme Ech | Ech| Ech | Ech-| Ech | Ech-| Ech| Ech| Ech | Ech
12,5ng/ml | 12,5ng/ml -5 -5 | -13| 13 -21 21 | -29| -29 | -37| -37
Ech | Ech| Ech | Ech-| Ech | Ech-| Ech| Ech| Ech | Ech
F Blanc Blanc
-6 -6 -14 14 - 22 22 -30| -30| -38| -38
@ Surnageant MS8-HLA- | Ech- | Ech | Ech | Ech-| Ech | Ech- | Ech | Ech | Ech | Ech
G5 dil ¥2 7 -7 -15 15 -23 | 23 -31 | -31| -39 | -39
Ech- Ech| Ech | Ech-| Ech | Ech-| Ech| Ech| Ech | Ech
H Surnageant M8-pcDNA
8 -8 -16 16 -24 24 -32 -32 -40 | -40
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6. Annexes
Annexe A : Préparation PBS (1X) : (1L) Procédure

Mettre 2 tablettes de PBS (tablette de 500ml) dans un flacon contenant 100o0ml de
H20 distillée et un barreau magnétique, puis placer le flacon sur agitateur

magnétique sans chauffage. A conserver pendant 03 semaines a +4°C.

Annexe B : Préparation Tampon de lavage : PBS 1X + 0,01% Tween-20 :
(1L) Procédure

Mettre 2 tablettes de PBS (tablette de 500ml) dans un flacon contenant 1000 ml de
H20 distillée et un barreau magnétique, puis placer le flacon sur agitateur

magnétique sans chauffage.

Ajouter 1ml de Tween 20 et agiter jusqu'a obtenir une solution homogeéne. A

conserver une semaine a température ambiante

Annexe C : Préparation HCL (1N) : (1L) avec HCL pur de concentration
36.46g/mol

Procédure

Mettre 969,6 ml de H20 distillée dans un flacon, ajouter lentement 30,4 ml de HCL

pur de concentration 36,46g/mol. Conserver a température ambiante.

NB : Le flacon contenant de H20 distillée dans étre placé dans de la glace (au frais)

avant d'y ajouter HCL pur.
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Annexe 2

Tableau 23 : Distribution des polymorphismes du gene HLA-G au sein de notre
échantillon

SNP Enfants (n=337) Meéres (n=266)
effectif pourcentage effectif pourcentage

+3001C/T
CC 334 99,1% 258 97%
CT 3 0,9% 8 3%
TT - - -

+3010C/G
CC 139 38% 100 38%
CG 159 49% 131 49%
GG 38 13% 35 13%

+3035C/T
CC 281 83,4% 209 79%
CT 52 15, 4% 52 19%
TT 4 1,2% 5 2%

+3187A/G
AA 266 78,9% 202 76%
AG 69 20,5% 55 21%
GG 2 0,6% 9 3%
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