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Formes de microchimérisme
gestationnel

— Fodo-maternel /

e Donneur: fodus,
receveur: mere

— Materno-foetal:

e Donneur: mere,
receveur: foetus

— Jumeaux

Male Fatus



Microchimérisme fogdo-materndl:

* Présence de cdllules fodales dans la circulation
maternelle pendant la gestation:
— Des la sixieme semaine de gestation
— En nombre de plus en plus important jusgu’ a
|” accouchement

— Chez 100% des femmes enceintes testées
(Arigaet al, Transfusion 2001)

— En faible nombre: 1-6 cellules nucléées/mi




Microchimérisme fodal:
o Apreslagestation:

— Persistance des cellules foetalesjusgu’a 27 ans apres
| accouchement

Bianchi et al, PNAS, 1996
— Nombre de cellules en diminution post partum

— Détectable chez 20-40% desfemmes (PBMC) en |’absence de
toute pathologie

Lambert et al, Blood, 2002



Cellules souches fodal es transférées
pendant la grossesse

 Cellules souches hematopoiétiques (CSH)
retrouvees.
— Pendant la grossesse;
e Cellules CD34+ (Guettaet a, 2003) en tri
e Cdlules CFU en culture (osadaet al 2001)
o Cellules CD34+ chez le macaque
— Apres |la grossesse:

o CelulesCD34+ et CD34+CD38+ sur PBMC triees
ou sur produits de cytaphérese apres G-CSF




Cellules souches fodal es transférées
pendant |a grossesse

 Cedlules souches mésenchymales:

Cellules capables de former des adipocytes, cartilage, os

— Pendant la grossesse : en culture dans le sang maternel.

— Jusgu’ a 50 ans apres la gestation a partir de moelle
0sseuse, en culture et en FISH.
O’ Donoghue et al., Lancet, 2004

» Autres cellules transférees. leucocytes,
trophoblastes, érythroblastes nucléés




Facteurs favorisant le
microchimerisme

o Histocompatibilite:

— Association du microchimérisme avec
certains haplotypesHLA : DQA1*0501

Lambert, Blood, 2003

— Arguments chez |la sourisdans les tissus
hématopoiétiques
Bonney et al, J Immunol, 1998



Facteurs favorisant le
microchimerisme

e Evénements obstétricaux:

— Avortements
1552/16ml vs 19/16ml sang maternel;
Bianchi et al, 2001

— Pre-éclampsie
— Trisomie 21
— Amniocentese

« Augmentent le nombre de cellules fodales
transférées pendant la grossesse



Chimerisme et grossesse .
transfert cellulaire materno-foetal

* Presence de cellules maternelles dans le
sang de cordon
G Socié, 1994; JM Hall, 1996, YD Lo, 1996

* Presence de cellules maternelles jusqu’ a
50% d’ adultes normaux (PCR d’ haplotypes

maternels non partagés)
Maloney S, Blood, 1999



e Lemicrochimérismefodal est un
phénomene fréquent

|| permet letransfert alamere de cellules
souches hématopoiéetiques et
mésenchymateuses d’ origine fodale

* Cescdllules persistent au long cours



Dermatoses polymorphes gravidiques

e constituent des eruptions inexpliquées et
transitoires

e survenant dansle 3étrimestre de |la grossesse,
période de transfert foeto-maternel maximal
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Dermatose polymorphe gravidique
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Présence de cellules males dans |’ eépiderme

- 5/10 femmes ayant une DPG et
enceintes d’' un fogus male

- 0/13 femmes ayant une autre
dermatose ou une peau hormale et
enceintes d’ un fogus male (p<0.05)

Aractingl S Lancet, 1998



Discussion

 ROle et identité des cellules foetales :

— lymphocytes fodaux inducteurs d’ une
réaction foeto-maternelle de type GvHD ?

—autre type cellulaires ?



Cellules intra épidermiques fcetales dans des DPG



Fetal cells are labelled with cytokeratin



Chimeérisme en autolmmuniteé

» maladies a predominance feminine
 analogies avec des formes cliniques de
GvHD

o @ventuellement association avec groupes
HLA particuliers

u
!



Sclérodermie

e ratio F/H est compris entre 3/1et 15/1
e pic desurvenuealieu dansles
*annees post-partum”, 35-54 ans

 analogies entre sclerodermie et GYHD

sclérodermiforme
Clements, 1985: Valenta, 1987



Y-at-1l unrole
du microchimerisme dans la SSc ?

|| y aplusde celulesfogales dans la SSc par rapport
aux controles

* Mais cetype de cellules peut étre auss retrouvé chez
des femmes controles normales

o Différentes hypotheses:
— Processus multi étapes ou le chimérisme serait une des
étapes ?
— Migration préférentielle de cellules foetales vers des
tissus léses ?




 Phénomene multiétapes: e Lamigration de

— Cellules chimériques pourraient cellules fetales vers des
echapper vialeshomologies HLA tissus |ésés afin de
et/ou via leakage des antigenes participer ala
paternels , :

reparation

— Cescellules pourraient agir soit par
une reponse T anti receveur

— Et/ou ces cellules pourraient
Interagir avec des cellules
regulatrices

 L’experimentation du chlorurede
vinyl
Christner P; Arthr Rneum 2000



» Pas de bonne analogie entre GVHD scléreuse et
sclérodermie
— présentation clinique cutanee différente

— fibrose papillaire dans la GvHD scléreuse sans atteinte
pericapillaire; fibrose réticulaire engainant les vaisseaux dans
la sclérodermie

— déepodt granuleux d' IgM dans 86% des GvHD scléreuses
versus 10-42% des sclérodermies

— atteinte oesophagienne et rénale rare dans la GvHD
— peu ou pas d’ anticorps antitopoisomerase | dans la GvHD
Aractingl S Lancet, 1998



GvHD sclérodermiforme Sclérodermie systémique
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Fig. 2: Systemic sclerosis (scleroderma), skin
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Etudes sur association avec microchimérisme
O Total
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Microchimérisme dans
|la dermatomyosite juvenile

* Présence de cellules maternelles analysées par FISH

— dans le muscle (9/9) et lescellules T périphériques des
enfants avec DM juvéniles

— versus 2/10 ayant d’ autres myopathies ;
Artlett C, 2000

* Présenced’antigenes HLA maternels non partages

— dansle muscle et les PBMC d ’enfants ayant une DM
juvénile chez 11/15 et 12/15

— versus 5/17 et 2/10 des control es respectivement;
Reed AM, 2000






A nonmhernted maternal HLA allele was detected 1n 60 of 72
(83%) JDM patients. The HLA-DOQB1#03 allele was more com-

Twenty-erght of 33 (85%4) JDM patients in the family studies were
chimeric for maternal cells compared with 11 of 48 (25%) of their

healthy sihlings (JDOM vs siblings, p < 1077}, Among the siblings.

Does HLA-Dependent Chimerism Underlie the Pathogenesis of
Juvenile Dermatomyositis?"

The Jouwrnal of Immunology, 2004, I-'."E: S041-5046.




All cell types were 1identihied m the chimenc cell population 1n the

followmg proportions: 38— 45% CD4™, 12-18%, CDE™, 22-25%,

- — — e

CDI9™T, 2-4% CDI47, and 5-12% CD567. On the average,

0.2-1% of cells were of maternal orgin. Chimenc cells were also

identihed m the neutrophil populattion m the JODM and control



BJDM chimeric cells + self
stimulator cells mean of 3/4
responders 33.75+/-8.4

H sibling control chimeric cells +

stimulators cells mean of 4/4
responders 5.0+/-1.25

OJDM mothers + self cells 4/4

mean value <t

IFN gamma cells/100,000 cells

Elispot des cellules chimériques maternelles triées dans le sang circulant
des enfants avec ou sans der matomyosite et stimulées avec des cellules
des garcons



Transfert materno-foetal

o Cellules maternelles semi-allogeniques vis-
a-vis du fodus,

— Associées dans des maladies immunes telles
lupus neo-natal et dermatomyosite juvenile

* Pityriasislichénoide:
— Etiologie inconnue

— Histologie proche de celle observée lors d’ une
réaction du greffon contre I’ hote



Résultats

 |dentification de cellules d origine
materndlle dans les tissus des
enfants atteints de :

e Hybridation in situ:
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* Fréguencedescelluleschimérigues maternelles:
— 99 versus 5 par million de cellulestotales, p=0.005



e Cellules maternelles
essentiellement détectées dans
I’ épiderme :

FigA

FigB

Fig
C,DF




* Mise en evidence de kératinocytes d origine maternelle
chez des enfants.



e Hypothese 1.

&




e Hypothese 2:

o .
e




Transmission au fogus durant la grossesse de
cellules mater nelles capables de différenciation
kératinocytaire au sein del’ épider me de
I”enfant.

Presence of Chimeric Maternally Derived
Keratinocytes in Cutaneous Inflammatory Diseases
of Children: The Example of Pityriasis Lichenoides

Kiarash Khosrotehrani'~, Sarah Guegan®, Sylvie Fraitag’, Michele Oster”, Yves de Prost®,
-~ . . 4 5 -~ . . =] b5 -
Christine Bodemer™® and Selim J-""Lr;]f_'tlrl__F__-‘,l] il

fournal of Investigalive Dermaltoldogy (20060 126, 545044,
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30/37 (81% ) maternal nuclel were within o actin cells

Meéme type de résultats dans e myocarde des enfants ayant un lupus néo natal



Sivasta B, Lancet, 2001



Hépatite C

—Milliers de cdlulesfogales dans le foie

d’ une femme HCV + ’ -
uman

Reproduction
Update

— Phénotype semblable aux hepatocytes

— Microdissection et analyse du
polymorphisme des STR: fodus avorté - B
19 ans plus tot

Johnson et al, Hepatol ogy, 2002



L es cellules fodal es sont multipotentes

e 14 2a60% descellules XY +
sont cytokératine+ (tissus
épithéliaux)

i Yo

 Danslefoie, 4% Heppar-1+

e Lescellulescytokeratine + sont
dans les zones | ésées et |es
CD45+ dans les zones saines Khosrotehrani et al, JAMA, 2004




o || existe des cellules fodaes microchimériques
multipotentes capables d’ adopter divers phénotypes
tissulaires maternels:

PREGNANCY ASSOCIATED PROGENITOR CELLS
(PAPCs)

« Hypothese: les cellules fadales participent ala
réparation tissulaire maternelle en cas de lésion
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Question posee

Des cellules fodal es peuvent-€elles étre
impliquées dans des dermatoses
Inflammatoires maternelles pendant |a
grossesse .

— En participant al’ angiogenese

— Et/ou en participant al’ inflammation



M odéles murins de microchimérisme

00 X,
EGFP

sous promoteur ubiquitaire




Modéele murin de chimérisme
00 9

| uciférase
SOus promoteur . X

-VEGFR?2 : endothélium

-CMV : ubiquitaire P, l P
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Activite luciférase : imagerie in vivo
Signal desfodustransgéniques

sauvage



Induction d hypersensibilité

Oreille G (J16): véhicule
(acétone/huile)

?

-

Oreille D (J16):
10ul d’oxazolone 2%.

Sensibilisation (J10):
50ul oxazolone 2%



Survenue d’'une dermite d’hypersensibilite
aux oreilles droites des souris






Frequency of fetal microchimeric
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Femelles sauvages porteuses de fodus
VEGFR2:Luc Sauvage

Les cellules fcetales sont presentes de facon
spécifigue dans l'orellle sensibilisée



M odél e oxazolone chez meres

UTgVEGFR2  wild type







Hybridation in Situ du chromosome Y
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X and Y chromosome In Situ Hybridization

No fusion event detected



| mmunohistochimie anti GFP: Oreallle D

Fetal cells are located Iin the dermis

In vessel walls or in inflammatory dermal infiltrates



| mmunohistochimie anti GFP: Oreallle D







o Cetravall montre lapréesence de cellules fodales dans les
dermites d' HS de la mere pendant |a gestation

e Dans2 modeles:
— Sauvage croisee avec Tg EGFP
— Sauvage croisee avec TQVEGFR2:Luc + TgCMV:Luc

 Par 4 technigques différentes

- PCR en temps reel du Tg EGFP

- Imageriein vivo par caméra CCD

- Immunohistochimie: anti GFP

- Hybridation in situ du chromosome Y




* Cellesci sont retrouvees éectivement au site
Inflammatoire maternel

 Lephénotype descellules est
— Vasculares CD31+, VEGFR 2+
— A un moindre degré leucocytaire CD45+



Quelles conseguences de cette
angiogenese fodale ?

| aconseguence fonctionnelle
— Favorise I’ inflammation et |’ oademe par
angiogenese ?
— Influence la réponse immune maternelle ?




FISH : cellulesfodales males (XY +) dans un mélanome materndl.



| mmuno-hybridation CD31 Vuedu foyer de cellules
dans un méanome fogales dansla tumeur



4-180 dans CSC,
91-645 dans CBC,

w03 7-102 aans KA,
. 22-41 dans keratoacanthome
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BCC SCC/Bowen AK KA Benign  Pre-pubertal Non-grafted
nevi BCC

Females grafted with male kidneys Control females



FISH de 2 champs du carcinome baso cellulaire gr9 .
nombreuses cellules positives dans les boyaux



Skin Carcinoma Arising From Donor Cells in a Kidney
Transplant Recipient

Selim z"u'a;t:ltingi,]J Jean Kanitakis,' Sylvie Fuvrard,’ Caroline Le Danff, Isabelle Pegui[[eltf
Kiarash Khosrotehrani,' Olivier Lantz,” and Edgardo D. Carosella’

'Unité de Demmatologie, Hopital Tenon; SRHI (DREM/DSV)L CEA, Hipital 5L Louis Laboratoire dimmunclogie, Institul Curie, Paris:
and “Service de Dermatologie, Hopital Edouard Herriol, Lyon France

Kératose actinique préesente chezla
méme femme que celle qui a le baso gr9,
mais a distance : noter des kératinocytes
males

Specimen sans cellules
épitheliales positives



GRAFTED
KIDNEY STEM CEL

« NON SELF »
CARCINOMA
NORMAL DYSPLASTIC

KERATINOCYTES KERATINOCYTES



Conclusion : le chimérisme est

une réalité polymorphe
Phénomene tres frequent, se dével oppant dans
diverses circonstances

Capable d’ étre Impligué dans I’ auto-immunite

Capable d’ étre impligué dans |e remodel age
Capable d’ étre impligué dans |a carcinogenese



Perspectives

e Comment sont elles tolérées ?

e Quel impact des PAPCs ?

— Sur laréparation tissulaire:
o Ont-elles un bénéfice pour lamere
* Peuvent-€lles corriger un déficit génétique maternel ?

— Ces cellules différenciées peuvent elles déclencher
des maladies immunes ?

— Ces cdllules peuvent elles se transformer ?
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