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GLOSSAIRE

Allo-anticorps : anticorps produit entre individus non identiques appartenant a une méme
espéce.

Allo-antigénes : molécule variable selon les individus d'une méme espéce (exemple : systéme
ABO).

Crossing-over : un phénomeéne génétique qui a lieu lors de la méiose.

Haplotype : est un groupe d'alléles de différents loci situés sur un méme chromosome et
habituellement transmis ensemble.

Hétérodimere : protéine composee de deux sous-unités differentes.

Hétérozygote : pour un géne ou un locus donné, exprime deux alleles différents.
Histocompatibilité : compatibilité entre les tissus d'un greffon et ceux d'un héte, étroitement
liée a leur appartenance a des groupes tissulaires génétiquement définis.

Homozygote : pour un gene ou un locus donné, exprime un seul alléle en double.
Immunosuppresseurs : des médicaments utilisés dans le traitement immunosuppresseur pour
inhiber ou prévenir I'activité du systéme immunitaire.

Loci : pluriel de locus.

Multigénique : comportant plusieurs génes au sein d’un méme génome.

Non-soi : correspond a l'ensemble des molécules dont la synthése ne résulte pas de
I'information génétique propre a l'organisme et qui sont reconnues comme étrangeres par le
systeme immunitaire.

Phénotype : manifestation apparente de la constitution du génome.

Soi : correspond a I'ensemble des molécules résultant de I'expression des genes d'un individu.
Protéasome: Le protéasome se présente sous la forme d'un gros cylindre, les sites
catalytiques étant présents a l'interieur du cylindre; Le protéasome génere en général des
peptides qui font entre 8 et 10 acides amines, ce qui convient tres bien pour la molécule HLA

de classe I.



Le complexe majeur d'histocompatibilité HLA est un complexe immun genique de plus de
200 genes, qui régit les lois de I’histocompatibilité et qui est impliqué dans la
présentation des peptides antigéniques aux lymphocytes T. Ce systeme est caractérisé
par son extréme polymorphisme propre a un individu issu d’une population donnée
qui pourra elle aussi étre caractérisée par une série de spécificités HLA.

Notre étude est une analyse rétrospective portant 460 patients algériens recrutés
principalement dans le cadre de la transplantation rénale et dans le cadre de la
recherche d’une association HLA et maladies au niveau de 'unité d’immunologie
Hassiba Ben Bouali du CHU de BLIDA entre 2009 et 2016.

Le but de notre étude est d’évaluer la fréquence de la prévalence des anticorps anti-HLA
chez les patients en attente de greffe rénale au CHU de Blida. IL s’agit d’une étude
rétrospective incluant tous les patients ayant bénéficié des greffe rénale de 2009 jusqu
a 2016 par les méthodes suivantes :

D'abort technique de séparation des lymphocytes ensuite I'extraction d’ADN a partir du
sang périphérique apres Etude de polymorphisme HLA par les deux techniques
sérologique et biologie moléculaire concernant la recherche des anticorps anti-HLA de
classe I et 1l en utilise deux techniques premierement immunoenzymatique ELISA,
deuxiemes Cross match par lymphocytotoxicité

Nos résultats montrent que les alléles HLA les plus fréquemment retrouvés au sein de la
population algérienne sont : HLA-A*2, A*1, HLA-B*44, HLA-B*51, HLA-C*7,
HLA-C*6,

HLA DR*52, HLADR*4, HLA-DQ*2.

Pour les alléles les moins fréquents sont : HLA-A*66, HLA- A*74, HLA-B*55, HLA-
B*78, HLA-C*9, HLA-C*1, HLA- DR*23 et HLA- DQ*9.

Pour les haplotypes les plus fréquents dans notre population étudiée nous avons trouvé :
A2 B53 A30 B44 A2 B50 DR4 DQ2 B49 C7, B14 C19, B14 C8 DR1, DR7 DQ?2 et
DR52 DQ32.

Notre travail a permis de définir les alleles HLA et les haplotypes les plus fréguemment
rencontrés en Algérie et de les comparer avec ceux retrouvés chez d’autres
populations Algérien, Tunisienne et Mauritanien.

Mots clés : HLA, transplantation, polymorphisme, Algerie, alléles, haplotypes
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Abstract

HLA major histocompatibility complex is an immune gene complex of more than 200 genes,
which governs the laws of histocompatibility and which is involved in the presentation of
antigenic peptides to T lymphocytes. This system is characterized by its extreme
polymorphism specific to an individual from a given population which can also be
characterized by a series of HLA specificities.

Our study is a retrospective analysis of 460 Algerian patients recruited mainly within the
framework of renal transplantation and within the framework of the search for an association
of HLA and diseases at the level of the Hassiba Ben Bouali immunology unit of the CHU of

BLIDA between 2009 and 2016.

The aim of our study is to assess the frequency of the prevalence of anti-HLA antibodies in
patients awaiting kidney transplants at the Blida University Hospital. This is a retrospective
study including all patients who underwent renal transplants from 2009 to 2016 by the
following methods:

First of all, lymphocyte separation technique then DNA extraction from peripheral blood after
HLA polymorphism study by both serological and molecular biology techniques concerning
the search for anti-HLA class | and Il antibodies using two techniques first immunoenzymatic
ELISA, second cross match by lymphocytotoxicity.

Our results show that the HLA alleles most frequently found in the Algerian population are:
HLA-A*2, A*1 HLA-B* 44, HLA-B * 51, HLA-C * 7, HLA-C * 6,

HLA DR * 52, HLADR * 4, HLA-DQ * 2.

For the less frequent alleles are: HLA-A * 66, HLA- A * 74, HLA-B * 55, HLA-B * 78,
HLA-C * 9, HLA-C * 1, HLA- DR * 23 and HLA- DQ * 9.

For the most frequent haplotypes in our study population we found: A2 B53 A30 B44 A2 B50
DR4 DQ2 B49 C7, B14 C19, B14 C8 DR1, DR7 DQ2 and DR52 DQ32.

Our work made it possible to define the HLA alleles and haplotypes most frequently
encountered in Algeria and to compare them with those found in other Algerian, Tunisian and

Mauritanian populations.

Keywords: HLA, transplantation, polymorphism, Algeria, alleles, haplotypes



Introduction

I. Introduction:

L’allogreffe expose a un risque de rejet qui peut aboutir a la perte de 1’organe transplanté. Ce
rejet peut étre medie par une réaction cellulaire (faisant intervenir les lymphocytes T) ou par
une réaction humorale (faisant intervenir les anticorps) dirigée contre les antigénes reconnus
comme étrangers, constitués principalement par les antigénes du complexe majeur
d’histocompatibilité (CMH), également appelés antigenes HLA.

Le rejet fait suite a I’introduction, chez un receveur, d’un greffon génétiqguement différent. Il
représente encore, a I’heure actuelle, un obstacle majeur en transplantation rénale et traduit
une réaction immunitaire protectrice normale d’un receveur vis-a -vis d’un antigéne étranger.
Cette reaction, qui met en jeu de nombreux mécanismes de 1I’immunité innée et adaptative,
entraine des lésions du parenchyme rénal pouvant évoluer jusqu'a la destruction totale du
greffon et la perte de sa fonction. Plusieurs moyens sont actuellement utilises pour réduire
I’action du systéme immunitaire et diminuer ainsi le risque de rejet. (Elsevier Masson., 2010)

On décrit plusieurs systéemes d'histocompatibilités : le systtme du groupe sanguin ABO
fortement antigénique le complexe majeur d'histocompatibilité (HLA) les antigénes mineurs
d'histocompatibilités : super antigénes, ou peptides associés a des molécules CMH du donneur
(présentation directe) ou du receveur (présentation indirecte) a les protéines MICNMICB ;Ces
systemes d'histocompatibilit¢ sont a l'origine des réactions de rejets, complications
irnmunologiques de la transplantation, suspectée cliniquement et biologiquement, puis
confirmée en histologie. D’un point de vue clinique, on décrit différents types de rejet :
hyperaigu, aigu et chronique. (Steven K. Takemoto et al.,2004)

Le champ d’application de I’exploration du systéme HLA est extrémement étendu et ceci
s’explique par son role dans le contrdle et le développement des réponses immunitaires
essentiellement de type spécifique. II faut, cependant, reconnaitre qu’en pratique courante,
c’est avant tout le domaine de la transplantation et a un moindre degré celui de la
susceptibilité génetique aux maladies auto-immunes qui constituent 1’activité principale des
laboratoires d’histocompatibilité.

La présence d'anticorps anti-HLA chez les patients en attente de transplantation constitue
donc 1'un des facteurs qui influencent le choix du greffon. Ceux-ci sont recherchés avant
I’inscription sur liste d’attente de greffe puis tous les trois mois. Ils doivent également étre
recherchés de fagon systématique apres tout événement immunisant potentiel (grossesse,
transfusion, transplantation) a deux reprises (entre J15 et J21 et a J30).

Le polymorphisme du systtme HLA est généré par les mutations et les conversions
géniques. L’¢étude de ce dernier s’intéresse aux origines et aux mouvements migratoires des
différentes populations, qui ont influencé la diversité génétique, la distribution et la fréquence
des différents alleles et haplotypes de ces populations.
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I. Deécouverte du CMH :

L’existence du CMH a d’abord été évoquée chez la souris, par Peter Gorer, en 1936.

Des réactions d’agglutinations d’érythrocytes de souris par des sérums de lapin
préalablement immunisés par des érythrocytes murins ont permis de suggérer 1’existence
d’allo-antigenes en surface cellulaire. Snell observa par la suite que le rejet du greffon chez la
souris était associé a une incompatibilité au niveau des allo-antigenes précédemment définis
par Gorer.

C’est ainsi qu’il décrit pour la premicre fois le Complexe Majeur d’Histocompatibilité
murin, nommé «H2» en I'nonneur de I'antigene Il découvert par Gorer. ( J. Klein.,2001)
C’est donc sa capacité d'induire une forte réponse immunitaire allogénique, responsable du
rejet de greffe, qui le fait connaitre dans un premier temps et qui lui fait mériter son nom. Son
role majeur dans la réponse immunitaire et dans I’éducation des lymphocytes T par la
présentation des antigénes, n’a été découvert que 30 ans apres.

Le Complexe Majeur d’Histocompatibilit¢ de 'homme fut découvert en 1952 par Jean
Dausset, récompensé du prix Nobel de médecine en 1980.

Son nom de systeme HLA symbolise le groupe sanguin leucocytaire mis en évidence par
I’agglutination de leucocytes par des sérums de sujets immunisés a 1’occasion de transfusions
sanguines.

En effet, aprés ses études de médecine a Paris, Jean Dausset porta un grand intérét aux
patients polytransfusés et leucopéniques, chez qui il découvrit 1’existence d’anticorps anti-
leucocytes, d’abord soupgonnés d’auto-anticorps.

Il démontra rapidement qu’il s’agissait en fait d’une allo-immunisation générée par les
nombreuses transfusions. Ce n’est pourtant que six ans plus tard, en 1958, que le premier
antigene du CMH humain MAC (HLA-A2) est décrit.

A cette époque, des expériences ont été réalisées a partir du sérum d’un patient qui avait
recu des transfusions d’un unique donneur.

Elles permirent de constater que les anticorps développés par ce patient réagissaient avec
les leucocytes de la moiti¢ d’une population de donneurs volontaires. Les noms des trois
premiers donneurs avec qui le sérum n’a montré aucune réaction sont a l’origine de
I’acronyme MAC. ( E. D. Carosella.,2009)

La technique sérologique de lymphocytotoxicité complément-dépendante va ensuite étre
développée et permettra la découverte de nouveaux antigenes qui révelent alors
progressivement le grand polymorphisme du systeme HLA.

La classe Il fut caractérisée plus tardivement, par des réactions lymphocytaires mixtes.

En 1968, Jean Dausset évoque la possibilité d’une relation étroite entre les groupages HLA
et la susceptibilité génétique a développer certaines maladies.

Le concept de médecine prédictive entraine alors la nécessité d’établir la carte génétique, en
particulier du systeme HLA, localisé quelques années plus tot sur le bras court du
chromosome 6. Des centaines de laboratoires dans le monde entier sont enthousiasmés par ce
projet ce qui permit des progres rapides en biologie moléculaire et une description de plus en
plus précise du CMH, au niveau génétique. ( Carosella ED et al.,2009)
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Il. Définition et structure du HLA :

Le CMH code pour des molécules de structure molécules HLA et aussi pour des
molécules qui servent a la fixation des peptides antigéniques.
Le locus génétique invisible dans le rejet des organes étrangers est connu comme le principal
complexe d’histocompatibilitt CMH, Chez I’homme, est une région du génome qui s’étend
sur 7,6 mégabases située sur le bras court du chromosome 6. Sa carte génétique établie en
19993 révele plus de 250 génes dont seul 60% d’entre eux seraient exprimés. (Shiina T et al
,1999)

Les molécules de classe | et de classe Il se ressemblent beaucoup.

On dit que ces molécules appartiennent a la superfamille des Immunoglobulines (ce sont
souvent des molécules qui sont impliquées dans les réponses immunitaires et qui sont
organisées en domaines extracellulaires d'a peu prés 100 acides amines globulaires: on en a
trois pour la chaine a de classe I, deux pour la chaine a de classe Il et deux pour la chaine 8
de classe I1; on également un domaine intra membranaire et un domaine intra cytoplasmique).

1-Structure du CMH |

Hétérodimeére => Association non covalente de deux chaines polypeptidiques:

Leur structure tridimensionnelle Chaine lourde o 1 et 2 constituent le sillon peptidique
«peptide binding groove» avec deux hélices a encadrant un plancher de feuillets B. (45 KDa)
transmembranaire, , polymorphe constituée de trios domaines extracellulaireal, a2, et a3,
glycosylée, codée par le locus CMH | sur le bras court du chromosome 6.

Chaine légére [P2-microglobuline (11-12 KbDa) extracellulaire, non polymorphe, non
glycosylée, codée par un gene localisé sur le chromosome 15

Trois génes de classe 1 sont étudiés en transplantions d’organes : HLA-A, -B et —-C (A.
Maffei et al.,2004)

2-Structure du CMH 11

Glycoprotéine transmembranaire : Chaine_lourde o (34 KDa), Chaine 1égére 3 (26-29 KDa).
Quatre domaines forment la partie extracellulaire (30AcAm) : a 1, a 2, p 1glycosilés et p 2
(site de fixation au CD4).

Domaine transmembranaire hydrophobe (30AcAm).

Domaine intracytoplasmique, trés court (10 a 15 AcAm), hydrophile.a 1, B 1 sont tres
polymorphes. a. 2, B 2 ressemblent aux domaines constants des immunoglobulines.

Trois molécules sont étudiées en transplantation d’organes les molécules DR, DQ et DP
respectivement codées par les génes des chaines alpha HLA-DRA, -DQAL, -DPAL et des
chaines béta HLA-DRB1, -DRB3, -DRB4, -DRB5, -DQBL1 et -DPB1 (figure 1). Les génes
HLA-DRB1, -DQB1 et -DPB1 sont les plus polymorphes et étudies en priorité en
transplantation d’organe. Le géne HLA-DRA n’est jamais étudié car trés peu polymorphe
(seulement deux protéines différentes sont décrites dans I’espéce humaine). (A. Maffei et
al.,2004)




Chapitrel : Systéme HLA

Classe I i om Classe 11
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Figure 1: structure des molécules de CMH de classe I et 11 .

Les génes HLA de classe Il situés entre les deux classes précédentes sont des génes codant
diverses protéines qui peuvent avoir un réle dans la réponse immunitaire comme par exemple
des facteurs du systéeme du complément, le (TNF), ... L’ensemble de ces genes sont trés peu
polymorphes, méme invariant et ne sont pas étudiés pour la compatibilité donneur-receveur en
transplantation d’organe

I1l. cCartographie :

Les premiéres cartes chromosomiques du CMH de ’homme ont bénéficié¢ des travaux faits
chez la souris (systtme H-2), de I’observation de familles informatives avec recombinaisons
chromosomiques, d’étude de populations, de techniques de cultures de cellules de
mammiféres (technique des hybrides cellulaires somatiques). Ainsi furent précisées les
notions génétiques essentielles propres a ce systeme : localisation sur le bras court du 6e
chromosome chez I’homme (bande 6p21.3) et ordre des principaux génes HLA, du télomere
vers le centromére (HLA-A, -C, -B, -DR, -DQ et -DP).

Les méthodes plus fines de la biologie moléculaire moderne ont conduit a des cartes toujours
plus détaillées de cette région de 4 a 5 000 kilobases (kb) correspondant au CMH de ’homme.
(Figure 2) ( Rhodes DA et al.,1999)

Schématiquement, ce CMH comporte trois régions riches en genes.

Celles-ci sont notées, du télomére vers le centromére, région de classe | (abritant notamment
les génes HLA dits classiques de classe | -HLA-A, B et Cw- et non classiques -HLA-E, F,
G,MIC et HFE) s’étirant sur quelque 2 000 kb, région de classe III (abritant des genes
apparentés ou non au systeme HLA mais dont un grand nombre est impliqué dans la réponse
immune, tels les génes codant certaines protéines du complément C2, C4, Bf, ou certaines
cytokines), couvrant une longueur de 700 kb, enfin la région de classe Il (abritant les génes
HLA-DR, -DQ et -DP) sur une longueur de 1 000 kb.

La premiére séquence compléte et la carte génique du CMH de ’homme ont été publiées en
1999 : au total 224 génes ont été identifiés mais seulement 128 seraient exprimés. Une
fonction immunitaire est attribuée a 40 % de ces génes exprimés. ( Marfo et al.,2011)
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Plus récemment, le séquencage étendu du CMH humain a permis de caractériser, sur 7,6 Mb,
421 loci correspondant a 60 % de génes exprimeés, 7 % de génes transcrits et 33 % de

pseudogeénes.
Chromosome 6 humain
Extrémité g q. T P ) Extrémité
centromérigque  __ —— T télomérique
¥  Classell * Classe Il * Classe | ;"*
{ pp Da DR| 210HscarBirc2 | BCEA | {
1 000 2 000 3 800 kbp
4 I
i Classe |l - Classe | _
qlL’.__l::u:%—.Dc:u:a|:Jr:n|3||_::=:: DO . DR - B C E A HSE
o I:].'\:{AP1 A Y e I I
B2 a2 L LMP2. T
: AZB1 A1 L owas B14A1B1 B2 831'41'5=A ) |
0 S00 1 000 2 000 3 800
1 : cytochrome P-21 hydroxylase Classe IlI 7 - heat shock protein (HSP)
2: cnmplem:ant c4B \ & : twmor necrosis factor o
3 : pseudogéne 9 : tummor necrosis factor B
4 : complément C44 i 1 10 : MICE | génes HLA
5 : facteur B du complément | | . | f | i i } t | 11 : MICA | apparentés classe |
& : complément C2 1 000 2 000
I Géne exprimé |:| Pseudogéne (géne non exprime)

Figure 2. Carte physique de la région chromosomique human leukocyte antigen (HLA).

1. Structure des genes classe | :

On distingue deux sous-classes de molécules de classe | :

Les molécules de classe I classiques (l1a) codées par les génes HLA-A, -B et -C et qui
sont d’intérét majeur en transplantation. Ces geénes sont hautement polymorphiques, et
leur expression est pratiquement ubiquitaire (voir paragraphe ci-dessous « expression
des molécules de classe | »). (J. Proll et al .,2011)

Les molécules de classe I non classiques (Ib) codées par les génes HLA-E, -F, -G
situés dans la région de classe | du CMH et le géne HLA-H (aussi connu sous le nom
HFE) situé a proximité du CMH. (J. Proll et al .,2011)

Les trois génes HLA-E, -F, -G ont un polymorphisme et une expression cellulaire
bien plus limités que ceux de classe la. (L. Pichon et al., 1996)

Des analyses phylogénétiques laissent penser que la classe Ib proviendrait de la

duplication des loci de classe la, mais certaines séquences, en particulier celles de
régulation transcriptionnelle en 5’ ne seraient pas conservées. (A.L.Hughes et
al.,1995)

Cette notion permet de comprendre les risques d’amplification non spécifique et la

difficulté de synthétiser des amorces de qualité en biologie moléculaire.
Les deux premiers constituent la zone la plus polymorphe de la molécule.
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Figure 3 : Représentation schématique des génes de classe la du CMH, des
ARNM transcrits et des protéines obtenues.
1.2. Expression des molécules de classe I :

Les molécules de classe | classiques sont retrouvées a la surface de pratiguement toutes
les cellules nucléées, cependant leur niveau d’expression est variable. Ainsi les lymphocytes
(B plus que T) et les cellules dendritiques sont les cellules qui expriment le plus les molécules
de classe I classiques.

Inversement, les cellules musculaires squelettiques et cardiaques, et les cellules endocrines
de certains organes (thyroide, pancréas, muqgueuse gastrique par exemple) expriment trés
faiblement les molécules de classe | classiques. (P. Le Bouteiller et al .,1997)

Néanmoins quelques cellules nucléées en semblent exemptes comme par exemple les
cellules germinales, I’endothélium cornéen et certaines cellules du systeme nerveux central.

Les mécanismes de régulation qui contrblent cette expression dans les différents tissus et
cellules ne sont pas encore tous élucidés. Ils mettent en jeu diverses cytokines comme les
interférons (IFN a, P et y) et le facteur nécrosant des tumeurs (TNF) qui augmentent
I’expression des molécules de classe I. Ils agissent par I’intermédiaire de promoteurs situés en
amont des genes de classe I. ( P. J. van den Elsen et al.,2004)

L’expression des molécules de classe | classiques a la surface des cellules peut aussi étre
modulée négativement lorsqu’elles sont infectées par certains virus, comme par exemple le
cytomégalovirus (CMV). (A.-M. Fillet et al .,2000)

Il n’existe pas de généralités concernant 1’expression des molécules de classe Ib.
Commencons par la molécule HLA-E, découverte en 1988. Elle possede un polymorphisme
tres faible, et une répartition quasi ubiquitaire sur les cellules somatiques, mais est exprimée
en bien moindre quantité que les molécules de classe la.

Bien que neuf alléles différents soient connus, deux seulement semblent étre récurrents. (N.
Lee et al.,2010)

Cette molécule, qui reste énigmatique, est décrite pour son réle de régulation des cellules
NK, aussi bien inhibiteur qu’activateur, en particulier dans des situations de stress ou
d’infection.

Les molécules HLA-E présentent des peptides d’origines variées qui peuvent étre
d’origine microbienne ou bien provenir de molécules du soi. En effet, elles présentent les

8
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peptides leader (codé par I’exon 1) des molécules HLA de classe la, et reflétent ainsi le
niveau de transcription de ces dernieres. Cette action est destinée a renseigner les cellules NK
qui surveillent la qualité d’expression des molécules HLA de classe I classique. (V. M.
Braud et al.,1999)

Récemment, la molécule HLA-E fait 1’objet de diverses études sur I’influence de son

polymorphisme dans la survenue de la réaction du greffon contre 1’hote (GvH), «Graft versus
host disease») apres une greffe de (CSH). (E. Hosseini et al.,2014)
Certaines études ont conclu que le phénotype HLA-E*01:03/E*01:03 du receveur serait
associé a un moindre risque de développer une GvH apres une greffe de moelle osseuse et
globalement a une survie plus longue. Il a aussi été retenu que 1’homozygotie du donneur pour
HLA-E*01:01 (comparé aux phénotypes HLA-E*01:01/E*01:03 et HLA-
E*01:03/E*01:03) serait favorable au développement d’infections bactériennes en lien direct
avec une mortalité accrue apres la greffe.

Une capacité de présentation des peptides moins efficace par les cellules du donneur serait
a I’origine de cette tendance aux infections. (M. A. Pabén et al.,2014)

11 est aussi intéressant de s arréter sur la molécule HLA-G, découverte en 1990.

Son polymorphisme est comparable a celui du gene HLA-C. Longtemps considérée comme
en «voie d’extinction», HLA-G a finalement suscité de I’intérét lors de la découverte de ses
fonctions en particulier pendant la gestation. Les cellules trophoblastiques n’exprimeraient
d’ailleurs que des molécules de classe Ib.

Dans des conditions physiologiques, on ne retrouve les molécules HLA-G que dans les
cellules trophoblastiques, les cellules épithéliales du thymus et la cornée. Son expression
transcriptionnelle est trés largement représentée dans les tissus adultes et embryonnaires, en
revanche la protéine n’est retrouvée qu’en surface d’un nombre restreint de cellules,
notamment au niveau placentaire.

En effet, le gene HLA-G est soumis a une importante régulation post-transcriptionnelle
qui donne lieu a sept isoformes différentes, quatre membranaires et trois solubles. (M. A.
Pabon et al.,2014)

En effet, la grossesse peut étre comparée a une greffe semi-allogénique, puisque le feetus
exprime les antigenes maternels mais aussi paternels, ces derniers étant étrangers pour la
meére.

On comprend que le phénoméne de tolérance immunitaire a toute son importance pour le
bon déroulement des échanges foeto-maternels, et le maintien en vie du feetus qui doit
échapper aux cellules Natural Killer de sa mere.

Le r6le de la molécule HLA-G dans la greffe de tissus a également été démontré avec une
corrélation positive entre son expression et la diminution du risque de rejet.(M. A. Pabdn et
al.,2014)

Nous ne détaillerons pas la molécule HLA-F, qui demeure encore tres peu étudiée. Ces
molécules seraient transcrites dans la plupart des cellules et exprimées au niveau
intracellulaire. Mais récemment, 1’équipe de Geraghty montre, grace a de nouveaux anticorps
monoclonaux anti-HLA-F, que contrairement a la plupart des lignées cellulaires, toutes les
populations de lymphocytes (B, T et NK), les monocytes et les cellules du trophoblaste
extravilleux expriment HLA-F a leur surface. (M. A. Pabédn et al.,2014)
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Quant a la molécule HLA-H, autrement appelée HFE, elle semble étre une exception a
I’implication des molécules HLA dans le systeme immunitaire. Son réle est plutdt important
dans le métabolisme du fer. (E. Hosseini et al.,2014)

Au total, les molécules de classe Ib, et plus précisément HLA-E et HLA-G, pourraient jouer
un role important dans la réaction d’immunotolérance en transplantation d’organe et de CSH.
(M. A. Pabén et al.,2014)

Il est important de noter que la surface des globules rouges ne posséde aucune molécule
HLA chez ’'Homme, contrairement a d’autres especes, notamment la souris, ce qui explique
la découverte de Gorer. Les thrombocytes expriment les molécules HLA de classe | et
présentent de ce fait des risques d’allo-immunisation anti-HLA de classe | lors des
transfusions plaquettaires.

Actuellement, les précautions transfusionnelles consistent a utiliser des culots globulaires
déleucocytés lors de transfusions érythrocytaires pour limiter les risques d’alle-immunisation
anti-HLA.

1.3. Les molécules du CMH I présentent les antigenes endogenes aux lymphocytes
T CD8+:

La détection des protéines par les lymphocytes T ne peut avoir lieu qu’aprés leur
transformation en peptide, formant un complexe ternaire avec la molécule HLA et le
récepteur du lymphocyte T (TCR). La cavité formée par les domaines al et a2, décrite un
peu plus tot, permet de loger un peptide de 8 a 10 acides aminés issu de la dégradation
intracytoplasmique de protéines endogénes.

Dans le cas des molécules de classe I, cette loge est fermée de facon a retenir les
extrémités libres du peptide, que constituent les groupements amine NH2 et carboxylique
COOH.

Nous verrons cependant que cette régle n’est pas exclusive. Il existe en effet des protéines
d’origine exogeéne présentées par les molécules de classe I. (A. Maffei et al.,1997)

En I’absence d’infection par un pathogene, les sillons des molécules de classe I de la
cellule sont occupés par des peptides dérivés de protéines du soi.

En revanche, lorsque la cellule héberge un pathogene, les peptides présentés en surface
dérivent de 1’agent infectieux (protéines du non soi), c’est ce qui va permettre de déclencher
une réponse du systéme immunitaire entrainant ainsi 1’élimination des cellules infectées.
Avant d’étre a I’état de peptides « apprétables », les protéines doivent entrer dans la voie de
production endogéne ou cytosolique des peptides, dont les principaux acteurs sont les
protéasomes, des complexes de protéinases a haute activité catalytique.

La chaine lourde a et la chaine 1égere B2-microglobuline, aprés leur traduction, sont toutes
les deux équipées d’une séquence signal guidant leur entrée dans le réticulum endoplasmique
(RE).

Tout un processus est mis en jeu pour faciliter cet assemblage, que nous ne détaillerons pas

davantage ici. Le schéma de la figure représente la voie d’assemblage des molécules de
classe I et I’apprétement du peptide.(A. Maffei et al.,1998)

10
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Dans les cellules présentatrices d’antigénes (CPAS) dites professionnelles, comme les
cellules dendritiques myéloides, les peptides présentés par les molécules de classe | peuvent
étre d’origine exogene, on parle alors de présentation croisée.

En d’autres termes, elle est mise en jeu lorsque des molécules HLA de classe | présentent des
protéines qui ne sont pas synthétisées par la cellule elle-méme. Ce phénomene est également
schématisé dans la figure. (K. L. Rock et al.,2005)
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Figure 4 : Schéma d’apprétement des protéines endogénes par les molécules HLA de
Classe | et présentation croisée de protéines exogenes .

2. Structure des génes classe 11 :

Les génes du CMH de classe Il sont séparés en cing sous-régions DR, DQ, DP, DO et
DM. Chacune d’elles, contient des génes A et B, codant respectivement pour les chaines o et
B des molécules DR, DQ, DP, DO et DM.

Les genes A (DRA, DQA, DPA, DOA et DMA) comportent 5 exons, leur polymorphisme
est restreint notamment pour le géne DRA qui ne présente que 7 alleles décrits dans 1’espéce
humaine. Ceci contraste avec la majorité des genes B de classe Il qui sont hautement
polymorphes, notamment DRB1. A noter que celui-ci comporte également 5 exons
contrairement aux autres genes B qui en comptent 6.

Les sous-régions ne sont pas comparables en termes de genes et de polymorphisme. Ainsi
on dénombre au moins 10 genes au niveau de la famille DR : un unique gene DRA
pratiquement invariant, qui est a I’origine de la chaine DRa, et neuf genes DRB. Parmi eux,
quatre sont polymorphes et codent pour une chaine DR (DRB1, DRB3, DRB4 et DRB5), les
cing autres sont des pseudogenes (DRB2, DRB6, DRB7, DRB8 et DRB9).
= La molécule membranaire mature HLA-DR est formée de 1'association d'une chaine DRa
et d'une chaine DR, elle doit finalement son grand polymorphisme aux seuls génes DRB. (
J.-F. Eliaou.,2007)
= La sous-région DQ peut étre décrite plus simplement, puisqu’elle ne présente que deux
génes HLA-DQA (Al et A2) et trois génes HLA-DQB (B1, B2 et B3). Seuls les génes
DQAL et DQB1 sont fonctionnels.
= Une description similaire de la région DP peut étre apportée, avec cette fois trois genes
connus pour HLA-DPA (A1, A2 et A3) et deux genes décrits pour HLA-DPB (B1 et B2). De

11
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la méme facon, seuls les genes DPAL et DPB1 sont fonctionnels. HLA-DPA2, -DPAS et -
DPB2 sont des pseudogénes. 2015

= Quant aux sous régions DO et DM, elles comportent chacune deux génes (DOA, DOB et
DMA, DMB) dont I’expression résulte en une molécule hétérodimerique de classe II non
classique impliquée dans le mécanisme d’apprétement de 1’antigéne.

Au total, six génes sont principalement impliqués et étudiés en histocompatibilité lors des
greffes : trois de classe | (HLA-A, B, C) et trois de classe Il (HLA-DRB1, DQB1, et DPB1).

Les génes DRB3, DRB4, DRB5 sont étudiés dans le contexte de la greffe de cellules
souches hématopoiétiques mais seulement occasionnellement en transplantation d’organe. Ils
ne sont étudiés (comme pour les génes DQA1L et DPAL) que lorsqu’une immunisation a été
mise en evidence chez le receveur.

Cette pluralité moléculaire est le fruit de la combinaison de chaines o et 3 synthétisées par
des génes portés par le méme haplotype (molécules normales, dites de cis-complémentation).
Cependant des molécules dites hybrides, fruit de 1’association de chaines a et  synthétisées
par des génes portés par les deux haplotypes (molécules hybrides de trans-complémentation),
ont été rapportées chez la souris, puis chez I’homme.(Charron DJ.,1984)

Ces molécules hybrides ajoutent encore plus de diversité HLA et pourraient expliquer d’une
part la susceptibilité accrue de certains sujets (hétérozygotes) a certaines maladies comme le
diabéte, [30] et d’autre part I’avantage sélectif des sujets hétérozygotes HLA, proposé deés
1975, [31] et observé a partir de 1991.( E. Hosseini et al.,2014)

Figure 5 : Représentation schématique des genes de classe Il du CMH, de
I’ARNm transcrit et des protéines obtenues.

Les deux chaines s’associent entre elles pour former une molécule composée d’une partie
extracellulaire comprenant deux domaines de chaque chaine (al, 02, 1 et p2).

Les extrémités al et B1 constituent le sillon servant a accueillir les peptides.

Cette cavité est délimitée par des parois formées de deux hélices a et par un plancher de
feuillets f.

Tout comme pour les molécules de classe I, les domaines proximaux (02 et B2 pour les

molécules de classe II et a3 pour la chaine a des molécules de classe 1) ont une
structure proche de la superfamille des immunoglobuline. (Doherty PC et al.,1975)
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2.1.  Expression des molécules de classe 11 :

L’expression cellulaire des molécules de classe II est limitée aux cellules
présentatrices d’antigénes (CPAS) du systéme immunitaire que sont les lymphocytes
B, les monocytes / macrophages, les cellules dendritiques, les cellules de Langerhans
épidermiques et les cellules de Kupffer du foie. Elles sont chargées de la présentation
des peptides aux lymphocytes T CD4+. (J. P.-Y. Ting et al.,2002)

Leur expression membranaire est régulée par I’interféron gamma (IFN y), qui peut induire
une exacerbation de 1’expression en surface cellulaire mais aussi générer des
molécules de classe Il a la surface de nombreuses cellules qui deviennent alors des
cellules présentatrices d’antigénes accessoires.

Leur expression est aussi sous le controle d’autres effecteurs comme les interleukines 4 et
10 (IL-4 et 1L-10) ou encore le TNFa.

La régulation moléculaire de leur expression fait 1’objet d’importantes recherches, afin de
comprendre le fonctionnement complexe des promoteurs et des facteurs de
transcription qui permettent d’établir un équilibre entre les réactions vis-a-vis de
peptides étrangers, et I’autoréactivité contre les peptides du soi. (J. P.-Y. Ting et
al.,2002)

2.1.1. Nature des peptides présentés :

La source des peptides présentés par les molécules de classe Il provient de
protéines dites exogenes, qui pénetrent dans la cellule apres phagocytose par les
CPAs, pour subir ensuite une dégradation lysosomale.

I1 s’agit donc de protéines qui ne sont pas synthétisées dans la cellule.

Les peptides logés dans la niche des molécules de classe Il peuvent étre plus grands que
ceux de la classe I, allant de 10 a 24 résidus d’acides aminés, les extrémités de la
gouttiére étant ouvertes.

La voie d’assemblage des molécules HLA de classe Il et le mécanisme d’apprétement des
peptides par la voie exogéne sont schématisés dans la figure.

A noter que les molécules de classe Il qui n’ont pas fixé de peptide aprés assemblage sont
rapidement dégradees par la voie endosomale, et présentées a leur tour par leurs
semblables.

Ceci explique pourquoi les peptides dérivés de molécules de classe Il sont bien
représentés dans le répertoire des peptides du soi.
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Protéine exogéne
- Molécule HLA de classe IT

Noyau cellulaire
Support génétique des protéines

Figure 6 : Schéma d’apprétement des protéines exogénes par une molécule HLA
de classe 1.

3. Nomenclature HLA :

La découverte de I’immense polymorphisme des molécules HLA a nécessité la mise en place
d’une nomenclature internationale dés 1968. Tous les alléles décrits sont répertoriés dans une
base internationale commune appelée IMGT (The international ImMunoGeneTics
information system) et mise a jour constamment.

Les nomenclatures utilisées pour la nomination des différentes molécules HLA est imposée
par le comité international « WHONomenclature commitee » et dépend de la technique
utilisée pour la mise en évidence de ’all¢le.

Actuellement, 17166 alleles HLA sont décrits dont 12544 en classe | et 4622 en classe I1.

Les nombres d’alleles pour les génes les plus polymorphes décrits et répertoriés dans la
database internationale sont indiqués dans le tableau suivant.

Gene HLA A B C DRB1 DQB1 DPB1
Alleles 3968 4828 3579 2103 1142 894
Tableaul : Nombre d’alléles pour les génes (LA-A, -B, -C, -DRBL1, -DQB1, -DPB1 décrits
en Juin 2017

Nomenclature des antigenes HLA(2004). Ces antigénes sont définis par des techniques
sérologiques (séries A, B, C, DR, DQ) ou cellulaires (série DP).

Séries de classe | Séries de classe Il

A B Cw DR DQ DP

Al B5B49 (21) | Cwl DR1 DQ1 DPw1
A2 B7B50 (21) | Cw2 DR103 DQ2 DPw2
A203 B703 B51 (5) | Cw3 DR2 DQ3 DPw3
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Devant 1’accumulation des données et en raison de la diversité (polymorphisme) de ce
systéeme, un comité de nomenclature internationale définit régulierement des regles strictes

d’écriture (site http://www.ebi.ac.uk/imgt/hla).

Celles-ci permettent de référencer clairement les régions géniques (loci), les alleles (ougénes),
les produits (ou antigenes) HLA propres a ce CMH. Des équivalences avec d’anciennes
désignations sont egalement précisées. (Marsh SG et al.,2005)
D’une fagon générale, chaque spécificité moléculaire HLA est désignée par une lettre
précisant le locus auquel elle appartient (HLA-A pour locus A) suivie par son numéro

spécifique (exemples :

HLA-A2 ; HLA-B27). Pour le locus C, et afin d’éviter toute

ambiguité avec les protéines du complément, la lettre W (pour « Workshop ») est accolée a C

(exemple : HLA-Cw2).

3.1. Lanomenclature est adaptée a la technique utilisée pour réaliser le typage

e En sérologie, on définit des spécificités. Une spécificité regroupe plusieurs alléles qui
possedent le méme profil de réactivité sérologique. Il est courant d’utiliser le terme « broad »
pour définir une spécificité large que I’on peut subdiviser en « split ». Ces derniers ont été
découverts dans un second temps avec la mise en évidence d’anticorpsanti-HLA plus

spécifiques.

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

- Le typage allélique, dit de « haute résolution », on parle de résolution 4 digits. Avec
certaines techniques de biologie moléculaire, on peut obtenir une haute résolution de 6 digits,

voire méme 8 digits. 2013

Le suffixe « N » désigne un alléle nul, c'est-a-dire codant pour une protéine qui n’est pas

exprimée a la surface cellulaire.

« L » désigne un allele codant pour une protéine dont I’expression a la surface cellulaire est

significativement réduite.

« S » correspond aux protéines sécrétées sous forme soluble

« Q » signifie que I’expression demeure indéterminée

Séparation par une

Tiret séparant le étoile indiquant

I'identification par

nom du géne du 3 4 2 <
biologie moléculaire

préfixe

Séparateurs de champs

/

HLA-ATODOZ2:

Gene
ou
locus

Préfixe
désignant les
génes HLA

Champ 1 :
spécificité ou
groupe d alleles

Champ 2 :
désignela
protéine

o\

|
AN

Champ 3:
désigne une mutation
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Figure 7 : Nomenclature des alléles HLA 2015.
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IV. Caractéristiques du systéme HLA :

1. Polymorphisme :

Les génes codant pour les molécules HLA de classe 1 et 2 sont les plus polymorphes du
génome humain ; le polymorphisme est le résultat de mutations ponctuelles, mais également
de conversion géniques et de recombinaisons homologues ayant eu lieu au moment de la
méiose .C’est pour cela que les différents alleles HLA sont trés proches entres eux au sein
d’un méme locus , mais également entre plusieurs loci de la méme classe, et que 1’on dit que
les molécules HLA sont des mosaiques de déterminants antigéniques. (Figure 10)( Van
Oosterhout C.,2009
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Figure 8 : Répartition du nombre d'alleles nommés depuis 1987 jusqu'a décembre
2021
Liaison étroite et transmission en bloc :

Les genes codant pour les molécules HLA sont heérités « en bloc » selon un mode
mendélien codominant, un individu exprimant alors les alléles en provenance des haplo types
transmis par sa mere et son pére. Dans de rares cas, un cross-over méiotique ou un évenement
de recombinaison peut avoir lieu et modifier I’haplotype parental. Ajouté au polymorphisme
des molécules HLA, ce mode de transmission et d’expression implique que la plupart des
individus sont hétérozygotes pour la plupart des genes HLA, et qu’une cellule en provenance
d’un individu donné pourra exprimer de 6 a plus de 12 protéines HLA différentes a sa surface.

& r= Pl r e

. FF IF
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Figure 9 : Transmission parental des haplotypes HLA. (L. Chatenoud)
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Immunisation anti-HLA

1. Lagrossesse

Au cours de la grossesse, on observe un passage d’antigeénes foeetaux dans la circulation sanguine
maternelle [135].Cela induit une immunisation progressive contre les antigenes HLA
paternels hérités par le feetus. Au moment de la délivrance, entre 50 et 75% des femmes ont
développé des anticorps anti-HLA (Masson E et al.,2013). Bien qu’ils aient tendance a
disparaitre avec le temps chez la majorité des femmes, ils peuvent parfois rester détectables
pendant plusieurs années (van Kampen CA et al.,2002). Le nombre de grossesses semble
¢galement directement corrélé au risque d’immunisation et a sa persistance a long terme. En
effet, dans une étude portant sur des femmes donneuses de sang, la prévalence de
I’immunisation anti-HLA était de 1,7% en 1’absence d’antécédent de grossesse, 11,2% aprés
une grossesse et plus de 30% apreés 4 grossesses ou plus. (Triulzi DJ et al.,2009)

2. La transfusion

La transfusion de culots globulaires et de concentrés plaquettaires est reconnue depuis
longtemps comme un événement potentiellement immunisant vis-a-vis des antigénes HLA.

En effet, les plaquettes, mais également les globules rouges dans une moindre mesure,
exposent a leur surface des molécules HLA de classe I(Karpinski M et al.,2004). De plus,
méme apres déleucocytation, il persiste dans les produits sanguins labiles des globules blancs,
exprimant des molécules HLA de classe | et Il (Kakaiya RM et al.,2010). L’incidence de
I’immunisation anti-HLA post-transfusion est d’environ 10% chez des patients en attente de
transplantation rénale . Cependant, ces anticorps anti-HLA ne semblent pas persister au-dela
de quelques mois dans la circulation sanguine. Une étude publiée en 2010 montrait en effet
que, dans une population sélectionnée de patients donneurs de sang, la prévalence de
I’immunisation anti-HLA était identique chez les donneurs anciennement transfusés ou non .
(Wiebe Cet al.,2012) Deux situations particulieres sont néanmoins a consideérer : les patients
multi-transfusés et la population pédiatrique qui semblent plus a risque de développer une
allo-immunisation. ( Morrell MR et al.,2014)

3. La transplantation d’organes

D’apreés le dernier rapport annuel de I’agence de biomédecine, en 2017, plus de 98% des
transplantations rénales avec donneur décédé ont été réalisées en présence d’une
incompatibilit¢ HLA entre le donneur et le receveur. Bien que |’utilisation de greffons
provenant de donneurs vivants issus de la méme fratrie augmente la probabilité¢ d’une
transplantation HLA identique, leur proportion reste relativement faible par rapport au volume
total des transplantations (< 5%). De ce fait, la transplantation rénale, et plus généralement
d’organes solides, est depuis longtemps reconnue comme une cause majeure d’apparition
d’anticorps anti-HLA. Malgré I’avénement des inhibiteurs de la calcine urine (tacrolimus,
ciclosporine) et la généralisation des traitements d’induction (sérum anti lymphocytaire, anti-
IL2 récepteur), la fréquence d’apparition des anticorps anti-HLA dirigés contre le donneur
(DSA) reste importante. En effet, les études les plus récentes, en transplantation rénale,
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cardiaque, pulmonaire ou hépatique, retrouvaient une incidence de DSA de novo variant entre
8 et 26% au court des premiéres années post-transplantation. (Del Bello A et al.,2014)
Particulierement étudiés en transplantation rénale, les principaux facteurs de risque retrouvés
pour I’émergence de DSA de novo sont I’existence d’incompatibilités HLA (en particulier en
classe II), une diminution de I’immunosuppression par décision médicale (en contexte
infectieux ou néoplasique) ou par mauvaise observance thérapeutique ainsi que 1’existence de
facteurs inflammatoires locaux (ischémie-réperfusion, rejet cellulaire, néphrite infectieuse).
(Kaneku H et al.,2013)L’arrét de I’immunosuppression apres perte de fonction du greffon et
la transplantectomie sont également des facteurs de risques reconnus.(Augustine JJ et
al.,2007)

VI.  Physiopathologie
Depuis le succés de la premiére transplantation rénale en 1954, la transplantation est apparue
comme étant la meilleure option thérapeutique de 1’insuffisance rénale chronique terminale.

Cependant, le donneur étant de la méme espéce mais genétiqguement différent, le receveur
par son systeme immunitaire adaptatif est capable de reconnaitre les allo-antigénes présents
sur le greffon du donneur.

Les principaux allo-antigénes en transplantations d’organes sont les antigénes des groupes
sanguins ABO et des molécules HLA.

La réponse immunitaire développée contre ces allo-antigenes conduit la destruction de
I’organe transplanté selon un processus dit de « rejet » qui reste de nos jours la premicre cause
de perte de greffon.

Plusieurs types de rejets sont décrits :

Rejet hyper-aigu (qui survient dans les minutes ou heures apres la revascularisation du
greffon), rejet aigu (qui est mis en évidence dans les 3 mois postgreffe) et rejet chronique (qui
se manifeste plusieurs mois ou années post-greffe).

Chaque type de rejet a un mécanisme physiopathologie différent mais pour chacun d’entre
eux, le point de départ est un mécanisme d’allo-reconnaissance que nous allons détailler ci-
dessous. Trois mécanismes d’allo-reconnaissance sont decrits

Indirecte Semi- directe Directe
—— // e £\ 3
D @ S
/"\\\ \w S S = = /\\\\/,
Th o S
A - i _\_> CD
o, & S = &
I,.";e. Bcell | | P s N
et (Ew) $_ o
- - S e ®
B /56,3// ) @
B cell 7 s ® - -
L ] -
@ a- e i ' ..D : cur
Allo-anticorps ==
Endothélium du donneur
[ B ccll: Lymphocyte B CTL: LTCDS + cytotoxique Th: LTCD4+ Helper ]

Figure 10: Trois modes de présentation antigénique (les cellules bleues appartiennent au
donneur et les cellules vertes au receveur).
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1.1. Mécanisme d’allo-réactivité indirecte :
Ou les protéines allogéniques du donneur sont internalisées, apprétées par les cellules
présentatrices de 1’antigéne (CPA) du receveur et reconnus par les lymphocytes T du
receveur.

En effet, les CPA des receveurs attirés par le microenvironnement inflammatoire dd a la
transplantation capturent les debris tissulaires et migrent vers les ganglions drainant le
greffon.

Aussi, des molécules solubles du donneur peuvent étre transportées par voie sanguine vers
les ganglions et présentés par les CPA du receveur.

Ce mécanisme de reconnaissance correspond a une réponse immunitaire habituelle en cas par
exemple d’infection.

Le nombre de lymphocytes alloréactifs activés par ce mécanisme d’allo-réactivité indirecte
se rapproche de celui observé pour un antigene étranger quelconque.

Pour rappel, alors que les lymphocytes B reconnaissent 1’antigene natif par leur BCR (B Cell
Receptor, constituée d’une immunoglobuline de surface), les lymphocytes T CD4+ et

CD8+ reconnaissent via leur TCR uniguement les antigenes présentés par les molécules

HLA de classe 1l et de classe | respectivement. Le mécanisme d’apprétement du peptide au
sein de la molécule (LA differe selon la nature de I’antigéne (endogeéne ou exogeéne a la
cellule).

Les allo-antigénes rencontrés étant exogénes, ce sont essentiellement les molécules de
CMH de classe Il et les lymphocytes T CD4+ qui sont impliquées

1.2. Mécanisme d’allo-réactivité directe :

Ou les lymphocytes T du receveur dits « alloréactifs » sont capables de reconnaitre
directement les molécules HLA du donneur exprimées a la surface des CPA contenues dans
le greffon.

Entre 5 et 10% du répertoire des lymphocytes T d’un individu est alloréactif
vis- a —vis des molécules HLA d’un donneur présentant des molécules HLA différentes.

Ceci est expliqué par le fait que les complexes (molécule HLA du receveur — peptide
étranger) reconnus par les TCR des lymphocytes T (éduqués dans le thymus) présentent un
mimétisme avec les complexes (molécules HLA du donneur — peptide donneur ou receveur).
Les cellules dendritiques immatures du donneur contenues dans le rein transplanté vont étre
sensibles 1’environnement inflammatoire engendré par la transplantectomie et la conservation
extra corporelle du greffon et vont ainsi maturer.

Une augmentation de 1’expression de CCR7 et des molécules d’adhésion sur les cellules
dendritiques vont provoquer leur migration dans les ganglions lymphatiques du receveur
drainant le greffon ou elles vont devenir matures et étre capables d’activer les lymphocytes T
alloréactifs du receveur.

1.3. Maécanisme d’allo-réactivité semi-directe :
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Ou les cellules dendritiques du receveur « capteraient » des complexes (molécules HLA
classe | du donneur — peptide donneur) par un mécanisme faisant intervenir des exosomes7 et
pourraient ainsi présenter directement les molécules HLA classe | du donneur aux
lymphocytes T alloréactifs.

Pour rappel, I’activation des lymphocytes nécessite plusieurs signaux d’activation dont le
premier est I’interaction entre les molécules HLA et les récepteurs TCR des lymphocytes T
(T-cellreceptor) décrit ci-dessus.

Ce signal sera suivi d’un signal de costimulation grace 1’interaction de co-récepteurs au sein
d’une synapse immunologique

Cela conduira a I’activation de voies intracellulaires et a des facteurs de transcription
aboutissant a la synthése de cytokines activatrices de fagcon autocrine comme 1’interleukine 2
IL-2).

La réponse immunitaire est alors dirigée par les lymphocytes T auxiliaires CD4+ via la
sécrétion de cytokines, permettant de réguler différentes cellules effectrices et d’orienter la
réaction immunitaire vers une voie cellulaire et/ou humorale.

Les lésions de type cellulaires sont induites par les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques
spécifiques du donneur qui apres reconnaissance des molécules HLA de classe | exprimées
par les cellules du donneur vont conduire a la rupture de la membrane cellulaire ciblée et
I’apoptose de la cellule par la sécrétion perforines/granzymes ou par action du systéme
Fas/Fas-ligand.

Les T auxiliaires CD4+ peuvent également, par la sécrétion d’interféron gamma NF-Q)
activer de facon non spécifique des cellules NK et des macrophages capables d’induire des
dommages tissulaires de facon non spécifique.

Les lésions de type humorales sont secondaires a la sécrétion d’anticorps de type 1gG de
haute affinité pour les antigénes du greffon (DonorSpecificAntibody, DSA) par les
plasmocytes de courte et/ou longue durée .

Aprés reconnaissance et liaison aux molécules HLA présentes a la surface des cellules
endothéliales des vaisseaux de 1’organe transplanté, les immunoglobulines fixées peuvent

- activer la voie classique du complément et conduire la formation d’un complexe d’attaque
membranaire MAC menant 1’apoptose de la cellule ciblée,

- entraine I’ADCC (Antibodydependent cellular cytotoxicity) : les cellules NK, monocytes et
polynucléaires neutrophiles possedent des récepteurs au fragment constant des
immunoglobulines et vont pouvoir lyser directement les cellules spécifiquement reconnues.
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I.  Les principaux acteurs intervenant dans le rejet de greffe

_ Les cellules : les Ilymphocytes T et B, les cellules dendritiques(CD), les
monocytes/macrophages, les cellules Natural Killer (NK) essentiellement ;

_ Les Ag cibles, c’est-a -dire les molécules du greffon qui vont étre reconnues par le systeme
immunitaire de 1’hote. Il s’agit :

_ Des Ag e"érythrocytaires ABO qui sont exprimés sur les cellules endothéliales vasculaires
du greffon et qui peuvent étre attaques par les Ac naturels anti-A et anti-B du receveur,

_ Des Ag HLA d’histocompatibilité de classe | et de classe Il, principales cibles sur le
greffon, sont caractérisées par un tres grand polymorphisme,

_ Des Ag MHC class | polypeptide-related séquences A et B (MICA et MICB) exprimés
par les cellules endothéliales, les monocytes, les fibroblastes de la peau, les kératinocytes et
les cellules épithéliales intestinales. lls sont impliqués dans le rejet de greffe rénale mais leur
role exact n’est pas définitivement établi. ( Mizutani K et al.,2005)

_ D’autres antigénes cibles, comme le recepteur de type I de 1’angiotensine II, le collagéne et
la percalan (Joosten SA et al.,2002) ont été impliques dans le rejet ;

_ Les anticorps dirigés contre les Ag du greffon participent également a sa destruction. Il
peut s’agir d’Ac pré existants chez le receveur qui apparaissent aprés un événement
immunisant (grossesse, transfusion, transplantation) ou d’Ac secrétes par les plasmocytes
apres la cascade d’événements initiée par la reconnaissance des Ag du donneur.

La séquence des événements conduisant au rejet de greffe allogénique est complexe et utilise

les composants de I’immunité innée et adaptative(Figl5). (Porrett PM et al.,2018)
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Figure 11:L’ischémie et la répercussion du rein générent des dérivés de
I’oxygéne.

1. Immunité innee

La contribution de I’'immunité innée dans le rejet d’allogreffe a été suspectée des 1994 puis
confirmée plus tard par de nombreux travaux. (Land WG.,2007)

L’ischémie et la répercussion du rein générent des dérivées de I’oxygeéne (02 , H202, OH )
appelées ROS qui réalisent une véritable attaque oxydative (Fig. 15). Cette attaque aboutit a
la nécrose, 1’apoptose cellulaire et a la libération de molécules appelées Damage Associated
molecular pattern (DAMPs) comme les protéines High Mobility Group Box 1 (HMGBL1) et
HeatShockProtein (HSP).( Lolme de K.,2009)
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Les DAMPs sont les ligands des récepteurs de I’immunité innée : les TLR. Ils sont
exprimés dans le rein par les cellules dendritiques, les cellules endothéliales vasculaires, les
monocytes, les cellules tubulaires épithéliales et les cellules mésangiales . Les TLR jouent un
role important dans ’initiation du rejet d’allogreffe .( Lolme de K.,2009)

Les cellules dendritiques immatures du greffon vont reconnaitre les DAMPs par
I’intermédiaire de leur TLR et devenir matures. Elles expriment alors les molecules HLA de
classe I, les molecules de costimulation, comme B7-1 (CD80) et B7-2 (CD86) et vont
secréter des cytokines. Par ailleurs, I’activation des TLR sur les cellules endothéliales
vasculaires augmente I’expression des chimiokines, des sélectines et donc I’infiltration par les
leucocytes, créant ainsi un environnement inflammatoire dans le parenchyme du greffon.
-
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Figure 12: Les lésions engendrées lors de I’ischémie et de la réperfusion du rein initient
les mécanismes de I’'immunité innée. (Porrett PM.,2018)

Ces lésions induisent rapidement la libération de dérivés de 1’oxygéne (02 _, H202, OH ou
ROS) qui réalisent une véritable attaque oxydative des cellules du greffon. Progressivement,
cette attaque aboutit a la nécrose, 1’apoptose cellulaire et a’ la libération de molécules
DAMPs, comme les protéines (HMGB1) et (HSP). Les DAMPs sont les ligands des
récepteurs de I’'immunité innée, les TLR qui sont exprimé s dans le rein par plusieurs cellules
dont les cellules dendritiques. Les cellules dendritiques immatures du greffon vont donc
reconnaitre les DAMPs par I’intermédiaire de leur TLR et devenir matures. Ces cellules
activées migrent ensuite vers les organes lymphoides secondaires du receveur pour présenter
les alloantigénes du donneur aux lymphocytes T du receveur. ROS, 02 _, H202, OH,
DAMPs, HMGB1, HSP, TLR, CDi, CDm.

2. Immunité adaptative

Elle prend le relais de I'immunité innée et intervient dans la reconnaissance de I’Ag,
I’activation des lymphocytes T, [infiltration du greffon et 1’agression des cellules
parenchymateuses et cytotoxique, surtout dans la phase précoce qui suit la transplantation.
Progressivement, les cellules dendritiques du receveur colonisent le greffon et remplacent
celles du donneur.

Elles captent localement les alloantigenes (majeurs ou mineurs) du donneur et les apprétent.
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A leur tour, elles migrent vers les organes lymphoides secondaires pour présenter les peptides
issus du donneur, par I’intermédiaire des molecules HLA de classe II du receveur, suivant les
regles de restriction conventionnelles. C’est la présentation indirecte qui progressivement
remplace la présentation directe. (Go"kmen MR et al.,2008)

2.1. Reconnaissance allogénique

La réaction immunologique de rejet est liée a la reconnaissance d’Ag étrangers par le
receveur. Trois voies de reconnaissance sont actuellement connues

2.2. Activation des lymphocytes T CD4+

C’est au niveau des ganglions que les cellules dendritiques rencontrent les lymphocytes
T CDA4+ et leur présentent les antigénes cibles. L’activation de ces lymphocytes conduit a’
leur prolifération clonale et a la synthése de cytokines qui agissent directement ou
indirectement sur les cellules effectrices (lymphocytes B, lymphocytes T CD8+,
macrophages, cellules NK.. .) intervenant dans la destruction du tissu cible.
2.3. Infiltration du greffon par les cellules activées

Les cellules activées migrent par voie sanguine des ganglions vers le greffon, traversent
la barriere endothéliale et infiltrent le greffon. Les interactions entre les leucocytes et
I’endothélium vasculaire se font grace aux chimiokines et aux molecules d’adhésion
cellulaire, les cell adhésion molecules (CAM). Les chimiokines, (synthétisées par
I’endothélium vasculaire et par les lymphocytes) attirent et activent les lymphocytes. Les
CAM (portée sa la fois par les lymphocytes et les cellules endothéliales) permettent
I’adhésion des lymphocytes a 1’endothélium vasculaire.

Elles sont regroupées en quatre familles : les sélectines (L, E et P), les intégrines (ex. : LFA-
1) et leurs ligands respectifs, a savoir les mucine-like (ex. : CD34) et les molecules de la
superfamille des immunoglobulines (ICAM).

L’infiltration se fait selon une cascade de réactions en quatre étapes : le roulement,
I’activation, I’adhésion forte et la migration trans endotheliale : Le roulement
L’activation L’adhésion forte La migration trans endotheliale.

1.4. Agression du parenchyme

Plusieurs mécanismes immunologiques (a  médiation cellulaire et/ou humorale) et
inflammatoires sont impliques dans la destruction du greffon. Cependant, de nombreuses
questions restent pos es, en particulier la part respective des lymphocytes T cytotoxiques
spécifiques des alloantigénes du greffon (environ 1 % des cellules de I’infiltrat) et le reste de
I’infiltrat (lymphocytes TH, cellules NK, Iymphocytes B, monocytes/macrophages,
éosinophiles). Les principaux mécanismes de Iésion tissulaire sont décrits ci-apres.

1.4.1. La réaction médiée par les lymphocytes T CD8+.

L’activation des lymphocytes T CD8+ cytotoxiques (CTL) est similaire a’ celle des T CD4+
et utilise les mémes signaux. Elle peut se faire de facon directe par la cellule cible ou
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indirecte par I’intermédiaire des lymphocytes T CD4+ actives. La destruction des cellules
parenchymateuses mediée par les CTL se fait par au moins deux mécanismes complet
mentaires :

_ L’un impliquant la libération de granules cytoplasmiques, les perforines (proteines capables
de former des pores) et les granzymes (enzymes protéolytiques) dans I’espace de jonction
intercellulaire. Les perforines se fixent sur la membrane de la cellule cible pour former un
pore membranaire. Les granzymepenetrent dans la cellule cible via ce pore et induisent une
fragmentation de I’ADN,

_ L’autre impliquant la liaison de la prote” inné Fas de la cellule cible avec son ligand Fas L
situe” sur le lymphocyte T CD8+. Cette liaison entraine un signal de mort cellulaire.

Les deux mécanismes passent par I’activation de la voie des caspases (enzymes
protéolytiques) et se terminent par la mort de la cellule cible par apoptose.

1.4.2. L’hypersensibilité retardée (DTH : delayed type hypersensitivity).

C’est une réaction inflammatoire localisée induite par des cytokines produites par certaines
sous-populations de lymphocytes T, les TDTH actives par les T CD4+. Ces cytokines sont
responsables du recrutement et de ’activation des macrophages en cellules plus destructrices.
Certaines cytokines, comme le TNFb, ont un effet cytotoxique direct sur les cellules du
greffon.

1.4.3. Laréaction médiée par des lymphocytes B.

Les lymphocytes B participent également a la destruction des cellules parenchymateuses.
Apre s leur activation, ils se différencient en plasmocytes producteurs d’Ac. La fixation des
Ac sur I’endothélium vasculaire du greffon active la cascade du complément (voie classique)
aboutissant a la formation du complexe d’attaque membranaire susceptible d’endommager
I’endothélium.

1.4.4. L’Antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity (ADCC).
Certaines cellules a’ potentiel cytotoxique (cellules NK, macrophages) posse dent un
recepteur du fragment Fc des 1gG qui leur permet de capter les complexes IgG—cellule cible.

La libération d’enzymes lytiques au niveau des zones de contact induit une lésion de la cellule
cible.
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Figureld : Physiopathologie des rejets de greffe « adaptatifs » et du rejet « inné »
induit par le missing self, dans le cas d’une transplantation rénale.( Koenig A et al.,2019)

Il.  Pathogénicité des anticorps anti-HLA :

A T’interface entre le greffon et la circulation sanguine du receveur, 1I’endothélium vasculaire
constitue la cible privilégiée des DSA. Il exprime en effet fortement les antigenes HLA de
classe | et il est capable, en situation inflammatoire, de surexprimer les antigenes HLA de
classe Il.

Historiqguement, la pathogenicité des DSA était exclusivement rattachée a 1’activation de la
voie classique du complément, initiée par la fixation du C1q au fragment Fc des DSA.

Il en résulte, d’une part, la formation du complexe d’attaque membranaire pouvant étre
responsable d’une lyse de la cellule endothéliale, mais surtout la libération d’anaphylatoxines
(C3a et Cb5a) entrainant la synthese de nombreuses cytokines pro-inflammatoires et le
recrutement de cellules immunitaires.

En transplantation rénale, le rejet humoral hyper-aigu, caractérisé par une thrombose quasi-
immédiate du greffon en représentait la forme typique avant sa disparition secondaire a la
systématisation de I’utilisation du crossmatch pré-opératoire.(Cid J, Carbassé G et al.,2014)
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En parallele, le rejet humoral aigu a longtemps été défini par la mise en évidence de depdts
de C4d dans les capillaires péritubulaires, signant la preuve d’une activation du systéme du
complément, associés a des Iésions de la microcirculation.(Murata K.,2009)

Cependant, d’autres voies de pathogénicité des DSA ont été mises en évidence
progressivement, aboutissant & la reconnaissance dans la classification de Banff de rejets
humoraux C4d négatif (Figure 17). (Haas M et all.,2018)

Le second mécanisme impliqué semble étre 1’activation de la cytotoxicité cellulaire
dépendante des anticorps (ADCC), secondaire a la reconnaissance du fragment Fc des DSA
par le FcyR (récepteur du fragment Fc des immunoglobulines G (IgG)) situé sur les
monocytes/macrophages et les cellules NK.

Dans un modele de souris déficiente en complément, Hirohashi et al. a mis en évidence la
survenue d’un rejet vasculaire médié par des anticorps anti-HLA avec apparition d’un
infiltrat cellulaire riche en cellules NK et en macrophages. (Hirohashi T et al.,2010)

Les analyses transcriptomiques réalisées sur les biopsies de greffon rénal ont confirmé ces
données et placent méme aujourd’hui les cellules NK comme un acteur central dans la
survenue des rejets humoraux. (Halloran PF et al.,2018) (Yazdani S et al.,2019)

Leur activation induit, d’une part, la sécrétion de chimiokines inflammatoires recrutant de
nouvelles cellules immunitaires et, d’autre part, la libération de granules toxiques (perforine,
granzyme) endommageant les cellules endothéliales. (Loupy A et al.,2018)

Enfin, ’activation directe des cellules endothéliales par les DSA constitue le troisiéme
mécanisme de pathogeénicité.

De nombreuses études réalisées in vitro ont démontré que la fixation des DSA sur leur
surface entrainait le déclenchement de nombreuses voies de signalisations intracellulaires
(Akt, mTOR, ERK, etc.) aboutissant a une prolifération endothéliale.

L’implication active des cellules endothéliales a également été confirmée en transcriptomique.

L’épaississement intimal est d’ailleurs aujourd’hui intégré dans la classification de Banff
comme un élément diagnostique du rejet humoral chronique. (Haas M et al.,2018)

Interaction of antibodies Complement components Capillaritis
with cell-surface antigens -

1l g =244

MHC or other —

o .. .
¥ L\
antigens T re T receptor - O,
Sy b-9 2 / Granzyme B - [
2 \ . ~ ( \ - i
= = . = L = N— .

Cad - - > ~
N = i -1
> G -
\\ o . ,\ N V\_\& - \\ <l S

. n el .

T v and ch
T P-selection LT 5
T Tissue factor soais

T PDGF T Adhesio

T BCL-XL A T Chemotactic cytokines

|
¥ - 1 S . and chemokines
il s Leukocyte migration dL-1 B, IL-6, IL-8 and CCLS)
cose 5
Thrombosis =
Proliferation Leukocyte migration
Resistance to complement and adhesion

nolecules

(VCAM-1. ICAM-1, E-selectin)

Resistance to
Proliferation complement

Figure 14 : Mécanismes d’agression du greffon par les anticorps anti-HLA. (Djamali et al
.,2014)
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I11.  Anticorps anti-HLA apreés transplantation rénale :

1. Rejetaigu:
Pendant longtemps, I'immunologie du rejet est demeurée 1’objet d’une dichotomie claire :
d’une part, la réaction immune humorale responsable de rejets hyperaigus ou de rejets
hyperaigus retardés, formes particulierement séveres mais rares ; d’autre part, la réaction
immune cellulaire responsable des rejets interstitiels, dits cellulaires, les plus fréquents.
(Feucht HE et al.,1993)

Classiquement, 1’étude des fragments histologiques en immunofluorescence ou en

immunohistochimie ne permet pas, au cours du rejet aigu, de mettre en évidence des dépbts
d’immunoglobulines et de complément.
Toutefois, cela n’exclut pas I’existence d’une réaction humorale. En effet, lors de la fixation
de I’Ac sur les cellules endothéliales, celles-ci peuvent soit desquamer dans la circulation, soit
mettre en oeuvre certains mécanismes de défense tels que 1’internalisation du complexe Ag-
Ac ou le relargage de ce complexe dans la circulation.

La présence, a la surface de 1’endothélium, de fragment C4d du complément serait alors
le seul marqueur de cette réaction humorale. Le C4d est un fragment de dégradation de la
fraction C4b du complément, qui présente la particularité de se lier de facon stable aux
membranes cellulaires, devenant ainsi un bon témoin d’une activation locale du complément.
La présence de dépdts de C4d en immunofluorescence dans les capillaires péritubulaires
semble relativement fréquente puisqu’elle peut atteindre 30 % des biopsies de rejets aigus.
(Mauiyyedi S et al.,2002)

Ces dépots sont tres fréquemment associés a des Ac circulants dirigés contre le donneur.
(Lederer SR.,2001)

De plus, la sensibilité élevée des nouvelles techniques de recherche d’Ac permet de
détecter des Ac dirigés contre le donneur dans les suites récentes d’une transplantation rénale,
notamment au décours d’épisodes de rejet aigu. ( Piazza A.,2001)

La détection de tels Ac serait associée a une augmentation de fréquence des rejets aigus
[84][83] et & un moins bon devenir des greffons. (Barry M.,2002)

A ces arguments s’ajoutent les données récentes, obtenues sur les puces ADN, montrant
I’expression importante de marqueurs moléculaires des Ly B au cours du rejet aigu. (Sarwal
M.,2003)

Au cours de ces derniéres années est donc apparue la signature d’une participation
humorale au rejet aigu associant Ac circulants dirigés contre le donneur et dépots de C4d en
immuno-histochimie.

Criteres diagnostiques du rejet aigu humoral.( Racusen LC et al.,2003)

Lésions tissulaires aigués

a. Atteinte tubulaire aigué

b. Présence de neutrophiles et/ou cellules mononuclées dans les capillaires peritubulaires
et/ou dans les glomérules, et/ou thromboses capillaires

c. Artériolite intimale, nécrose fibrinoide, inflammation intramurale ou transmurale dans les
parois artérielles (Stigmates immuno-pathologiques d’une activité humorale

a. Présence de C4d et/ou d’immunoglobulines dans les capillaires péritubulaires
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b. Présence d’immunoglobulines et de complément dans la nécrose fibrinoide des artéres)
Présence d’Ac dirigés contre les Ag HLA du donneur ou contre les Ag endothéliaux du
donneur.

Figure 15 : Rejet humoral aigu rénal.
1.1. Le rejet médié par des lymphocytes T :

Le rejet medié par des lymphocytes T, nommé dans le pratique courant rejet cellulaire, est
défini par I’accumulation de cellules mononucléaires, incluant des cellules CD4+ et CD8+,
dans I’interstitium du parenchyme rénal.

Dans le greffon sujet a un rejet aigu cellulaire, les lymphocytes T infiltrent I’interstitium et y
proliférent (Figure B), d’ou ils envahissent les tubules rénaux, provoquant les 1ésions de
tubulite (Figure C). Classiquement, ce type de rejet répond au traitement par corticoides.

Les cellules T agressent le greffon directement par contact avec les cellules épithéliales
tubulaires (cytotoxicité a médiation cellulaire) et a travers les effets locaux des cytokines
libérées (Figure A).

Elles ont aussi une capacité d’agression indirecte par 1’activation des cellules endothéliales.
Les cellules CD8+ qui ont une spécificité immunologique pour le greffon envahissent le
parenchyme rénal, traversent la membrane basale des tubes et induisent leur apoptose.

Elles libérent des perforines et des granzymes A et B qui pénétrent dans les cellules et
induisent I’apoptose médié par les caspases.

L’activation des récepteurs membranaires (FAS ou le récepteur de TNF-a) par
I’interaction entre leur ligand (FAS-L ou TNF-a) et les cellules T entraine 1’oligomérisation
du récepteur et induit ainsi le contact des protéines intracellulaires associées telles que les
procaspases, ce qui déclenche 1’apoptose de la cellule. (Barry M et al.,2002)

Les cellules CD4+ peuvent aussi attaquer les cellules du greffon qui expriment les
antigénes mineurs du CMH[87] et sécréter les TNF-a et —p, qui provoquent aussi I’apoptose
en se fixant sur leurs récepteurs des cellules endothéliales et tubulaires.

Dans les modeles animaux, le blocage du TNF par un anticorps ou par des génes knock-out
des récepteurs du TNF prolonge la survie de I’allogreffe. (Imagawa DK et al.,1991)

29



Chapitre2 : Le rejet de greffe

De plus, les cytokines inflammatoires produites par les cellules T situées dans
I’interstitium activent des cellules épithéliales tubulaires, qui a leur tour attirent plus de
lymphocytes T en secrétant des chimiokines (CCL2, CCL5, CX3CL1). (Robertson H et
al.,2003)

Les cellules tubulaires ainsi agressees peuvent aussi transformer leur phénotype épithélial
natif en myofibroblastes mésenchymateux et participer a la progression de la fibrose
interstitielle. (Kalluri R.,2009)

La nécrose des cellules épithéliales tubulaires conduit a ladysfonction du greffon et a
I’atrophie progressive des tubes rénaux qui accompagnent la progression de la fibrose
interstielle.

L’inflammation interstitielle et les 1ésions de tubulite sont gradées selon leur intensité par
la classification de Banff de 0 a 3, permettant d’identifier 3 types histologiques de rejet médié
par les lymphocytes T.
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Figure 20 : Rejet aigu cellulaire.

1.2.Le rejet médié par anticorps :

Les anticorps capables d’induire un rejet sont nombreux : ceux dirigés contre les molécules
HLA, contre des antigenes endothéliaux ou contre des antigénes de groupe sanguin ABO.
Néanmoins, les rejets dus aux anticorps anti-HLA représentent de loin la situation la plus
fréquente et la plus redoutée en pratique courante. Le concept de médiation humorale a
beaucoup évolué ces derniéres années.
Cette évolution est reflétée par les mises a jour successives de la classification de Banff
depuis 1991.
Comme dans le cas du rejet hyperaigu historique, les allo-anticorps, préformés ou
apparaissant de novo au décours de la transplantation, se fixent a la surface des cellules
endothéliales et activent la voie classique du complément.
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Le processus, quoique similaire a celui des rejets hyperaigus, est toutefois moins violent, ce
qui permet aux mécanismes de défense des cellules endothéliales d’€tre mis en jeu.

Ces mécanismes dépendent de protéines membranaires agissant comme cofacteurs du facteur
| pour dégrader le C3b et C4b (la protéine cofacteur de membrane MCP ou CD46) ou comme
accélérateur de la dissociation des C3 et C5 convertases (le récepteur du complément CR1 et
le facteur d’accélération de dissociation DAF). Comme la dégradation du C4b conduit a la
géneration de C4d se liant de maniére covalente a la membrane cellulaire endothéliale, le
marquage C4d a été proposé pour diagnostiquer les rejets humoraux (Figure A et B). (Feucht
H.,1993)

En mettant en évidence la fixation covalente de la fraction C4d du complément a
I’endothélium des capillaires péritubulaires du greffon, ce marquage a eu un réle essentiel
dans I’évolution du concept de médiation humorale. Il a permis, par des études d’association,
de définir le phénotype particulier du rejet médié par anticorps, dominé par la présence de
signes d’inflammation au niveau de la microcirculation (infiltration par des neutrophiles et
des monocytes/macrophages des glomérules et/ou des capillaires péritubulaires) (Figure C et
D). (Colvin RB et al.,2005)

Aujourd’hui, le rejet médié par anticorps s’est imposé comme une entité distincte dans la
classification de Banff 21, bien définie selon des critéres

- cliniques : dysfonction du greffon ; histologiques : mis en évidence par l’analyse des
biopsies du greffon d’une infiltration par des neutrophiles et des monocytes/macrophages des
glomérules et/ou des capillaires péritubulaires, nécrose artérielle fibrineuse, thrombose des
artérioles et/ou des capillaires ;

- immunohistologiques : positivité du marquage C4d dans les capillaires péritubulaires ;
- immunologiques : présence dans le sérum d’un anticorps circulant de type DSA

Figure 17: Rejet aigué médié par anticorps.
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(Pouliquen E et al.,2015)

2. Rejet chronique :

Le role de I'immunité humorale dans le rejet chronique est suspecté depuis de
nombreuses années. Pour certains auteurs, des Ac dirigés contre le donneur peuvent étre
retrouvés chez pres de 90 % des patients ayant rejeté un rein. (EI-Awar N et al.,2002)

11 est parfois possible d’¢luer des Ac a partir de greffons rejetés. (Lee PC.,2002)

Néanmoins, la responsabilité des Ac anti-HLA détectés dans la pathogénie du rejet chronique
ne pouvait étre affirmée de facon certaine. De nouveaux arguments viennent plaider pour une
implication de I’immunité humorale dans le développement du rejet chronique.

D’une part, il semble que des Ac dirigés contre le donneur puissent €tre détectés de facon
précoce, avant le développement du rejet chronique. (Lee PC.,2002)

D’autre part, des dépots de C4d seraient présents sur 60 % des biopsies de rejet chronique

et sur seulement 2 % des biopsies controles, la présence de C4d étant associée dans 88 % des
cas avec ’existence d’Ac circulants dirigés contre le donneur.(Mauiyyedi S.,2002)
Sans éliminer un réle possible de I’immunité cellulaire, les Ac anti-HLA pourraient participer
au mécanisme d’agressionrégénération des cellules endothéliales, mécanisme qui serait
responsable de 1’aspect feuilleté de la membrane basale tubulaire caractéristique du rejet
chronique. (Shimizu A et al.,2000)
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Chapitre 1: Matériel et méthodes

Chapitre 1:
MATIEL ET METHODES
Notre travail a été réalisé au niveau de ’unité d’immunologie Hassiba Ben Bouali du service
CHU de Blida.
I.  Objectif:

Notre objectif est d’expliquer les résultats de la prise en charge immunologique des patients
candidats a une transplantation rénale et d’étudier 1’histocompatibilité des génes HLA dans le
greffe au sein d’un groupe d’individus issus de la population Algérienne.

I1.  Description de I’étude :

Il s’agit d’une étude descriptive de type série de cas rétrospective, réalisée au niveau de
I’unité d’immunologie Unité-Hospitalo-universitaire Hassiba Ben Bouali du CHU de Blida
Vos patients sont 460 sujets Algériens recrutés dans le cadre d’un bilan d’histocompatibilité
HLA prescrit pour la transplantation rénale a partir d’un donneur vivants apparenté.

I1l.  Matériel et méthodes :
.  Matériel :
1. Matériel biologiques :
a)- La population étudiée :

Notre étude a intéressé 359 individus Algériens, réparties entre donneurs et receveurs,
recrutés sur une période de 6ans, allant du 2006 au 2012.
d’étudier I’histocompatibilité des genes HLA dans la greffe au sein d’un groupe d’individus
issus de la population Algérienne de 460 réparties entre donneurs et receveurs, recrute sur une
période de 9ans, allant du 2009 jusqu’a 2016.
Les données relatives aux sujets étudiés ont été recueillies sur un questionnaire detaillé
(Annexe 11).

1.2. Matériel non biologiques : (Voir Annexe 2)

1.2.1. Matériel informatiques :
« Unlogiciel EXCEL.

* Une image Lab.
« Un logiciel FUSION.
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2. Méthodes :
2.1.Prélévement :

Les explorations sont réalisées a partir du sang périphérique préleve sur un tube de type BD
VACUTAINER contenant 1,5ml d’ACD (pour 8,5 ml de sang

2.2. Techniques de séparation des lymphocytes :

Le typage HLA par sérologie nécessite préalablement une séparation des différentes
populations lymphocytaires .Deux techniques ont été utilisées dans notre laboratoire :

A-Séparation des lymphocytes totaux sur gradient de Ficoll :
a) Principe :

C’est une technique basée sur la différance des densités qui existent entre les différents
éléments figuré du sang. Le Ficoll par sa densité intermédiaire entre celle des lymphocytes et
celles des autres éléments figurées, permet aprés centrifugation 1’obtention d’une couche de
cellules mononuclées constituée de lymphocytes T(environ 80%),de lymphocytes B(10%)et
de monocytes(10%), utiles pour le typage HLA de class1(HLA-A ;HLA-B).

b) Mode opératoire :(Voir Annexe 5)

 Diluer le sang total (un volume de 8,5ml) au % en ajoutant de 1’eau
physiologique ou un tampon PBS a PH=7 ,2.

« Déposer doucement a la surface du Ficoll (1/3 de Ficoll pour 2/3 du sang dilué)
dans un tube a fond conique, en plastique.

« Centrifuger le tube 20 minutes a 1800t/min a 25°C.

Plasma

Amnneau lyinphocytaire

Ficoll

Autres € €ments du sang

Figure 19 : le résultat de séparation par technique de Ficoll.
* Récupérer la couche de I’anneau lymphocytaire a I’interface entre le plasma et le

Ficoll.
» Aspirer jusqu’a ce que la limite entre les deux couches soit une interface nette.

35



Chapitre 1: Matériel et méthodes

» Laver deux fois la suspension lymphocytaire dans de I’eau physiologique, par
centrifugation & 2500t/min pendant 10minutes.
» Resuspendre le culot de lymphocytes en ajoutant environ 500pl de solution nutritif de
Hanks.
« Enumeérer au ¥ au Lasarus sur cellule de Malassez, le nombre de cellules en
million/ml, est obtenu en appliquant la formule suivante:
N x 2 x1000 x 100
N=le nombre de cellules par champ
« Vérifier la viabilité des lymphocytes et ajuster la suspension a 2000-2500 cellules/pl
« Soit par une dilution (en ajoutant de solution de Hanks) ; soit par une concentration
selon le nombre des lymphocytes.

B- L’enrichissement en lymphocytes B (Séparation des lymphocytes B) :
a) Principe :

L’enrichissement en lymphocytes B a partir du sang prélevé est réalis¢ par des billes
immunomagnétiques couplées a des anticorps monoclonaux anti CD19 (Fluorobeads B). Cette
séparation des lymphocytes B est nécessaire pour le typage HLA de classe Il (HLA-DR,
HLA-DQ).

2.3.Etude de polymorphisme HLA :

Elle est effectuée par deux types de techniques :
O Techniques sérologique qui permettent de définir les Ag HLA.
O Techniques de biologie moléculaire qui permet de définir les génes.

2.3.1. Technique sérologique (Microlymphocytotoxicité)

a) Principe :

Elle consiste a incuber les cellules du sujet a typer, préalablement isolées par une
technique de séparation, avec des sérums tests (batterie d’anticorps anti HLA) en
présence de complément du lapin. Lorsque les cellules expriment des molécules HLA
spécifiques a certains anticorps utilisés, il se produit une lésion cellulaire qui est
visualisée  par microscope a fluorescence aprés coloration via le
Fluoroquench™AOQO/EB. (L. Chatenoud et al)

Anticorps utilisés :

Voir Kits de typage HLA (AB72D / LM144A / LM144B / DR72D).

Cibles utilisées :

36



Chapitre 1: Matériel et méthodes

- Les lymphocytes totaux T et B pour le typage HLA de classe | (A, B).
- Les lymphocytes B périphériques pour le typage HLA de classe 11 (DR et
DQ).(Voir annexe 7)

b) Lecture :
La lecture des puits de la plaque a lieu au microscope inversé.

> La réaction positive :

S’il y a eu reconnaissance dans un puits de la plaque, entre I’anticorps fixé au fond du
puits et 1’antigéne HLA situé a la surface des lymphocytes du patient, le complexe
antigene-anticorps forme active le complément de lapin, qui lyse ainsi les cellules. Les
cellules mortes sont marquées d’une fluorescence rouge par le bromure d’éthidium (.

anticorps anti-HLA avec
un antigéne HLA
2-Le complexe Ag-Ac

Antigéne HLA active le complément
de lapin
3- Mort cellulaire
Q réaction positive

T

Complément de lapgin

Figure 20 : Principe d’une réaction positive en microlymphocytotoxicité.
(Crespo M et al.,2001)

> La réaction négative :
S’il n’existe pas de reconnaissance entre I’antigene de la cellule du patient et ’anticorps fixé
au fond de la plaque, le complément n’est pas activé, les lymphocytes ne sont pas lysés. Les

cellules vivantes sont marquées d’une fluorescence verte par I’acridine orange .
[ - Mise en contact a un

anticorps anti-HL A avecoc
i antigsne HL A

Z-ADsence de Torrmation
du complexe Ag —AC,

Sntigene HLA donc pas d’activation du
compliément 3- Survie cellulaire =i
‘ reaction negative
s —

-

SCompldsmnent de lapin

Figure 21 : Principe d’une réaction négative en microlymphocytotoxicité. (Crespo M et
al.,2001)

* Le score des réactions exprime le pourcentage des cellules mortes. Si le témoin négatif

contient des cellules mortes, ce pourcentage devra étre ajusté en conséquence. L’échelle

standard est la suivante :
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Score Cellules Iysees (22 ) Reésultats Obsersation au microscope a Huorescence
1 o—-10 Négatif
2 11 — 20 Doufeux negafif
4 S Positif faibie
S S=1-8S0 positif
=3 81 - 100 Ares positif
o Ininterpa Stable

Tableau 2 : Score selon I’échelle standard ASHI. (Piazza A et al.,2000)

d) Interprétation des résultats :

L’interprétation du typage est faite selon les plans des batteries d’anticorps utilisées (Voir
annexe 8) ou les scores les plus élevés (6 et 8) représentent le typage HLA et les
scores inferieur (4 et 2) sont expliqués par les réactions croisées.

v/ Avantages :

* Technique simple et rapide.
« Utilisée surtout pour le phénotype HLA de classe I et I1.
v Inconveénients :

* Discrimination limitée : reconnaissance de déterminants antigéniques communs a
plusieurs molécules HLA tres proches.

* Difficulté d’assignation surtout pour la classe II.

 Réactions croisées : deux molécules HLA codées par des alléles trés différents peuvent
étre reconnues par un méme Ac.

* Manque des anticorps monospécifiques.

* Le non expression de certains antigenes HLA sur les lymphocytes.
2.3.2. Technique de biologie moléculaire :

L’¢étude du polymorphisme HLA est réalisée par amplification génique (PCR : polymérase
chain réaction) de type PCR-SSP.

Principe de la PCR :
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La réaction PCR consiste a une amplification génique in vitro d’une région spécifique d'un
acide nucléique donné afin d'obtenir une quantité suffisante pour le détecter et
I’étudier.

Elle est basée sur la capacité de I’ADN polymérase a synthétiser le brin complémentaire
d’un ADN servant de matrice. Ainsi, les produits obtenus a la fin de chaque cycle
servent de matrice pour le cycle suivant, I’amplification est donc exponentielle.

Les éléments necessaires pour réaliser la PCR sont :

* La matrice d’ADN.

* Des paires d’amorces oligonucléotidiques (primers) : de 20 a 30 nucléotides, qui sont
parfaitement complémentaire du fragment a amplifier.

* Les quatre désoxynucléotides triphosphates (ANTP).

« La DNA-polymérase thermorésistante « Taq polymérase » : enzyme thermostable résistant
aux tempeératures élevées nécessaires a la séparation des ADN double brin.

» Un tampon salin adéquat contenant une concentration appropriée de MgCI2 (varie entre 1 a
4 mM) qui sert a maintenir un PH optimal pour la Tag polymérase (PH varie entre 8.5 et 9).
Chaque réaction d’amplification comporte trois étapes se succédant précisément et nécessitant
chacune une température différente :

> Premiére étape: Dénaturation thermique:

Consiste a separer par la chaleur les deux brins d’ADN en rompant les liaisons hydrogéne.
L’ADN double brin est chauffé a une température élevée de I’ordre de 95°C pendant 10
secondes. Ces brins serviront de matrice au cours des cycles d’amplification.
> Deuxiéme étape: Hybridation des amorces

Le milieu réactionnel contient deux amorces, chacune complémentaire d’un des brins.
L’¢étape d’hybridation se fait a une température qui sera définie selon la nature des amorces
(cette température varie de 50 a 60°C) pendant 50 secondes.
> Troisieme étape: Extension des amorces

Elle correspond a 1’extension des amorces par incubation avec la DNA-polymeérase, et les
quatre desoxyribonucléotides-triphosphates, a 70°C (température optimale de 1’activité de
I’enzyme) pendant 30 secondes.

Ces trois étapes actuellement, automatisées grace a un Thermocycleur, sont répétées 15 a
60 fois selon le protocole utilisé avec un optimum aux environs de 30 cycles.

%
[
/ |
/

/

\i
0w
wao

“'\g"'* D 1- Dénaturation daes 2 brins
— - - "TADN a Sa“cC
5° 2- Hybridation des amorces

a
W

3- Elongation par la
Taq FPolymeérase

el synthése d'un
Nnaouveau brin

au oy
“%uo

Figure 23 : Les principales étapes de la réaction de PCR.
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a) Principe du typage HLA par PCR-SSP :

C’est une technique de PCR basée sur la spécificité d’amorces qui repose sur sa
complémentarité structurale avec I’ADN matrice lors de I’hybridation.

Le typage est déterminé par conséquent par la présence ou I’absence du produit PCR
visualis¢ sur gel d’agarose. Chaque typage comporte plusieurs réactions PCR réalisées
dans des puits contenant des primers lyophilisés spécifiques d’un alléle ou d’un
groupe d’alleles, ainsi qu’un contrdle interne qui valide la réaction PCR.

1-Ecoulement du gel d agarose 2-Transfert de produits d amplification
sur la plague de migration dans les puits de la plague de miigration

I 3-1a migration |

Figure 24: Etapes d’électrophorése sur gel d’agarose.
c) Lecture :
La visualisation des bandes d’électrophorese est réalisée par lecture sous UV Geldoc et
nécessite 1’utilisation du logiciel Image Lab, et des planches fournies dont :
a) Validation du témoin négatif, pour assurer 1’absence de toute contamination.

b) Le contrdle interne doit &tre présent dans tous les puits sauf le témoin négatif.

c) Si le géne HLA a été amplifié, une bande de migration supérieure au témoin est
visible.

d) Le contrdle interne peut étre faible ou inexistant dans les puits positifs.

e) Si le contrdle interne et/ou la bande positive sont vus dans le témoin négatif, la
manipulation doit étre refaite.

f) Les lignes horizontales sont référées par des chiffres de 1 a 12, et les lignes
verticales sont référées par des lettres de A a H.

g) Un puit est référé par sa position en ligne horizontale et verticale, ex : puit 1C, puit
5H, puit 12F.

h) Enregistrer profils de réactivité ; les puits positifs et nuls si trouves.
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Control négatii Negatf Posité

Figure 25 : Lecture du gel d’agarose.
d) Interprétation :

Elle est réalisée par le logiciel HLA Fusion, qui s’exécute en mode autonome (sur un
seul ordinateur) et dans des environnements de réseau.

L’opérateur saisis manuellement les profils de réactivité pour les produits Micro-SSP.

Le logiciel HLA Fusion analyse ce profil par un processus compliqué, en se basant sur les
recombinaisons allélique et les déséquilibres de liaison B/C et C/B pour HLA-I et
DRB1/DQB1 pour HLA-II, et fournit ainsi le typage HLA.

Les résultats de cette analyse sont ensuite validés, enregistré et imprimés par 1’ operateur.

v/ Avantages de la technique de biologie moléculaire (PCR) :
e Amélioration de la discrimination par rapport au LCT.
e Détermination du numéro de série allélique.

e Le typage de niveau géneérique des genes HLA-A, HLA-B et HLA-DRp1 est suffisant
pour les transplantations rénales mais en plus la biologie moléculaire permet le typage
de HLA-C, DQAL.....

v Inconvénients :
e Délicate a réaliser et a interpréter.
¢ Risque d’intercontamination lors de prélévement ou de la manipulation.

e Possibilité de dégradation des acides nucléiques.

2.4 Extraction d’ADN a partir du sang périphérique :
L’extraction d’ADN a été réalisée par des kits QIAGEN.
+« Principe de la technique QIAGEN :

La technique de QIAGEN est une technique chromatographique, basée sur la propriété des

particules de silice a adsorber sélectivement les acides nucléiques. L’ADN est séparé des

autres composés du sang en quatre étapes : la lyse, la fixation, le lavage et enfin 1’¢élution.
Cette technique a été réalisée par deux types de procédes :
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A-Technique manuelle : technique QIAGEN (KIT QI Aamp®DNA Blood Mini Kit)
(Voir annexe 6)

B-Technique automatique :

Extraction d’ADN génomique Kit QIAGEN BIOROBOT :

L’extraction de ’ADN au moyen du KIT QIAamp®DNA Blood Mini Kit QUIAGEN
peut étre entierement automatisée sur I’extracteur d’ADN « BIOROBOT EZ1 ».

Cet automate innovant utilise la technologie des particules magnétiques, associe la vitesse
et D’efficacité de la purification d’ADN sur membrane de silice a la manipulation
pratique des particules magnétiques.

2.6Techniques de recherche des anticorps anti HLA de classe | et 11 :

La recherche d’anticorps anti-HLA de classe | et Il se fait dans les situations suivantes :
» Systématiquement chez les patients durant la période de suivi pré- et post-
transplantation.

* Au cours des évenements immunisants (transfusion, grossesse, transplantation).
La méthode utilisée dans le laboratoire pour leur recherche est la technique
immunoenzymatique ELISA sur un pool d’antigénes purifiés.

2.6.1. Technique immunoenzymatique ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent
Assay):
a) Principe :

Le test ELISA permet la réalisation d’un dosage qualitatif ou quantitatif in vitro pour la
détection d’auto anticorps humains anti HLA de classe I et II de type IgG.

La plaque contient de 96 puits, coatés avec des antigenes HLA purifiés. Lors de la
premiére étape de la réaction, les échantillons patients dilués (sérum ou plasma) sont
incubés dans les puits.

Dans le cas d‘échantillons positifs, les anticorps spécifiques de classe IgG (mais aussi IgA
et IgM) se fixeront sur les antigénes correspondants.

Pour détecter les anticorps fixés, une seconde incubation est réalisée en utilisant les
anticorps anti-lgG humains couplés a une enzyme (conjugué enzymatique). Ce
conjugué est capable de générer une réaction colorée. Une mesure quantitative de la
couleur développée est effectuée par spectrophotométrie a 630 nm. (Voir annexe 9)

b) Interpretation des résultats :
Un résultat positif se traduit par un changement de la coloration, les puits positifs
adopteront une coloration bleue visible a I’ceil nue (Image 1).

La plaque de Terasaki est ensuite introduite dans un lecteur d’ELISA et qui sera analysé
grace a un logiciel HLA fusion (Image 2).
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> Les puits des sérums positifs apparaissent en rouge, de méme que le contrdle positif
doit I’étre sinon les résultats ne seront pas interprétables (Image 3).

> Un résultat est négatif si les puits n’adoptent pas de couleur bleu, et dans le logiciel

n’apparaissent pas en rouge. (Figure 30)

1-Plague ELISA préte pour la 2-Introduction de 1a plaque dans le
lecture lecteur ELISA

| 3-Interpretation des resultats| |

Figure 26: Interprétation des résultats d’ELISA par le logiciel HLA fusion.

v/ Avantages :

- Plus sensible que LCT.

- Rapide et reproductible.

- Ne détecte que les Ac anti-HLA.

- Ne détecte que les 1gG (sauf adaptation).
- Automatisable et relativement standarisée.

- Interprétation facile.

v Inconvénients :

- Peu sensible.
2.6.2. Technique de Cross match par Lymphocytotoxicité :

a) Principe :

La réaction de cross match (CXM) consiste a mettre en présence le (les) sérum(s) du
receveur avec les lymphocytes du donneur afin de dépister des anticorps anti-HLA
dirigés contre les antigenes HLA du donneur pouvant conduire au rejet hyperaigu du

greffon. Elle se fait principalement par microlymphocytotoxicité complément
dépendante (CDC).
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Il peut étre appelé CXM initial ou final selon le moment auquel il est effectué au cours du

suivi du receveur :

- Le CXM | est effectué sur le premier sérum du receveur.

- Le CXM F est effectué juste avant la greffe sur le sérum du receveur.

Cibles utilisées :

Les lymphocytes totaux T et B du donneur préparés extemporanément.
» Lymphocytes totaux (T et B) CXM pour la classe I et II.

» Lymphocytes B CXM pour la classe II. (Voir annexe 10)

b) Interprétation des resultats :

La lecture se fait par un microscope a fluorescence inversée.

- Témoin positif doit étre positif représenté par une lyse cellulaire totale a 100%.

- Le témoin négatif doit étre négatif c’est-a-dire une lyse a 0% (si faible pourcentage de
lyse, dite de base, les sérums suivants doivent étre lus en comparaison avec le serum

témoin négatif).

- Tous les sérums de «+>» supérieur a la base, est rendu positif sur I’ensemble des
sérums testés du receveur. Le cross match est rendu positif.

- Un cross match positif signifie que la greffe ne peut étre réalisée.
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Résultats

Caracteéristiques démographiques de la population algérienne étudie

1. Répartition de 359 patients dans le cadre de la transplantation rénale selon le
service d’origine :

Nombre2s0
des 203
patients 200

150
100
50
0
Service demandeur
= BLIDA mTIZIOUZOU = PARNET = SIDI BELABES

= TELMCEN = BABELOUED BENI MESOUS = ORAN
MUSTAPHA BEL ABBES HUSSEIN DEY

Graphe 01:Répartition de 359 patients dans le cadre de la transplantation rénale selon le
service d’origine.
On remarque que la majorité des sujets recrutés dans notre échantillon, fait partie du CHU de

Blida avec un pourcentage de 57% suivi par le CHU de Parnet avec 12% et le CHU de Tizi
ouzou avec 10%o.

Répartition de359sujets selon I’année de recrutement:
Tableau 03 : Répartition de359sujets selon 1’année de recrutement.

Année 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012
Nbr  de 15 73 133 44 35 37 22
patients

Fréquence 4,18 20,33 37,05 12,26 9,75 13,31 6,13

La majorité des sujets (57,38%) ont été recrutés Durant la période 2007/2008 de I’activité
de l'unité. Par la suite, ce rythme de recrutement a reculé considérablement pour fluctuer
entre 15 et 44 patient par année.
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Il.  Caractéristique biologique de la population algérienne étudiée :

Réparation de 359 sujets selon le sexe :
Dans notre échantillon, on remarque :
Parmi les sujets étudiés 61,84%0(222) sont des hommes et 38,16%(137) sont de femmes.

® Féminin
m Masculin

Graphe 02 : Réparation des sujets selon le sexe.

Réparation des sujets selon tranche d’age :

La moyenne d’age des sujets explorés est de 33 ans avec des extrémes d’dge de 20 mois
et de 68 ans. Les sujets adulte (20 - 50) sont les plus fréquentées dans notre serie (79,12 %
des sujets) et dont la plupart sont des adultes jaunes (20-40ans) avec une fréquence de 63,8%
NB : absence I’age d’un patient.

Nombre des patients

(&)

40 37,6
35
30 26,2
25
20 15,32
15
J,2

10 /

0 . . : : : : 7

[ljour-10]  [10-20]  [20-30[  [30-40]  [40-50]  [50-60]  [60-70]

Graphe 03: Réparation des sujets selon tranche d’age

Réparation des patients selon les résultats de la recherche des allo AC anti HLA de
classe let 2 :

La recherche des aloo AC anti HLA de classe let 2 a été réalisée sur les sérums de 359
patients (receveurs).

Les allo AC anti HLA de classe 1 :
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Tableau 04: Repartition de 359 patients selon les résultats de la recherche des allo AC anti
HLA de classe 1.

résultats des allo | des allo AC anti | des allo AC anti | des allo AC anti
AC anti HLA de | HLA de classe | HLA de classe | HLA de classe
classe 1. 1(-) 1(+) ldoutex

Nombre des | 291 62 3

patients

Fe(%) 81,06 17,26 0,84

Parmi 359 patients, seul 17,26% ont développé des allo AC anti HLA de classel avant la
greffe, ils sont donc des patients immunisés ou hyper immunises.

Le reste des patients, présenté par un pourcentage de 81,06% n’ont pas développé des
allo AC anti HLA de classel, ils sont donc considérés comme non immunisés.
NB : Par I’absence des résultats pour 3 patients.

Les allo AC anti HLA de classe 2 :

Tableau 05 : Répartition de 359 patients selon les résultats de la recherche des allo AC anti
HLA de classe 2.

résultats des allo | des allo AC anti | des allo AC anti | des allo AC anti
AC anti HLA de | HLA de classe | HLA de classe | HLA de classe 2
classe 2. 2(-) 2(+) douteux

Nombre des | 320 36 0

patients

Fe(%) 89,14 10,03 0

Pour les allo AC anti HLA de classe2, la positivité des resultats a été remarquee chez
10,03 % des patients, alors que le reste de ces dernier 89,14 %avait des résultats négatifs
concernant la présence des AC anti HLA de classe 2.

Comparaison les résultats de la recherche des allo AC anti HLA de classe 1 et classe 2 :
Tableau 06: Comparaison les résultats de la recherche des allo AC anti HLA de classe 1 et
classe 2.

Résultats- classe 1 classe 2
des allo AC anti HLA (-) 291 320

des allo AC anti HLA (+) 62 36
douteux 3 0
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Ce tableau récapitulatif montre que le nombre des allo AC anti HLA de classe 2(+) est
significativement bas par rapport a celui des allo AC anti HLA de classe 1(+).Donc les
receveurs de HLA classe 1 18,11% et les receveurs HLA de classe 2 11,03%.

Tableau 7: Comparaison les résultats de cross match (-) de donneur 1 selon les AC anti HLA
de classe let 2.

Reésultats CXM(-) D1 CXM(-) D1
AC anti HLAL(+) 45 2
AC anti HLA2(+) 26 2

On remarque que les patients qui font la transplantation rénale en Algérie pendant 2006-
2012 :

12,53% des patients immunisé contre HLA 1 sont autorisent la greffe par le donneur 1 et
7,24%des patients immunisé contre HLA 2 sont autorisent la greffe par le donneur 1.
7,14%des patients immuniseé qui sont autorisent la greffe par le donneur 2 contre HLA1 et
par un méme pourcentage contre HLA 2.

uCXM(+) D1 = CXM(-) D1

AL‘“I .

AC anti HLA1 AC anti HLA2 Inconnue

Graphe 04: Comparaison les résultats de la recherche des allo AC anti HLA(+) de classe 1 et

classe 2.
On remarque que les patients qui font la transplantation rénale en Algérie pendant 2006-

2012 majoritairement immunisé contre HLA de classe 1.
L’orsque on consédére que AC anti HLA douteux est positive.

des allo AC anti HLA (+)
. 80 65
_g 60 -
g 40 - 36 classe 1
» classe 2
2 20
S0
o classe 1 classe HLA classe 2

Graphe 05:Répatitiondes allo ACanti HLA des sujet selon AC anti HLA(+)
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On remarque que les receveurs possedent des AC anti HLA classel 18 ,119% et les receveurs
possedent des AC anti HLA classe2 10,03%.
Réparation des sujets selon les résultats typage HLA de donneur 1

Sur I’ensemble des donneurs! adressés au laboratoire, 76,60% d’entre eux disposent d’un
typage HLA semi identique & receveur et seulement 14,21% des donneurs sont d’un typage
HLA identique a receveur, avec I’absence des résultats du typage de 6 sujets (donneurl)

[ Fr(%)

Semi Q
identique ~ Non _ .
identique identique

inconnue

typage HLA

Graphe 06: Répartition de la population étudiée selon le typage HLA de donneurl
Réparation des 28 sujets selon les résultats typage HLA de donneur 2

Sur les 28 des donneurs2 adressés au laboratoire, 71,43% d’entre eux disposent d’un typage

HLA semi identique & receveur et seulement 3,57% des donneurs sont d’un typage HLA

identique a receveur, avec 1’absence des résultats du typage d’un sujet (donneur2).

[ Fr(%)

Semi
identique Non _ _
identigue identique

inconnue

typage HLA de

Graphe 7 : Répartition des 28 sujets selon le typage HLA de donneur2
Réparation des patients selon les résultats de cross match de donneur

NB : I’absence de résultat d’un typage HLA

Ce tableau récapitulatif montre que le nombre des cross match (-) par rapport au typage HLA
de donneur 2 semi identique est le plus fréquent 53,57%.
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300 | nombre des patients
255
250
200
150
100
47
50 15 23
5 1 I
0 L ]
Semi identique Non identique identique
u CMX-D2 = CMX-D1

Graphe 8: Comparaison cross match négatif selon type HLA.
On remarque que pour le typage semi identique est le plus existé pour les transplantations
rénales dans 1’ Algérie.

Réparation des patients selon le nombre de greffe par anneées :
Tableau 8: Réparation des patients selon le nombre de greffe par années.

Année 2006 | 2007 2008 2009 2010 2011 2012
Nbr de Greffe 9 36 52 8 0 0 0
Fr% 8,57 | 34,26 49 52 7,62 0 0 0

On remarque que les greffons étaient retrouvés dont les plus fréquents sont 49,52% en 2008
retrouvés chez 52 patients, suivi par 34,26% retrouvés chez 36 patients en 2007 , avec
I’absence de greffe dans les années 2010, 2011,2012.

Réparation des patients pour chague années selon les résultats du cross match(-) D1 et
I’année de greffe, AC anti HLA:
On remarque que la majorité des patients qui ont bénéficié d’un cross match quelle que
soit le donneur et le résultat était négatif, sont transplantes.
En se basant sur P’activité¢ de la réalisation des greffes au niveau du CHU de Blida, on
remargue une activité accrue au cours des années 2007, 2008 dont elles présentent dans
I’ensemble un pourcentage de 83,79%.
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= AC anti HLA1 AC antiHLA2 mCXM(-)D1

64
39

u CXM(-)D2

2_115;-_21\147 2\ 107& 10\- 53\:11\-

2006 2007 2008 2009

2010

2011

2012

Graphe 9 : Réparation des patients pour chaque années selon les résultats du cross match(-)
Dl et I’année de greffe, AC anti HLA.

Les patients allo-immunisés dans le systtme HLA représentent la population a risque de
développer, une fois greffés, ces différentes formes d’expression de rejet humoral avec des

conséquences majeures en terme de survie des greffons.

Répartition 460 des sujets typés dans le cadre de transplantation rénale par année :

Tableau 9 : Répartition de 460 sujets typés par année.

Année | 2009 | 2010 2011 2012 2013 | 2014 2015 2016 | TOTAL
Effectifs | 98 74 75 54 19 57 59 24 460
Fr(%) |21,30 16,09 |16,30 |11,74 |4,13 12,39 12,83 |5.22 100%

En se basant sur la fréquence de la population typée par année, on constate que la plus
grande fréguence était pendant la période 2009/2011 avec 53,39%.

Répartition de 460 sujets selon la classe HLA typée :
Sur I’ensemble des sujets adressés au laboratoire, 88,70% d’entre eux disposent d’un
typage HLA de classe | et Il seulement et 11,30% d’un typage HLA de classe I.

— 11%

CLASSE1

CLASSE2

mCLASSE1 ET 2

Graphe 10 : Répartition de la population étudiée selon la classe HLA typée.-
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Chapitre 2: Résultats

Répartition de la population étudiée selon le locus HLA typé :

500 -
400 -
300 A
200 -
100 -

C DR DQ

Les alléles HLA

Graphe 11: Répartition de la population étudiée selon le locus HLA typé.
Dans notre étude, le nombre des sujets qui disposent d’un typage du locus HLA-A et B est
nettement plus élevé que pour les autres loci.
La discordance de nombre des patients typés pour chaque allele dépend du type de typage
(complet ou ciblé) et de la technique utilisée.
I11-Etude du polymorphisme HLA chez la population algérienne étudiée :
1-Etude des fréquences des alléles HLA chez la population algérienne étudiée :
Le X dans les tableaux ci-dessous, représente soit un allele homozygote, soit un alléle absent.
NB : Dans les tableaux ci-dessous, les pourcentages les plus fréquents sont marqués en rouge
et les moins fréquents en vert.
1) HLA-A :
L’étude des alleles HLA-A chez 460 sujets.
25 alleles HLA-A étaient retrouves dont les plus fréquents sont : A2 (32,61%b), retrouvé chez
150 individus, suivi par Al  (19.13%) retrouvé chez 88 individus.
Pour les alléles HLA-A les moins fréquents sont : .A66 (0 .65%) retrouvé chez 3 individus,
AT74 (0.87%) retrouvé chez 4 individus et A10 (1.09%) retrouvé chez 5 individus.

35
Fro%o
30

25

20

15

10

5

0

Alleéles HLA-A

A1 mA2 mA3 ®mA9 mAl10 mAll mAl19 mA20 mA23 mA24 mA25 mA26 mA28
A29 = A30 ©"A31 " A22 " A33 1 A34 1 A35 1 A36 " A66 | AB8 [ A74 1 A8B0 X

Graphe 12 : Fréquences des alléles HLA-A chez 460 sujets
2) HLA-B :
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Chapitre 2: Resultats

L’étude des all¢les HLA-B chez 459 sujets.

41 alleles HLA-B étaient retrouves, les plus fréquents sont : B44 (17,65%) retrouvé chez
8lindividus, suivi par B51 (15,90%b) retrouvé chez 73 individus.

Pour les alleles HLA-B les moins fréquents sont : B55 (0,87%0) retrouvé chez 4 individus,
B78 (1,09%0) retrouve chez 5 individus et B42 (1,31%) retrouvé chez 6 individus.

Fri%

_4_
_ﬂ_

Les alleles HLA-B

mB44 mB51 m B35 mB49 uB7
= B50 uB18 m B45 mB52 u B8
u B58 uB14 uB53 uB65 uB15
nB38 nB41 B57 B27 B39
B63 B13 B17 B40 B42 B21 B12 B78
B55 B16 B37 B81 B64 1'B61 B62 B72 B75 1'B5 B67 B68 B60 X

Graphel3 : Fréquences des alléles HLA-B chez 459 sujets.
3) HLA-C:

L’étude des alleles HLA-C chez 172 sujets.

Tableau 10 : Fréquences des alleles HLA-C chez 172 sujets.

HLA-C Effectifs (%) Gé
C7 73 42,44
C6 47 27,33
C4 34 19,77
C12 28 16,28
C5 27 15,70
C8 27 15,70
C2 25 14,53
Cl6 23 13,37
C15 16 9,30
C17 14 8,14
C3 11 6,40
Cl4 9 5,23
C1 6 3,49

15 alleles HLA-C étaient retrouvés, les plus fréquents sont : C7 (42,44%) retrouvé chez 73
individus, suivi par C6 (27,33%) retrouvé chez 47 individus.
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Pour les alleles HLA-C les moins frequents sont : C9 (1,16%) retrouve chez 2 individus et
C1 (3,49%) retrouve chez 6 individus.

4) HLA-DR :

L’étude des all¢les HLA-DR chez 408 sujets.
Tableau 11 : Fréquences des alleles HLA-DR chez 408 sujets.

HLA-DR Effectifs (%) Gé
DR52 127 31,13
DR4 100 24,51
DR53 97 23,78
DR3 72 17,65
DR15 68 16,67
DR1 64 15,69
DR7 60 1471
DR11 58 14,22
DR13 57 13,98
DR51 35 8,58
DRS 20 4,90
DR10 17 417
DR14 15 3,68
DR16 11 2,70
DR17 9 2.20
DR12 5 1,23
DR23 1 0,25

-15 alléles HLA-DRpI étaient retrouvés, les plus fréquents sont : DRB1*04 (19,86%) retrouvé
chez 81 individus, suivi par DRB1*03 (12,5%) retrouvé chez 51individus.

Pour les alleles HLA-DRB1 les moins fréquents sont : DRB1*17 (0,25%) retrouvé chez 1
individu, suivi par DRB1*8 et DRB1*12 avec une méme fréquence (1,96%) retrouvé chez 8
individus.

-On a 3 autres alleles HLA-DR : DRB3 (22,30%) retrouvé chez 91 individus, DRB4
(11,27%), retrouveé chez 46 individus et DRBS5 (15,93%), retrouvé chez 65 individus

5) HLA-DQ:
L’étude des alleles HLA-DQ chez 408 sujets.
Tableau 12: Fréquences des alleles HLA-DQ chez 408 sujets.

HLA-DQ Effectifs (%) Ge
DQ2 123 30,15
DQ6 105 25,74
DQ3 64 15,69
DQ7 64 15,69
DQ1 62 15,20
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DQ5 40 9,80

DQ4 33 8,09

9 alleles HLA-DQ étaient retrouvés, les plus fréquents sont : DQ2 (30,15%) retrouvé chez
123 individus et suivi DQ6 (25,74%), retrouve chez 105 individus,

Pour I’allele HLA-DQ le moins fréquent, on a : DQ9 (0,5%) retrouvé chez 2 individus.
3-Etude des fréquences haplotypiques chez la population algérienne étudiée :

L’étude haplotypiques a intéressée 460 sujets apparentés semi identiques disposant de typage
HLA.

Les haplotypes HLA ont été établis selon les caractéristiques du systéme HLA (transmission
en bloc et codominance), en associant des alleles HLA, dont les associations les plus
fréquentes sont les suivantes : A/B, B/C, DR/DQ, A/B/DR, A/B/DR/DQ et B/C/DR.

Devant le grand nombre des haplotypes retrouves, nous avons représenté aux tableaux ci-
apres les haplotypes les plus fréquemment retrouves pour chaque association allélique.
Fréquence = Nombre d’effectif / Nombre d’haplotypes possibles

Nombre d’haplotypes possibles = 460*2

Total d’effectif : nombre des haplotypes les plus fréquents pour chagque association allélique.

a) Haplotype A/B :
Total d’effectif =941.
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Tableau 13 : Fréquences des haplotypes A/B retrouvés au sein de la population algérienne
étudiée.

Effectif | Fr%o THacf Fola

A2B53 | 39 4,24 ATEl4 11 .79
A30B44 | 26 2,83 AWEE 16 LT
A2B50 |24 2,61 AEL 1D )
A2B44 | 22 2,40 AR I8 ]
A2B45 |20 2,17 “ATET 16 L8
A2B7 19 2,07 AR ID L1
A2B18 18 1,96 CAIRSD 16 8]
A24B35 | 18 1,96 AEE I IH
A24B18 | 17 1,85 AWET ¥ ..ﬁ
Al1B51 17 1,85 AWESS ¥ m
AlB44 16 1,74 _'EEEH- ] ..!g
A30B51 |14 1,52 T.'HIIS 5 T
A1B58 |13 1,41 THEE § 04%
A3B7 13 1,41 m 5 T
A2B58 |13 1,41 LIRS § 15
A24B7 |13 1,41 §

CASSET ¥ 05
AGSB18 | 13 1,41 LIRS . i
A3B44 |12 1,30 -

CATER k) 058
A3B45 |12 1,30

CAIBE § nes
A2B35 |12 1,30

AR @ L
A23B49 | 11 1,20

ARSI 8 o.ET
A23B44 | 11 1,20 R %
A3B51 |11 1,20 : 05T
AIB35 | 11 1,20 Adpc 3 05l
ALB49 | 11 1,20 AR 3 .57
AlB57 | 11 1.20 CASEH E '-5_'I|
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Effectif | Fr%o Effactif | Fr'%
AB3B49 8 0,87 AIB6Y |5 0,54
AB68B53 8 0,87 AlB17 |53 0.54
A33B44 7 0,76 AMBIS |5 0,54
Al1B44 7 0,76 AMB1Y |5 0,54
Al11B51 7 0,76 AMBM |5 0,54
Al11B49 7 0,76 AJMBT |3 0,54
A23B35 7 0,76 A3IBSD 3 0,54
Al1B18 7 0,76 AlIB3s |3 0,54
A68B51 7 0,76 A2IBI8 |5 0,54
A2B53 7 0,76 AJB49 4 043
A2B41 7 0,76 A24B49 4 043
A2B39 6 0,65 AZ4B5) | 4 043
A1B50 6 0,65 AMB6S 4 043
A2B27 6 0,65 AlIBs? 4 043
A2B52 6 0,65 A3IB3IS 4 043
A30B52 6 0,65 A3IBs51 4 0.43
A24B14 6 0,65 AGSBIs 4 043
A33B49 6 0,65 A6SBs0 |4 0,43
A33B53 6 0,65 A3IB51 4 043
A23B45 6 0,65 AGBBIs 4 0.43
AB38B65 6 0,65 A6EB50 4 043
Al1B14 5 0,54 A6SBas2 4 043
A1B38 5 0,54 A6SB1S 4 0.43
A1B27 5 0,54 AlB41 |4 0.43
A1B63 5 0,54 AlB41 |4 0.43
A1B17 5 0,54 AIB17T |4 0.43
A2B15 5 0,54 A2B21 |4 0.43
A2B13 5 0,54 AJB3E 4 0.43

Dans cette série de 460 sujets, les haplotypes les plus fréquemment rencontrés sont : A2 B53,
A30 B44, A2 B50, A2B44, A2 B45, A2 B7, A2 B18, A24 B35, A24 B18, Al B51, Al B44,

A30 B51.
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b) Haplotype B/C :
Total d’effectifs = 415.
Tableau 14 : Fréquences des haplotypes B/C retrouvés au sein de la population algérienne
étudiée.

Effectif | Froo Effectif  Fro

B49C7 |20 217 Bl4C6 6 0,65
B14C8 19 2,07 B44C6 6 0,65
B50C6 | 18 1,96 BI4CT 6 0,65
B44C5 17 1,85 B51C3 ] 0.65
B30C12 6 0,65

B7C7 16 1,74 Bz1C12 6 0,65
B51C15 15 1,63 Bs1C14 6 0,65
BSCw7 | 14 1,52 2 5 0,54
B45C7 14 1,52 2 g 0,54
B35C4 13 1,41 B33C4 5 0,54
B44C7 | 13 1,41 Bs2CT 5 0,54
B45C6 13 1,41 B44Cl6 5 0,54
B38C12 |12 1,30 B45Cl6 3 0,54
B15C7 11 1,19 B42C1T 5 0,54
B58C7 | 11 1,19 BSOCIT 5 0,54
B44C4 | 11 1,19 B3IC1 4 0.43
B41C17 |9 0,98 i 043
B15C3 | 8 0,87 B43C2 4 043
B51C16 |8 0,87 g;gﬁl j gj‘g’
B7 C3 7 0,77 o
B18 C5 7 0,77 B35CH 4 0.43
B57 C6 7 0,77 B49CH 4 0,43
B51C7 |7 0,77 BISCT i 0.43
B44C12 |7 0,77 B30CT 4 0.43
B40C2 | 6 0,65 B4CS | 4 0,43
B27C2 | 6 0,65 B44C15 4 0,43

Dans cette série de 415 sujets, les haplotypes les plus fréqguemment rencontrés sont : B49C7,
B14C8

a) Haplotype DR/DQ :

Tableau 15: Fréquences des haplotypes DR/DQ retrouvés au sein de la population algérienne
étudié
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Effectif | Fr% Effactd Frie
DR7DQ?2 72 7,83 141
DR52DQ2 67 7,29 DEIDQ1 13 141
DR3DQ2 65 7,07
DR15DQ6 64 6,96 DE1IDOG 11 1,30
DR4DQ3 59 6,41 DE13DGL 11 130
DR53DQ2 52 5,65
DR13DQ6 50 5,43
DR52DQ6 45 4,90 3
DR52DQ7 44 4,79 DRIDG 1 }g %ﬁ
DR4DQ 2 36 3,91
DR11DQ2 34 3,70 DEZIDO] § 093
DR11DQ3 33 3,59 098
DR51DQ6 31 3,37
DR15DQ2 28 3,05 0938
DR11DQ7 28 3,05 g Ikl
DR53DQ3 26 2,83
DR13DQ?2 26 2,83 i
DR4DQ4 26 2,83 4 087
DR4DQ6 26 2,83 0.76
DR1DQ 5 26 2,83 E%%jﬂjﬁ l]-:'?ﬁ-
DR7DQ6 26 2,83 DRI § 0,05
DR1DQ2 25 2,72 DRI13IE @ 0,65
DR1DQ 6 25 2,72 DRI4DO: 6 0,63
DR53DQ1 24 2,61 DEIxDUs 4 0,03
DR7DQ3 22 2,40 DELIDGE ¢ L
DR53DQ7 21 2,29 EE%‘E&* 3 g#:
DR3DQ 6 21 2,29 o -E
DR52DQ1 21 2,29 DRLIDGS 3 U524
DR51DQ2 7l 2,29 _EEH% - 1['];:
DR4DQ8 21 2,29 L-. . : I]f:? ]
DR53DQ8 20 2,17 Dmémi _: ﬂ'; 1
DR1DQ 3 20 2,17 DEEIDOI 4 D“ia
DR3DQ 3 20 2,17 DEIDGS 4 ﬂ;J 3
DR52DQ3 19 2,07 BEIGOT 3 043
DR53DQ4 18 1,96 mgq# i 1]1_{3
DR4DQ7 18 1,96 DF.-BDEE' i K]
DR13DQ3 18 1,96 DRIGDOE 4 ]
DR53DQ6:16 | 16 1,74 DEIID0E 4 K]
DR4DQ1 16 1,74 DRSO | 4 [EE]
DR52DQ8 15 1,63 DRIDGE 4 U 43
DR52DQ4 14 1,52 'DRETDOR 4 043
DR1DQ1 14 1,52 DEleDO): 4 {43
DR15DQ3 14 1,52 'DRITDOG 4 043
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Dans cette série de 408 sujets, les haplotypes les plus fréqguemment

DR7DQ2, DR52DQ2, DR3DQ2, DR15DQ6

d) Haplotype A/B/DR :
Total d’effectifs = 249

Tableau 16 : Fréquences des haplotypes A/B/DR retrouvés au sein

algérienne étudiée

rencontrés sont :

de la population

Effectif | Fr%o Effactif | Fr%

A30B44DR7 14 1,52 AIB44DRA 5 0,65
A2B50DR7 12 1,30 AB44DRA1 6 u’ﬁs
Agonss 30| Lomioes [+ [0
’ 5 5

A30B4 DR4 8 0,88 ‘%BTDR*{I 0 u’ﬁ“_
A30B4 DR52 8 0,88 AJBISDRA 6 0,65
A24B35DR52 8 0,88 AIBS0DRS 5 0,54
A2B44DR5?2 8 0,88 AJB45DRT 3 0,54
A2B44 DR 8 0,88 AIETDRI1L ] 0,54
A2B18DR3 8 0,88 AIBTDRIS 5 0,54
A2B44DR4 7 0,76 AZB15DR4 5 0,54
A2B45DR53 7 0,76 A1IB65DR1 i 0,54
A2B45 DR1 7 0,76 Al0B44DR3 i 0,43
A2B45 DR11 ! 0.76 A30B44DDRI5 | 4 0,43
A2B45 DR15 7 0,76 A2B50DRI i 043
T -
A33B14DR1 6 0,65 ‘%B“DR?_ 4 043
A23B49DR11DR5 | 6 0,65 AJB44DRIS 4 0,43
2 AJB7DR3 4 0,43
A2B50DR53 6 0,65 A2B1SDRIS i 0,43

Dans cette série de 249 sujets, les haplotypes les plus fréqguemment
A30B44DR7, A2B50DR7 et A30B44DR5

e) Haplotype A/B/DR/DQ:

rencontrés sont :

Tableau 17: Fréquences des haplotypes A/B/DR/DQ retrouvés au sein de la population

algérienne étudiee.

Effectif

Fro%

A2B50DR7DQ2

13

1,41

Dans cette série I’haplotypes les plus fréquents sont : A2 B50 DR7 DQ?2.
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e) Haplotype B/C/DR:

Total d’effectifs = 95.
Tableau 18: Fréquences des haplotypes B/C/DR retrouvés au sein de la population algérienne
étudiée.

Effectif | Fro
B14C8DR1 12 1,30
B44C5DR4 11 1,20
B8C7DR3 10 1,09
B44C5DR53 9 0,98
B44C5DR7 8 0,87
B50C6DR4DR53 7 0,76
B44C5DR1 6 0,65
B44C5DR1 6 0,65
B14C8DR4 5 0,54
B8C7DR53 5 0,54
B14C8DR11DR13DR5 | 4 0,43
2
B8C7 DR4DR7DR51 4 0,43
B50C6 DR7DR52 4 0,43
B44C5 DR13DR52 4 0,43

Dans cette série de 95 sujets, I’haplotype B14 C8 DR1 est le plus freqguemment retrouvé.
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Discussion

La prise en charge immunologique de la transplantation est capital car celle conditionne la
réussite de cette derniere .Elle consiste a établir le statut immunologique (recherche des
anticorps anti HLA) de chaque patient, établir la compatibilit¢t HLA entre donneur et
receveur d’organe et assurer un suivi régulier avant et apres la greffe.

Notre étude rétrospective a été réalisée sur 359 patients algériens issus de cing région du
territoire national ayant bénéficié¢ d’un typage HLA (typage complément ou typage ciblé).

A T’'unité d’immunologie Hassiba Ben Bouali CHU de Blida, la prise en charge des examens
immunologique (typage HLA, recherche et identification des aloo anticorps anti HLA et cross
match lymphocytaire) dans le cadre da la transplantation et dans le cadre de la recherche
d’une association HLA et maladies, d’année 2006 jusqu'a 2012.

Nous nous sommes intéressées dans ce travail a I’exploration des résultats de la prise en
charge immunologique des patients candidats a une greffe rénale entrant dans le cadre d’un
donneur vivant apparenté ou cadavérique non apparenté et dans le cadre de le recherche
d’une association HLA et maladies .

Caractéristiques démographiques de la population algérienne étudie

Service demandeur :

L’analyse des résultats de cette étude montre que la majorité de nos patients ont été adressés
par CHU de Blida( 57%) parce que unité immunologique Hassiba Ben Bouali fait partie du
CHU Blida, suivi par le CHU de Parnet( 12% )et du CHU de Tizi ouzou( 10%),les autre
patients, ont été adressés par d’autres structures hospitaliéres du pays a causse de I’absence du
laboratoire pour le typage HLA a leur niveaux.

Répartition de359sujets selon I’année de recrutement:

L’existence d’infrastructure au CHU de Blida comme celle de 1'unité de
I’immunologique, lieu de notre étude, nous a permis de recruter la populart de nos
sujets(70%0) ainsi que d’autre rentrant dans le cadre de la collaboration inter CHU.

Caractéristique biologique de la population algérienne étudiée :
Exploration du systeme HLA :

Suite au programme national de translation rénale dont le CHU de Blida fait partie, la
majorité des patients adresses a notre niveau pour un typage HLA a la demande des médecins
traitants sont des candidats pour la transplantation rénale d’un donneur vivant, lorsque cette
derniére est envisagée comme solution thérapeutique.

Statut du couple receveur/donneur dans le cadre de transplantation rénale :
Au total, le laboratoire a été réalisé des examens immunologiques sur 359 receveurs et 359
donneursl et 28 donneur2 dans le cadre de transplantation, ce qui explique la possibilité de
multipliés des donneurs pour un méme receveur.
Années de typage des sujets recrutes dans le cadre de transplantation rénale :

Le nombre élevé des sujets explorés a notre niveau dans le cadre de transplantation rénale
durant la période 2007/2008 est expliqué par la collaboration inter hospitaliére durant cette
période.
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Classe et locus HLA typés :

Le typage HLA se fait soit par une méthode sérologique (LCT), qui permet d’identifier les
Ag exprimés a la surface des cellules, soit par une technique de biologie moléculaire qui
permet I’identification des génes HLA du patient. Au début, le laboratoire a utilisé la
technique sérologique pour le typage HLA de classe | en considérant la classe Il presque
identique en cas de compatibilité de la classe | (les loci A et B) entre le donneur et le
receveur. Ceci explique la discordance dans le nombre des alleles explorés entre les deux
classes.

Ensuite, la technique de biologie moléculaire a été lancée au niveau du laboratoire ce qui nous
a permis d’identifier le locus HLA-C. Et par la suite, il y avait I'utilisation des 2 techniques
pour le typage des 2 classes HLA, a I’exception du locus HLA-DP en raison d’absences des
moyens.

La discordance dans le nombre des alleles explorés HLA-DR et DQ est expliquée par la
présence des malades adressés au laboratoire pour un typage HLA ciblé (HLA et maladies).
Cross match :

Le cross match pré transplantation est pratiqué systématiquement pour détecter les différents
allo anticorps anti donneur pouvant étre présents chez le receveur. C’est le reflet du statut
immunitaire sérologique du receveur vis-a-vis de I’organe greffé.

a-Cross match donneurl :

Dans notre série d’étude 6,41°/°des patients qui ont bénéficié d’un test cross match ont
présenté un résultat positif, du a la présence des DSA dans leur sérums .La greffe dans ce cas
est contre indiquée.

Le test était négatif chez 91,64°/°des patients, ce qui autorise la greffe.
b- Cross match donneur?2 :

Parmi les patients ayant un CXM donneurl négatif, seul 12,82°/° ont fait un CXM pour
donneur 2.
La positivité des résultats est observée chez 10,71°/° des patients, laisse suggérer la pratique
des transfusions, alors que la négativité de ce dernier est observée chez 75°/° des patients ce
qui autorise la greffe.

Les allo AC anti HLA de classe let 2 :

Les résultats de notre étude montrent que 17,26°/° des receveurs ont développé des allo-
AC-anti HLA de classe let 10,03°/° de classe 2et sont donc immunisé. Ce résultat n’est pas
surprenant ¢étant donné que ces patients suivis ont des antécédents d’immunisation
(transfusion, grossesse, avortement, transplantation, rejet de greffe).

Le nombre de greffe par années :
En Algérie la premiére greffe rénale a été réalisée en juin 1986 avec un rie de donneur

vivant apparenté , mais les programmes ont été assez rapidement interrompus et n’ont repris
que lentement dans les années 2000 sous I’impulsion de nouvelles directives ministérielles
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qui ont permis d’ériger tris centres de transplantation rénale : Le CHU d’Alger centre (
Service de Réanimation Polyvalente ) ,la clinique Daksi de Constantine (Etablissement
Hospitalier Spécialisé en U ro-Néphrologie ) et le CHU de BLIDA ( Service de Chirurgie
Générale).

La réaction de ces centres et I’existences d’'un cadre de collaboration inter hospitaliére afin
de répondre au nombre croissant des demandes de greffe rénale , a permis de greffer un grand
nombre de patients durant la période 2007/2009.

La premicre greffe rénale en Algérie avec un rien d’un donneur cadavérique a été réalisée a
Constantine en 2002.

En 2010, un typage HLA a été réalisé, pour la premiere fois, au niveau du CHU de Blida, par
une équipe de spécialistes en immunologie dans le cadre d’une greffe rénale avec un rien
d’un donneur cadavérique , avec la réalisation d’un cross match initial et d’une recherche des
allo-anticorps anti-HLA .Pour le cross match final, il a été réalisé au niveau du CHU de
Mustapha Bacha.

Etude du polymorphisme HLA chez la population algérienne étudiée :
1-Fréquences génotypiques des alléles HLA :

-A I’échelle internationale :
a) HLA-A :

Les alléles HLA-A les plus freqguemment rencontrés au sein de la population algérienne sont
HLA-A2 (23,61%), Al (19,13%), A3 (17,39%) et A24 (16 ,96%) ceci est comparable a ceux
de la population marocaine pour les alleles Al, A2, A3 et A36. Ainsi a la population
mauritanienne pour les alleles Al et A2 et A30. Suggérant des relations entre ces populations.
L’allele HLA-A36 et A66 (0,65%) est moins prévalent dans la population algérienne, alors
qu’il est fréquent au Mali (3,13%).(Hamed et al.,2018)

b) HLA-B :
Les alleles HLA-B les plus fréquents au sein de notre population sont HLA-B7, B35, B72,
B51, ces résultats contrastent avec ceux obtenus pour les pays maghrébins (Amroun H et
al.,2010) beaucoup proche a Mauritanie et qui peuvent étre expliqués par la proximité
géographique entre ces pays

c) HLA-C:
Concernant les alleles HLA-C, les plus prévalent sont HLA-C7 (42,44%), C6 (27,33%), ces
résultats sont en concordance avec la population tunisienne qui peut étre expliqués par la
distance géographique entre ces deux pays. Ainsi, pour 1’allele HLA-C4 (19,77%) est plus
rencontré chez la population algérienne par rapport a la population mauritanienne (0,88%).
(C. Bricka et al.,2015)

d) HLA-DR :
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Les alleles HLA-DR les plus fréguemment rencontrés au sein de la population algérienne
sont HLA-DR4, DR11, DR3 ceci est comparable a celles des populations marocaine
(Amroun Het al.,2010) et tunisienne. Ainsi nos résultats est similaire a ceux de la Tunisie a
I’exception de I’allele HLA-DR15 qui est moins fréquent chez eux, ce qui caractérise la
population algérienne.

e) HLA-DQ :

D’aprés nos résultats, les alleles HLA-DQ2 et DQ3, DQ6 sont fréequents chez toutes les
populations mentionnées.

L’allele HLA-DQ4 est moins fréquent en Algérie ainsi qu’en Mauritanie avec des fréquences
voisines, ce qui caractérise les pays du nord-africain. (GAOH Hadiza.,2006 )

2-Fréquences haplotypiques :

Dans cette partie, on n’a pas trouvé des études similaires en Algérie et en Maroc (Amroun H
et al.,2010) pour les haplotypes : A/B, B/C.

a) Haplotypes A/B :

Les haplotypes A/B les plus fréquemment rencontrés dans notre étude :

L’haplotype A2/B7 (2,07%) est le plus representatif de notre population étudiée. Ce résultat
est en accord avec celui observé a Mauritanie (C. Bricka et al.,2015), suggérant une relation
entre ces deux pays.

b) Haplotypes B/C :
Nos résultats concernant les haplotypes B/C montrent une similarité avec ceux obtenus
pour la population tunisienne. (ADEME et al.,2015)

c) Haplotypes DR/DQ :
Les résultats des haplotypes DR/DQ une similarité concernant majorités des haplotypes cité
pour la population algérienne et marocaine. (Amroun H et al.,2010)

d) Haplotypes A/B/DR :

L’haplotype A33 B14 DRI est retrouvé chez les populations mediterranéennes (Hamed et
al.,2018) (S. Manor et al.,2016) (GAOH Hadiza.,2006) avec des fréquences voisines.

e) Haplotypes A/B/DR/DQ:

L’haplotype A2 B50 DR7 DQ?2 est rencontré chez la population algérienne et italienne ( D.
Reviron et al.,1993) avec des frequences proches. Laisse suggérer une relation historique
(migration) entre les deux populations
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Conclusion:

Notre étude met en évidence une augmentation de la prévalence des anticorps
anti-HLA chez les patients de greffe rénale au CHU de Blida, mais sont difficiles a suspecter
: ils apparaissent indépendamment de 1’age, du sexe, des événements immunisants, et ne sont
pas associés a un profil particulier sur les résultats de dépistage. avec un impact sur ’accés a
la greffe. Prés de la moiti¢ de ces patients immunisés n’ont pas d’antécédent d’événement
immunisant. Ces résultats demandent a étre confirmés en raison du faible effectif de 1’étude,
de sa nature rétrospective.
Nous avons men¢ cette étude dans le but d’explorer les résultats du typage HLA des patients
candidats a la transplantation rénale et en les comparants avec d’autres études similaires.
L’analyse de nos résultats montre parfois des discordances des nombres des alléles HLA
obtenus, ces discordances peuvent étre la cause indirecte du manque des informations
récoltées par difficulté d’acces aux données.
Ainsi, notre travail montre que nos résultats sont comparables a ceux obtenus par d’autres
¢tudes menées précédemment, ce qui conforte la notion de I’homogénéité existante au sein de
la population maghrébine dont fait partie notre population algérienne.

Notre étude a montré que les alleles les plus fréquents sont : HLA-A2, HLA-B44, HLA-
C7, HLA-DRB1*04 et HLA-DQZ2. Et concernant les haplotypes les plus fréquents, on a :
A2/B53, A30/B44/DR7, A2/B50/DR7/DQ2, B14/C8/DR1 et DR7/DQ2
Il sera utile de :

« Compléter notre travail, par des typages HLA de haute résolution pour une meilleure
définition des alléles ainsi que des haplotypes les plus fréguemment rencontrés dans notre
série.

* Créer de forts liens de collaboration entre les professionnels de santé principalement de
service de néphrologie et le laboratoire d’histocompatibilité.

« Etablir une bonne communication entre les différents centres nationaux de transplantation.

Dans notre population étudiée, parmi 359 patients receveurs typés dans le cadre de
transplantation rénale, seul 105 patients ont bénéficié de la greffe. Ce nombre réduit des
patients greffés peut étre expliqué par :

* L’incompatibilit¢ HLA du couple receveur/ donneur.

» Désistement des donneurs.

* Le non-retour de I’information et I’absence de la collaboration inter CHU.
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Annexe 1 : Version informatisée des dossiers des malades.
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Annexe 2 : Matériel non biologiques utilisé au laboratoire
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Colonne du KIT QI
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L agarose: Sea Kem LE

Tri Borate EDTA Baffer

Size Marker SSP-SA{ -
marqueunr de taille

Annexe 3 : Dossier du patient (fiche de renseignements, fiche de typage HLA, fiche de cross
match).
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Fiche de renseignements
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Fiche de typage HLA classe |
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Fiche de résultats de Cros

Annexe 4 : Taille et densité des cellules sanguines

Taille (um) Densité Vitesse de
(Ia masse volumique) sédimentation
Globules rouges g 7 (6.5-7.5) 1.098 (1.089-1.105) +
Eosinophiles 12 (12-15) 1.091 (1.087-1.096)
Neutrophiles o 12 (12-15) 1.088 (1.082-1.097)
Basophiles  9.5(9-10)  1.078 (1.074-1.082)
Monocytes o 15 (15-20) 1.071 (1.065-1.075)
Lymphocytes o 9 (8-10) 1.063 (1.057-1.067)
Plaquettes 2-3 1.040 —
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Annexe 5 : Protocole de séparation des lymphocytes totaux par technique de Ficoll.

I 4-Aspiration de Ia couche lymphocytaire I

6-Addition de la solution
de Hanks
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Annexe 6 : Le protocole de typage par biologie moléculaire PCR-SSP
1- Extraction de ’ADN par technique de QIAGEN :

4-Aspiration de Buffy-Coat

- fAgiation auvortes

$-Le Buffy-Coat dans un eppexdorf
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I O-Amitation au vortex | lo;‘.l.‘ra-sferrt ‘." ‘.-:-

QUIAGEN D

réparti em deux Eppendrofs et 17-Centrifagation
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2- Le typage par PCR-SSP :
A) Préparation de la plaque micro-SSP :

1-Sortir 1a plague et les réactifs \
g
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8-Fermeture de la plaque

B-Réalisation de la PCR :

o FPiacemenmnt de Ia plaguaes
dam= Jle thhermmo<c yoclemr

C-Electrophorése sur gel d’agarose :
» «Préparation de gel :

2-Placement de mélange
dans Ia micro-onde (3 a 4
mdam)
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/7La migration sur gel :

9-Transfert de produits d’amplification
dans les puits de Ia plaque de migration

11-Lecture sous UV Gel Doc

12-Interpreattion des resultats par
un logiciel HL A Fusion
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Annexe 7 : le protocole de typage HLA par la technique sérologique (LCT).
de la plaque de

1-Préparation

Terasaki

3-Rempissage des plaques de Teérasaki
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S-Les plagues apres incuabation

T-Addition de colorant

S-Imcubaton des plagues
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Annexe 8: Les batteries d’anticorps pour typage sérologique.

movcs) | o2
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Annexe 9 : Protocole de la technigue ELISA

1-Distribution du
tampomn + serum controle

3-Ajout du conjugueé I

enzyvmatique
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30 min
R —,
substrat et son ajout d'arret
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Annexe 10 : Protocole du Cross match par LCT.

I-Separation des Lym totauax I T et Lb a
partir du sanzs dilae

4£-Ajout des cellules

-” -

S-Ajount du compléement

tc”:b

T-ILecture par moscq)e =
fluorescence Inversee




