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Resume :

Introduction : La transplantation rénale est actuellement la solution la plus efficace et la plus
économique pour la prise en charge de I'insuffisance rénale chronique en phase terminale.
Elle entraine cependant une  puissante réponse immunitaire dirigée contre le greffon
allogénique qui nécessite la prise d'un traitement immunosuppresseur a vie. Cette réponse
allogénique définie par le rejet est dirigée contre des structures tissulaires nommeées Ag HLA
portés par différents types cellulaires.

Pour prévenir ce risque, les malades sont suivis au cours de leur attente de greffe. et meme
apres. afin de rechercher I"apparition dans leurs sérums d"Ac déléteres pour le greffon qui
pourront diminuer sa survie a long terme. Ces Ac sont recherchés surtout apres un événement
immunisant qui favorise 1’allo immunisation. L ¢élément clé du suivi est la constitution de la
sérothéque qui englobe tous les sérums prélevés du patient.

La recherche de ces Ac est effectuée par différentes techniques dont leur sensibilité et
spécificité sont diftérentes.

Mettre en évidence les facteurs conduisant a une allo immunisation et influengant par la suite
le devenir du greffon. pourrait permettre de mieux gérer les traitements et la prise en charge
des patients. Ces traitements sont basés sur 1"utilisation des immunosuppresseurs et d autres
movens thérapeutiques (désensibilisation) selon différents schémas instaurés et afin
d’augmenter les chances de survie du nouvel greftfon.

Objectif : évaluer le suivi les malades en prés et en post gretfe rénale. et établir un protocole
de suivi qui permet d’optimiser les moyens de la prise en charge des malades.

Matériel et méthodes : Il s’agit d’une étude rétrospective menée a 1'unité de Hassiba Ben
Bouali sur une période de 6 ans (Janvier 2006- Décembre 2012) rapportant les patients
enregistrés en vu d’une transplantation rénale.

Un bilan d’histocompatibilité a été réalisé pour chaque couple D/R pour s'assurer que la
transplantation sera sécuritaire. Il consiste a effectuer un test de cross match par technique
sérologique, au méme temps une €tape d'un typage HLA par technique sérologique(LCT) ou
par biologie moléculaire (PCR-SSP) est réalisé afin de classer les couples en fonction des
résultats de typage en identiques. semi identiques et non identiques. une recherche d”Ac anti
HLA par technique ELISA est effectuée systématiquement dont les résultats révélés positifs
en screening seront 1 objectifs d une éventuelle identification.

Résultats : Au total 359 couples ont été explorés. 203 d’entre cux font partic du CHU de
Blida. La prédominance des receveurs était masculine (62%) avec un moyen age ¢gal a
3lans. Les résultats d’étude de compatibilité ont révélé une compatibilité semi identique
majoritaire entre les couples explorés (78%) et méme pour les couples greffés (80%). Un
nombre assez remarquable des patients qui ont fait au moins une transfusion avant la greffe
(68%). La recherche d’Ac anti HLA (de classe I et /ou de classe II), avant la greffe a révélé
un résultat positif dans 16% des cas. Un facteur de risque d apparition d"Ac anti HLA (de
classe I et /ou de classe Il) a été clairement observée chez les patients qui ont fait des
phénomenes immunisants (Transfusion seule ou en association avec une ou plusieurs
grossesses) (P=0,021 et OR=3,31), dont une relation dose réponse a €été noté chez les
malades polvtransfusés (P=0,001 et OR=0,24 pour la classe 1) et (P=0,001 et OR=3,47
pour la classe II). Parmi les malades explorés (359). 128 ont été gretlés dont 66 tont partie
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du CHU de Blida. La recherche d"Ac chez ces malades greffés a révélé une positivite (classe |
et / ou classe II) pour 10% de la totalité des greffés et 7% pour les malades de Blida. Sur 66
patients greffés au CHU de Blida. 11 d’entre eux ont développés un rejet malgré qu’ils
avaient tous un résultat négatif concernant la recherche d"Ac anti HLLA avant la grefte.
Conclusion : La greffe est une étape dans le parcours de soin du patient. ou elle est
positionnée comme le meitleur moyen thérapeutique. Travailler en amont de la greffe. ¢ est
assurer une prise en charge des patients pour éviter le risque de rejet du nouvel greffon. Clest
aussi favoriser la collaboration entre professionnels de santé pour inscrire les patients et
améliorer ’acces a la greffe par une bonne constitution de sérotheque. Travailler en aval.
¢’est développer des réseaux de soins qui assurent un suivi coordonné et de qualit¢ au plus
pres du patient greffeé.

Mots clés :

Transplantation, rejet, Ag HLA. sérothéque, événement immunisant. 1'allo immunisation.
iImmunosuppresseurs.
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Summary:

Introduction: Transplanting a kidney is currently the most efficient and the most economical
solution in case of a chronic terminal kidney deficiency.

This solution strongly answers the immune system against the allogenic transplant which
needs a lifelong treatment. This allogenic answer. detined by the rejection. is directed against
cell structures called Ag HLLA expressed by difterent cell tvpes.

To prevent this risk. patients are watched while their waiting for transplantation. and even
after being transplanted. in order to look for the appearance of harmful Ab in their serums
which may diminish the transplant long life survival. These Ab are mainly searched after an
immune event that favours the immune system. The key element of control is the constitution
of the sérotheque which involves all the serums taken from the patient.

The search for these Ab is made through different techniques whose specificity and
sensitivity are different.

Objective: Evaluate the control of patients before and after a kidney transplant. and to set a
protocol of control which enables us to optimise the means of caring the patients.

Materials and methods: This is a retrospective study made at the Unit of Hassiba Ben Bouali
over a period of six years (January 2006 — December 2012) about the patients recorded for a
transplant of a kidney.

A histocompatibility check-up was made for each D/R couple to guarantee that the transplant

would be safe. It consists tirstly of a cross match test through a serologic technique. A
negative result enables us to move to a second stage where an HLA categorisation is made by
a serologic technique (LCT) or by a molecular biology (PCR-SSP) in order to classity the
couples according to the results of categorisation into identical. semi-identical. or non-
identical. A research of Ab anti HLA by the technique ELISA is systematically mead whose
positive results in screening will be the objective of identification.
Results: 359 couples have been explored, 203 of them belong to the hospital of Blida. Most
of the receivers were male (62%) with an average age of 31 years old. The results of the study
of compatibility showed a wholly semi-identical compatibility among the explored couples
(78%) and even for the transplanted couples (80%). A great number of the patients have
undergone a blood transfusion before the transplant (68 %). The search for Ab anti HLA (of
class I and/or class II) has revealed. before the transplant. a positive result in 16% of the
patients. A risk of the appearance ot Ab anti HLLA is clearly obscrved in the patients who have
shown immunising phenomena (solo transfusion or in association with one or many
pregnancies) (P=0.021 and OR = 3.31). where a relation dose answer is present in the poly
transfused patients (P= 0.001 and OR= 0.24 for class I) and (P= 0.001 and OR= 3.47 for
class I1). A mong the explored patients (359), 128 of them have been transplanted among who
66 belong to the hospital of Blida. The research of Ab in the transplanted patients was positive
(class I and /or class II) for 10% of the total transplanted patients and 7% of the patients of
Blida. Of the 66 transplanted patients at the hospital of Blida, 11 of them have developed a
reject though they all had a negative result concerning the research of Ab anti HLA before the
transplant.




Conclusion: The transplantion is a step in the course of the patient’s cure. where it is
positioned as the best available therapy. Working before the transplant means assuring
patients’ care in order to avoid the risk of reject of the new transplant. It also favours the
collaboration between the professionals of health in order to register the patients and improve
the access to the transplantation through a good constitution of the sérotheque. Working after
means developing cure networks which guarantee a coordinated control and quality towards
the transplanted patients.

Key words: Transplantation. reject. Ag HLA. sérotheque. immunising event.
alloimmunisation, immunosuppresseurs.
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Introduction :

La transplantation rénale (TR) est une thérapie qui consiste a remplacer un rein défectueux
par un autre prélevé sur un donneur vivant ou cadavérique. cette intervention est devenue le
traitement de choix car elle améliore non seulement la qualité mais également "espérance de vie
des patients (65).

Une transplantation réalisée entre individus génétiquement différents mais appartenant a la
méme espéce est définie comme une allogreffe ou gretfe allogénique. ¢’est le cas d"une TR.

L obstacle majeur d'une allogrefte qui est a l'origine des différences génétiques entre le
donneur et le receveur est le rejet qui est un phénomeéne de nature immunologique. faisant
intervenir aussi bien les mécanismes de I'immunité cellulaire que ceux de I'immunité humorale.
entrainent des lésions du parenchyme rénal pouvant évoluer jusqu’a la destruction totale du
greffon et la perte de sa fonction, dont les principaux alloantigénes incriminées dans cette
réponse sont les produits des génes du complexe majeur d histocompatibilité (CMH) exprimés
par le greffon (109).

En plus de ces Ag HLA. interviennent dans le rejet les Ag érvthrocvtaires ABO. les Ag de
systtmes mineurs d'histocompatibilité et des Ag propres aux monocvtes. aux cellules
endothéliales et épithéliales (198).

La réponse immune de type cellulaire et/ou humorale. dirigée contre tous ces antigénes portés
par le greffon. permet de distinguer diftérents tvpes de rejets qui selon leurs mécanismes
immunopathologique. leurs intensité et leurs délai d apparition peuvent étre : hyper aigus. aigus
ou chroniques (198).

Des progres considérables ont été réalisés ces derniéres années, dans le cadre de réduire
Iaction du syst¢me immunitaire et donc prévenir et maitriser ces rejets. d’une part la
connaissance de ["histocompatibilité pour un meilleur choix des couples donneur-receveurs est
primordiale, et d’autre part la place majeur du suivi immunologique dans tout programme de TR.

Le parametre clé du suivi immunologique est représenté par la constitution d’une sérothéque
qui est une collecte des sérums historique en pré et en post greffe permettant le dépistage des
anticorps (Acs) anti-HLA. ainsi que la surveillance de leurs apparitions suite a un événement
Immunisant.

Au méme temps la maitrise de ces connaissances permettant dinstaurer un schéma
thérapeutique adapté pour chaque patient.




A 3N 2N B AE B = BN I W

Ce présent travaille a porté sur un suivi des malades greffés ou candidats a la greffe recrutés
au niveau de 'unité d’immunologie de Hassiba Ben Bouali, il a pour objectifs :

1. Evaluer la qualité de la prise en charge des malades recrutés dans notre échantillon.

2. Evaluer les moyens de suivi des malades en pré transplantation et établir un protocole
pour assurer la réussite de la TR.

3. Adopter des moyens de suivi des malades en post greffe et proposer un protocole adapté
pour améliorer le choix du donneur d’une part et les moyvens thérapeutique d autre part et donc
assurer la survie du gretfton.

4. Améliorer les moyens de diagnostic des rejets tout en limitant leur progression.
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Chapitre I : Rappel sur le systeme majeur d’histocompatibilité

I-Histoire et découverte du systéme HILA :

Le complexe majeur d histocompatibilite (CMH) est un ensemble de genes, qui
s’expriment sous forme de molécules de surface de nature glycoproteique. Ces molécules sont
des alloantigenes impliqués dans le phénomene de rejet, qut peut survemr lors des
transplantations renales. (18)

Sa decouverte a connu plusieurs ¢tapes etablies a travers des différents travaux au cours de
"histoire :

En 1936, les travaux de Gorer et Snell, sur le transfert de tumeurs de souris greffées a
d autres souris, ont montré que la grefte était rejetée en cas d histoincompatibilité ou toleree
en cas d histocompatibilite. Ce rejet et cette tolerance sont geneétiquement dépendants Cela
amene a la découverte d'un systeme d histocompatibilite appele H: chez la souris et de
plusteurs systemes mineurs. L’existence du CMH a ¢té confirme ensuite chez tous les
mammiteres, ou il porte des noms différents (18)

En 1958, J. Dausset met en evidence, dans le sérum d un sujet atteint d’aplasie medullaire
et polytranstuse, un alloanticorps qui agglutine les leucocytes de certains sujets. Cela est a
I"origine de la decouverte d’un svsteme allotypique humain appele HLA ultérieurement mis
en evidence au niveau de la surface des leucocvtes, puis de presque toutes les cellules de
I'organisme. A 'origine, HLA correspondait a human leucocyte locus A, mais est maintenant
souvent traduit par human leucocyte antigen. (18)

Au cours des ¢tudes de survie de greffe cutanee, entre donneur et receveur HLA identique
ou different, ce systéme s’est révele le CMH de 'homme. (18)

La fonction physiologique du CMH n'a ete decouverte qu ulterieurement. La propriete de
repondre a un antigene particulier depends du CMH. appelé pour cette raison genes de la
reponse immune. Ulterieurement. Doherty et Zinkernagel firent en 1974 une decouverte
extrémement importante : la réponse immune vis-a-vis d'un agent viral est restreinte au CMH
de 'individu. (18)

En 1969, Patel et Terasaki apporterent une preuve convaincante de la responsabilite des
anticorps anti-HL A dans la survenue des rejets de tvpe humoral et decrivaient la technique du
cross-match  par  microlymphocytotoxicite  dépendante du complément (complement-
dependent eviotoxicine: CDC). qui est encore utilisee a 1 heure actuelle. (123)

En 1987, Cristallisation de la premiere molécule du CMH de classe 1. (69)
En 1996, Cristallisation du premier complexe TCR-CMH-peptide. (69)

La connaissance de ce systeme (CMH) a permis de comprendre les mécanismes de rejet
d'une greffe d'organe survenant de fagon quasi in¢évitable entre deux individus non apparentes.
(60)
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11-Implication du svstéme HLA dans la transplantation rénale :

importance et limplication du systeme HLA etait clairement definie dans les
transplantions rénales depuis tant d’années. grace aux differentes ¢tudes etablies sur ces genes
et leurs molécules. Actuellement. il est reconnu comme ¢tant I'¢lément central dans le
controle de la réponse immune. (176)

H-1 Description du systéme HLLA @

La connaissance des génes HLA. les molécules qui résultent de leur expression ainsi leurs
caractéristiques permettent de comprendre le role qu’ils peuvent assurer dans les réponses
face a un greffon.

I-1-1 Organisation génétique du complexe HLA :

La region HLA est située sur le bras court de la sixieme paire chromosomique, elle
comporte de nombreux genes. partages en trois classes de structure similaire mais non
identique, et de fonctions difterentes (00) (Fig.1)

Ces genes sont dit classiques ou non classiques.

-Les genes classiques sont repartis en 3 classes:

» le systéeme HLA de classe I : comprend principalement les genes HLA-A, -B et -C. ils
codent pour la chaine « des molecules de classe 1 (60). Leur designation reflete I'ordre
historique de leur decouverte et non leur localisation sur le Chromosome. (170)

7 le systeme HILA de classe 11 : situé dans la région D, est constitué d'un ensemble de
tamilles de génes dont les principales sont HLA-DR (genes DRA et DRB1). HLA-DQ
(DOQA et DOB) et HLA-DP (DPA et DPB). Pour chacune des tamilles, 1l existe des
genes fonctionnels et des genes non fonctionnels (pseudo-genes). s codent pour les
chaines o et 3 des molecules de classe [ (60)

~ Situee entre les regions | et 11 (entre B et DR), la région 111 ne renterme pas de genes
intervenant dans la présentation antigenique. Elle contient des genes codant pour des
proteines du systeme du complément (C2. C4, facteur B), pour le TNF et pour les
lymphotoxines. (60)

-Les genes HLA non classiques. de classe [ ou de classe 1. presentent une structure

proche, plus ou moins polymorphes. pouvant étre impliques dans certaines étapes des

réponses immunitaires (60)
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Gene structure of the human MHC chromosome 6

HLA
OP DN DM Do DG CR
by ph—y y by he——y

TAPBP,) ¢ o ¢ 3 LMP/TAP 3 3 ec 33 ex

class class lil class |

Figure 1 : schema representatif de la localisation des genes HLA sur le bras cours du

chromosome 0.
Les genes HL A sont organisés en plusieurs exons qui correspondent a difterents domaines.

s [xons de classe [ sont en nombre de 8, le premier exon code la région 5™ non traduite
et les 24 acide aminé (aa) du peptide signal Les exons 2, 3 et 4 codent respectivement
les 3 domaines extramembranaires, les derniers exons codent le peptide de connexion,

les regions transmembranaires et cytoplasmiques et la région 37 non traduite (45)

[."exon 8 code seulement la region 37 non traduite pour les genes du locus B, il code

egalement la fin de la chaine intra cytoplasmique des genes du locus A (43) (Fig.2)

Chromosome n“6 Chromosome n°15

Exon 1

Exons & - 8 &

Gene codantla
Chaine o de HLA-A

Gene codantia Chame
2 microgiobuiine

HLA-B

HLA-C

Figure 2: schéma représentatif des exons de HLA 1 (03)

*  fuxon de classe ] sont au nombre de 5, le premier exon code la séquence 57 non

traduite et le peptide signal. Les exons 2 et 3 codent respectivement les domaines o, et

u; de la chaine o, ou PI, B2 de la chaine B. L'exon 4 code les régions

transmembranaires et cytoplasmiques. (45)
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-

Le dernier exon code la région 3" non traduite. Dans les regions DRB1 et DPBI. la region

cytoplasmique est codeée par un 5 exon. (45) (Fig. 3)

]
Exon 1 Exon 1
Exon 2{%@ o Exon 2
Exon 3 Exon 3
Exon Exon 4
Exon 5§ Exon 5 -7
Chaine
Molecuie HL A codée par les géenes HLAORB
Chromosome 6 Chromosome 6

Figure 3- schéma representatif des exons de HLA 11 (03)

11-1-2 : Structure des molécules HLA:

Toutes les molecules du HLA ont en commun d'étre composées d'une poche
extramembranaire fixant les peptides, d une paire de domaine « Immunoglobuline-like ». d'un
domaine transmembranaire de fixation a la cellule puis d'une region intra cytoplasmique.
(r4n)

Les molécules HI A- T sont composes de deux chaines polypeptidiques ; une chaine lourde
o. implantee dans la membrane cellulaire, et une chaine legere, la famicroglobuline, qui est
proteine non glvcosylee, associce de fagon non covalente a la chaine lourde a (45). dont son
gene correspondant est situe sur le chromosome 15, (60)

La partie extracellulaire de la chaine u est formee de trois domaines o, oz w3, comportant

chacun 90 aa. (45)

Chaque domaine correspond a un exon distinct. Les domaines ;3 et Bamicroglobuline sont
relativement conserves et son homologues a un domaine constant d'une immunoglobuline.

(45)
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Figure 4 : Molécule HLA de classe 1. Les regions hypervariables sont indiquees sur les
domaines alet a2 L'aspect tridimensionnel de la molecule et du site de fixation peptidique est
represente a droite. (60)

En ce qui concerne les molécules HILA- 11, elles sont formees de deux chaines
¢lycoproteiques transmembranaires o et b associées de fagon non covalentes. La chaine o est
plus glycosylee que la chaine . (45)

La molecule avec 4 domaines a une structure tridimensionnelle comparable a celle de la
molécule 1 les domaines o, et B> immunoglobuliniques juxta membranaires supportent les
domaines o, et B N-terminaux qui forme le site de presentation du peptide antigénique. (45)

\'/"_W—\
1 51 )
|
_//I ~—
\| ‘/" —
Iy v B2
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TT?TT} TTYTT
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¢

Figure S : Molecule HLA de classe 11. L'aspect tridimensionnel de la molecule et du site de
fixation peptidique est represente a droite (45)
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11-1-3 Expression des molécules HLA :

L expression des molecules HLA depend de leur classe. du type cellulaire et est influencee
par des cytokines pro inflammatoires (60) Par exemple, L'interféron-y induit soit une hyper
expression membranaire des molécules HLA de classe 1 et 11, soit une expression de ces
molecules a la surface des cellules qui en sont normalement dépourvues.

Les moléciles HLA de classe | sont exprimées a la surface de pratiquement toutes les
cellules nucleces de 'organisme (les érythroevtes sont donc dépourvus) (107). Cependant des
travaux ont montré que certains types cellulaires n'exprimaient pas de molecules HLA de
classe I (hépatocytes, par exemple) ou en exprimaient un taux tres taible. (60)

Quant aux molécules de classe 11, ils ont une expression cellulaire plus restreinte. 1ls ne
sont exprimées que par un nombre réduit de types cellulaires. principalement : les
lvmphocytes B. les cellules de la lignee myéelo-monocytaire et les lymphocytes T actives. (60)

I1-1-4 Les caractéristiques du svstéeme HLA :

Dans leur ensemble, les genes HL A possedent 3 caracteristiques tmportantes .

v’ Polvmorphisme : chaque gene est multi-allélique, saut HLA-DRA.
v Codominance - chez un sujet hétérozvgote, les deux alléles sont exprimes. (Fig.6)

v’ Ltroite liaison - tous les genes situ¢s sur un meéme chromosome se transmettent en

bloc a la descendance sous forme d haplotype. (18)

>
DPL ORA

DR
¢
37 _( Y ’ O3
o _( 7
A

s

A2 A3 B7 DR 4 DO2 DI a bre

L w
b

A2 BR DRSS DG3 D2

Figure 6 : Expression co-dominante des genes HLA

I1-1-4-1 L.e polymorphisme - (60)

C'est par la comparaison des individus d'une population que peut étre délini le
polymorphisme du systeme HLA

Il existe plusieurs dizames de genes HLA de classe | Les trois principaux sont = les génes
HLA-A, -B et -C. Ces geénes sont polvmorphes (polvalleliques).

Les principales familles de genes HL A de classe 11: HLA-DR -DQ -DP. sont constituces
de plusieurs genes. On denombre des centaines de génes au niveau de la famille DR : le géne

8
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DRA invariant codant pour la chaine DRa et plusieurs aussi pour DRB dont quatre sont
fonctionnels et polymorphes (B1. B3, B4 et BS). codant pour les chaines DRJ. La molecule
membranaire mature HLA-DR est formee de I'association d'une chaine DRa et d'une chaine
DRp. Seuls les genes DRB sont responsables du polymorphisme du composant HLA-DR. En
ce qui concerne les composants HLA-DQ et HLA-DP. les genes DQA, DOQB et DPA sont
polyalleliques.

En effet, il existe une correspondance entre les exons au niveau des genes HLA et des
entites structurales et fonctionnelles appelées = domaines = au niveau des protemes. Cette
correspondance est parfaite pour les domaines extramembranaires.

Le polymorphisme au niveau des molecules HLA de classe I est porte par les domaines ol
et u2, les plus distaux par rapport a la membrane cellulaire. En effet. la chaine legere la B2-
microglobuline est monomorphique.

Quant aux molécules HLA de classe 11, Les vanations des sequences en nucleotides et en
acides amines sont encore ici, principalement localisées aux domaines extérieurs al et 1 sous
forme de régions hypervariables. Les domaines a2 et §2 sont par contre conserves.

Chromosome n°6 Chromosome n°158 Chromosome n°6 Chromosome n’6
" Degre de
Degrée de Polymorphisme

Polymorphisme

Exon 1 - Exon 1 -

+ 4+ - +

++ -

Exons 5 -8 - Exons §5-8 -
Chaine a B2 micro Chaine a

Figure 7: schema representatit des exons potteurs du polymorphisme (03)

11-1-4-2 Etude du polymorphisme (typage Hi.A):

L analyse et la denomination des antigenes HLA se pratiquent habituellement au moyen de
test appele « serologique » et par « biologie moleculaire ».

11-1-4-2-1 La technique sérologique :

Les methodes serologiques recherchent a identifier les protéines exprimees a la surface des
cellules a 'aide d"anticorps specifiques. On parle alors de typage HLA (141).

La technique de réference est la « microlymphocvtotoxicite » utilisee surtout pour le
phenotypage du HLA A (24 Specificites), HLA B (52 specificites), HLA C (18 specificites),

mais elle ne permet de discriminer que peu de specificite pour HLA 11 (18).
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Cette méthode consiste, a 'aide d anticorps anti-HLA caracterises. a rechercher la
presence de I'antigene correspondant sur les cellules que 'on veut typer. (208)

Les antisérums utilises peuvent reconnaitre soit des epitopes prives correspondant aux
segments polymorphes spécitiques d antigenes. soit des epitopes publics qui sont partages

entre differents antigenes HLA (BW4. BW6. DRS53) soit des splits serologiques. (18)

Cette technique est rapide. mais la reconnaissance ne depasse pas le niveau generique. (208)

11-1-4-2-2 Le tvpage par biclogie moléculaire :

Les progres des techniques moléculaires ont conduit a un changement fondamental dans la
méthodologie du typage des molécules HLA de Classe 11. Elles offrent plusieurs avantages
par rapport a la methode serologique. (208) elles donnent le genotypage HLA

Elle permet une détermination au niveau génerique et allelique. Plusieurs techniques
existent. toutes passent par une etape de PCR (reaction en chaine par polvmerase), qui permet
d"amplitier la région du gene que 1'on veut étudier. (208)

11-1-4-2-2-a PCR-SSO (sequence specific oligonucléotide):

Consiste a amplifier la région de 'ADN genomique qui represente un polymorphisme
d'interét. Les amorces choisis sont localisés dans des régions hautement conservees encadrant
la zone polymorphe.

11-1-4-2-2—b PCR-SSP (séquence specific primer) :

Elle designe une amplification basee sur I'utilisation d’amorces localisées dans la région
polymorphe de facon a permettre une amplitication spécitique d'un allele ou d’un groupe
drallele.

H-1-4-2-2-¢ Typage HLA par séquencage ou PCR-SBT (séquence based typing) :

I consiste a séquencer directement la région polymorphe du gene HLA obtenue par PCR
en determinant la succession des nucleotides quit le compose. (208)

H-1-4-3 Transmission génétiqgue : (18)

Les differents genes proches les uns des autres se transmettent en bloc a la descendance et
constituent un haplotype. I existe un grand nombre de genes dans le HLA et un grand
polymorphisme : le nombre d haplotypes ditférents est trés important.

Exemple : pour elucider la transmission genetique a partir des parents a leur enfants, on
donne aux deux haplotypes paternels 1'appellation a et b et ceux de la mére ¢ et d. il existe 4
possibilites d'enfants - ac; ad : bc . bd avec en plus, mais rarement, des enfants avec des
genes paternels ou maternels recombings.

Dans les fratries, on observe 4 situations :

10




Partie bibliographique Rappel sur le systeme majeur d histocompatibilite

+ HLA idemtigue - dans 25% de cas Les deux freres ou sceurs ont regus le méme
haplotype. 1ls sont donc identiques pour HLA A, B, C, DR, DQ et donc pour toute la
region du CMH humain.

+ HLA semi-identique (50% de cas) - ils ont entre eux qu'un seul haplotype identique
maternel ou paternel.

 HLA différent (25°6 de cas) - aucun haplotype n’est semblable.

Ce mode de transmission est important a connaitre dans la transplantation renale. La
meilleure solution pour un receveur est de trouver un donneur intratamilial represente par un
frere ou une sceur HLLA identique, 1l faut tenir compte de la carte genetique, pour avoir une

compatibilite maximale.

(174 ] [27a ]

Figure 8 schema representatit de la transmission génétique a partir des parents vers leurs
enfants. (03)

1I-1-5 Nomenclature du systéme HLA :

La nomenclature des genes HLA classiques est trés précise et harmonisée au niveau
international (107), Elle a été mise au point par un groupe d’experts de 'OMS (IMGT/HLA)
qui en garantit la nuse a jour et la perennite. EHe permet d'intégrer les nouveaux alléles HL A
au fur et a mesure de leur decouverte. (60) cette comite responsable de la nomenclature e été
cree en 1968 (220).

Il existe deux niveaux pour definir le typage HLA - (01)

» Typage HLA de niveau génerique qui est de basse résolution et est obtenue par methode
serologique et ausst par biologie moleculaire, il permet didentifier des ftamilles
d allotypes designées par le nom du géne et un numéro ou deux précéde ou non de la lettre
w (workshop signifiant une nomenclature provisoire). Exemple : HLA Al. HLA BW41.
HLA DRW4. HLA DP1 (101)

-Les spécificités larges sont indiqués entre parentheéses apres la division (ou splits). (07)

11




Partie bibliographique Rappel sur le systeme majeur d histocompatibilite

Exemple :
HLA A23(9)
HLA A24 (9)
HLA B51 (3)
HLA DRI11(5)
HLA DRI2(5)
-Pour le locus C, la lettre w est accolée a C pour éviter toute confusion avec les proteines du
complement. Exemple - HLA CW4 (07)
» Typage HLA de niveau allélique qui est de haute resolution, donne l'allele exact
présent sur le chromosome de la personne a typer. 1l est obtenu par technique de
biologie moléculaire. Sur le plan de la nomenclature, un allele defini au mveau

génomique est deésigné comme suit - geéne étudié et son numero swivi d’un asterisque *
puis de 4 a S chiftres
Un chitfre pour la chaine elle-méme. Par exemple pour le DR_ 1l existe plusieurs
chaines - p1. 3. p4. BS
Uin * sépare cette partie localisant le gene. de I'allele ou du variant allehque.
Les alleles sont désignes par 2 chiffres qui correspondent. en genéral. a la
specificite antigénique definie par technique serologique.
Les deux derniers chiffres correspondent aux variants alleliques de 1'allele.
Exemples :
- HLAB27 s’¢crit HLA B*2701 a 24
- HLA DR4 s’eécrit HLA DRB3*0201 . 0402 ect. .
- HLA DRS3 s’écrit HLA B4*0401 (101)

Hyphen used to separate Suffix used to denote

gene name from HLA prefix changes in expression
Separator Field Separators
HLA-A¥02:101:01:02N
- - -
HLA Prefix Gene Field 4; used to show
differences in a
Field 1; atlele group non-coding region

Fleid 2; specific HLA protein

Fleld 3. used to show a synonymous DNA
substitution within the coding region

BLE Wyemm s 10

Figure 9 : exemple d une nomenclature HL A-A; obtenue par une haute résolution.

- EnJanvier 2011, le nombre des Alleles HLA est 6 074 (D aprés hiip: hia alleles.org )

o HLA classe 1 4721,
o HLA classe IT : 1353

12
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Note - la nomenclature officiellement reconnue pour les spéciticites HLLA ainsi que celle des
differents alleles identifies est donnée en Annexe N°1.

IUIP— - . | B l E i E i E i ‘B

Figure 10 représentation graphique montrant la découverte de nouveaux alleles HLA depuis
1087 jusqu au 2013 (220).

Il -Principales fonctions du HLA :

Les molecules d histocompatibilité ont un role fondamental de presenter le peptide degrade
a partir de l'antigéne aux lymphocvtes auxiliaires et cytotoxiques. La specificite de la
reconnaissance est une réaction a trois partenaires . la molecule du HLA, le peptide
antigénique degrade et le TCR (208).

111-1 Molécules HLA-I :

Leur role est essentiel dans les reactions qui font intervenir les lymphocytes cvtotoxiques
CD8 . Les molecules HLA-1 presentent au TCR des lymphocytes T CD8 un peptide
endogene virale ou un autopeptide La plupart des peptides presentes aux lymphocytes CD8
par le HLA de classe I comportent 9 aa. (141)

Le lvm T CDS8 ninteragit avec une cellule infectee que sil reconnait par son TCR
I"antigene viral et le CMH de la cellule.

[.a molécule T CD8 se lie au CMH au niveau du domaine o3 renfor¢ant ['adhesion du
TCR a son ligand.
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I11-2 Molécules HLA- II1:

Ces molécules presentent aux lymphocytes CD4+ un peptide d’origine exogéne issu de
protéine antigénique endocytée et dégradée par les cellules presentatrices d'antigene. Les
peptides présentés par les molécules HLA de classe I sont plus longs (autour de 15 aa).

Le Ilym T auxiliaire CD4+ par son TCR reconnait I'antigene et le CMH. La molecule
CD4+ compléte la reconnaissance par une interaction avec le domaine 2 du CMH.

Elles interviennent aussi dans les interactions entre e lvm B et T auxiliaires qui conduisent a

la production d’Ac. De méme que dans les interactions entre deux lymphocytes auxihiaires
CD4+ conduisant a la production de lvmphokines (141).

[11-3 Réponse allogénigque et rejet de greffe :

[La surface d'une cellule est une mosaique de molécules HLA T et II. Au cours d'une
réponse allogénique, les lymphocytes éduques pour tolérer tes molécules HLA et tes antigenes
du soi reconnaissent comme etrangeres les molécules du HLA d autrut.

La réaction allogenique est une réaction immunitaire de rejet comportant une ¢étape de
prolitération (induite par le HLA 1) et une ¢tape de cvtotoxicite spécifique (induite par le
HLA 1) (181). (Voire chapitre 1)

VI- Les molécules HLA apparentées MIC (A, B) et Les Ag  mineurs
d’ histocompatibilité

Entre Jes genes HLA-A et HLA-B. on retrouve des genes appelés MIC (A et B) pour
Major Histocompatibility Complex class 1 chain related genes 4 et B (18).
Ces molécules « HLA-I like » possedent la structure minimale des molécules HL A de classe
I cependant. ils ne sont pas associes a la B2-microglobuline a la surtace cellulaire. et 1ls ne
fixent pas de ligands peptidiques conventionnels (141).

Ces molecules sont essentiellement exprimees par les cellules épithéliales intestinales et
thymiques, leur I'expression n'est pas induite par l'interféron. mais par le stress cellulaire.
Ce phénomene est lie a la présence dans la region promotrice des genes MIC d'éléements
regules par te choc thermique. Elles sont reconnues par certains recepteurs de cellules NK
(NKG2D) ou de lymphocytes T non conventionnels. L interaction MICA/MICB et NKGD
provoque une reponse cvtolvtique des Iymphocytes T et NK dirigée contre les cellules
exprimant les protéines MIC . (141)

14




Partie bibliographique Rappel sur le systeme majeur d histocompatibilite

La molécule MIC. en raison de son polymorphisme important, est considérée aujourd hui
comme un des systemes antigeniques mineurs les plus robustes par sa capacite a induire des
alloanticorps. Cependant, un effet pathogene des anticorps anti-MIC sur le greffon renal
demeure a ce jour, non formellement établi (126).

En effet, leur rdle a eté suggeré dans les phénomenes de rejet tardit ou chronique (37).
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Chapitre 11 : Mécanisme de la réponse allogénique : 1.e Rejet

La TR est avant tout caractérise par une réponse immunitaire contre l'organe. qui conduit au
rejet. [1 existe schematiquement trois types du rejet

I- Le rejet hyperaigu :

[e rejet hyperaigu survient dans les heures (quelque secondes a quelgue minute) qui suivent
la transplantation Il est hi¢ a 'existence d'anticorps(Ac) preformes (Ac lymphocytotoxiques de
nature 1gG de haute affinite retrouves dans ie serum du receveur, et diriges contre les antigenes
du donneur) (10).

I- 1- cible antigénique :
L alloimmunisation est le phénomeéne d apparition d”Ac dans un organisme qui a regu des

Ag dun sujet de la méme espece dont les alloAg incrimines sont:

¢ Les alloAg des groupes sanguins ABO exprimes par les cellules endotheliales du
donneur.

e LesalloAg HLA presentes sous la forme de complexe HLA/peptide.

I- 2- circonstances d’apparition des Ac préformés :

e AlloAc naturels preformes vis-a-vis des Ag des groupes sanguins ABO : sont des Ac
naturels reguliers, c’est a dire qu’ils existent de fagon constante chez tout mdividu qui ne
possede pas le(s) Ag(s) A et/ou B, en dehors de toute stimulation antigénique.

o AlloAc anti-HLA apparaissent dans trois circonstances, transfusions, grossesse ou
transplantation peuvent conduire a une immunisation dans le systeme HLA Cette
immunisation est d’autant plus forte en intensité (titre d Ac). plus polyréactive (nombre de
specificite anti HLA detectées) et plus prolongee lorsque ces circonstances sont combinees -

[-2-a Transfusion :

Haward a montrer en 1978 que I'tmmunisation anti HL A était un phenomene fréquent chez
les patients recevant des transtusions plaquettaires puisque 70% d entre eux développaient des
Acs (205).

La relation entre le nombre de transfusion et apparition des Acs est discutée .
alloommunisation resultant de transfusion ne semble pas étre en rapport avec le nombre de
transfusion pour certains, (35) Pour d’autre auteurs. la relation dose- réponse existerait en
dessous de vingt transfusions (36)

L allo immunisation primaire anti HLA appariaient apres 3a 4 semaines suivant le premier
episode transfusionnel, une apparition plus rapide serait en faveur d’un épisode anamnestique.
une sensibilisation anterieur augmente de fagon significative la fréquence de Papparition des
Acs lors des transfusions (193).
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}-2- b- Grossesse :

Une allo immunisation anti HL A est tres frequente 10% apres la premiere grosses et 30%
chez les multipares au-dela de deux grossesses et surtout aprés 'accouchement. De méme, si
seulement 10% des patientes s immunisent dans les suites d'une grossesse. ce chiffre passe a
50% en cas de transtusion (179).

1-2- ¢ Transplantation :

Aprés détransplantation d’un greffon rénal, moins de 10% des patients développent des
anticorps anti-HLA en I"absence de transtusion Si pendant cette periode, les Patients sont
transtuses, 80% d entre eux developpent alors des anticorps anti HLA a un titre éleve (180)

N.B:

Une tmmunisation forte et durable est presque toujours la consequence de 1'association de
transfusions a une grossesse ou une transplantation. Cette immunisation evolue au cours du
temps de trois manieres possibles

- Persistance des anticorps. méme en ["absence de stimulations ulterieures

- Disparition « simple » des Acs.

— Disparition par un mecanisme actif. li¢ a apparition d anticorps anti-anticorps appelés
anti-idiotypes (15).

La presence de tels Ac anti-idiotvpes est responsable d'une inhibition de Maction des Ac
anti-HL A, par exemple dans un test de cytotoxicite (131) ce qui explique leur effet bénéfique
sur la survie du greffon apres transplantation (169).

I-3- Déroulement de la réponse immunitaire :

Les Acs prétormes se fixent sur leur Ag cibles exprimé a la surface des cellules
endotheliales dont la plupart des tonctions eftectrices des allo-Acs sont médies par leur
fragment Fc (47).

Lractivation du complement et de la cytotoxicité dépendante des Acs (cytotoxicite
dependante de la presence d’Ac (antibody-dependent cell cytotoxicity) (ADCC)). sont les
principaux mecanismes capables d'infliger des dommages a Iorgane transplante -

L activation de la cascade du complément par voie classique suite a la fixation de Clq au
fragment Fc d'un Ac (les Acs capable de fixer Clq sont de classe TeM. leGl, 12G2 et 12G3).
lie a son Ag cible a la membrane cellulaire entraine la formation du complexe d attaque
membranaire (C3bo789), structure polyprotéique formant un pore a travers les membranes
plasmiques et induisant la lyse cellulaire. I sagit de cytotoxicité dépendante du complement
(compleément dependent cvtotoxicity).

En parallele d activation de systeme de complément, certains produits de clivage solubles
des proteines du complément (C3a. CSa) sont chimiotactiques et favorisent le recrutement de
cellules inflammatoires (macrophages, neutrophiles et les cellules NK). D autres facteurs de
complement (C3b) fixes sur les membranes endothéliales peuvent d’ailleurs induire I activation
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des cellules endothéliales elles ~méme (augmentation de 'expression de molecules d adhesion,

de
(C

C
R

vtokines pro inflammatoires, de chémokines) exprimant des recepteurs du complement
let CR3)(37). (Fig. 11)
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Figure 11 . Activation de systeme de complement par la voie classique (EMC 2007)

Les Acs anti HLA lies a leur Ag cible sur une membrane cellulaire peuvent se lier

simultanément par leur fragment Fc a des récepteurs du Fe (Fc vRII) exprimés a la surface de
divers celiules (Natural killer (NK) et macrophage). La molécule CD16 est un FcR exprimé par

les

cellules NK. La haison de CD16 a un fragment Fe d” Ae induit activation de la cellule NK.

la secretion de cytokines (IFN y. TNFa) et la libération du contenu de granules cytotoxiques en
contact avec la cellule cible de I'alloAc¢, induisant salyse ¢ est le phénomene d"ADCC (31)

Les macrophages expriment egalement des FcR et sont capables de sécréter des cytokines

pro inflammatoires. (Fig. 12)
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Figure 12 : Representation schematique du Phenomene ADCC : « Antibody-dependent
cellular evtotoxicity » (EMC 2007)

18




Partie bibliographique

Mecanisme de la réponse allogenique - Le rejet

Les lesions de Pendothelium par les mecanismes etfecteurs precedents entrainent des

moditications secondaires locales comprenant I'activation plaquettaires et de la coagulation

grace au facteur de Von Willebrand, la prolifération des cellules endotheliales et des cellules

musculaires lisses subintimales, et des lesions parenchymateuse du gretton liees au recrutement

is
local de cellules immunes et imflammatoires (37).

I-4 Conséquences :

Par conséquences une destruction de [I'endothelium du greffon, entrainant  une
thrombose et une nécrose hemorragique du  greffon. nécessitant la  transplantectomie
d'urgence (Fig. 13)

A Hyperacute rejection
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Figure 13 : representation schématique de la réponse allogenique lors d’un rejet hyperaigu

1-5 diagnostic:

1-5-a-Clinique:

Le rein devient mou et de couleur aubergine des le deéclampage arteriel. des taches

cyaniques apparaissent a sa surface, la detransplantation est mmmediate. Parfois aussi, en
presence d une anurie postoperatoire immeédiate (10). (Fig. 14)

Figure 14 : aspect d'un rien rejete lors d'un rejet hyperaigu (Elsevier 2005)
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1-5 —b- Histologique:

Les lésions sont principalement vasculaires avec congestion des capillaires peritubulaires
(avec rupture de certains d’entre eux). thrombose de toutes les sections vasculaires avec
nécrose fibrinoide des parois et nécrose du parenchyme associce a de larges zones de suffusion
hémorragique. De nombreux polvnucléaires sont presents dans les capillaires glomerulaires.
(214). (Fig. 15)
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Figure 15 : Coupe histologique d un rein présentant un rejet hyperaigu

1-6 Prévention et traitement :

[l n'existe pas de traitement medicamenteux, le seul traitement est chirurgicale qui consiste a
la detransplantation en urgence, Par contre on peut prevenir ["apparition de ces épisodes de
rejet hyperaigu tout on prend par considération que la grande majorité des anticorps
responsables du rejet hyper aigu sont les Ac anti HLA specifique du donneur (DSA). la
prevention repose sur

v La realisation dun cross match juste avant la transplantation, et donc
I"exclusion des donneurs qui partage des Ag HLA contre
lesquels le receveur est immunise .

Il-Le rejet aigu:

Le premier episode du rejet aigu survient souvent dans les trois premiers mois qui
suivent la transplantation . comme il peut survenir dés le quatrieme jour post opératoire.

Sur le plan physiopathologique. les rejets aigus peuvent étre divises en deux categories  le
rejet aigu cellulaire et le rejet aigu humoral. Approximativement 90 % des épisodes du rejet
aigu sont principalement medies par un meécanisme cellulaire alors qu’on estime qu’il existe
une participation de 'immunite humorale dans 20 a 30 % des cas (214).
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11-1-Cible antigénique :

Les cibles de la réaction immunologique du rejet aigu sont les alloAg de transplantation
(principalement les antigénes d'histocompatibilite : HLA) propres au donneur et portés par le
greffon.

Le rdle de molécules apparentées aux molécules du HLA. telles que MICA, a éte suggere,
ainsi que d autres systémes antigeniques encore mal deéfinis, tels que les Ag de I'endothelium,
pourraient contribuer au rejet aigu d'allogrefte (143).

11- 2- Déroulement de la réponse immunitaire :

La reponse du systeme immunitaire se produit en trois phases distinctes | la phase de
reconnaissance des allo antigénes, suivie de I'activation des lvmphocytes spécifique d’Ag.
et entin de la phase effectrice qui aboutit ineluctablement. en 1'absence d" immunosuppression,
au rejet et a la perte de fonction de 'organe gretfee.

11- 2-1- Mécanismes moléculaire et cellulaires de P’ alloreconnaissance :

Cette reconnaissance peut avoir lieu selon deux modes. non mutuellement exclusifs, directe
et mdirecte. qui se distinguent par 'origine de la CPA interagissant avec la cellule T une
troisieme voie d'alloreconnaissance dite semi-directe a récemiment €te proposée.

I1-2-1- a : alloreconnaissance directe :

Les lymphocyvtes T reconnaissent les molécules du HL A allogenique sous leur forme native
exprimees a la membrane cellulaire des CPA du donneur. Cette reconnaissance directe n oben
pas aux lois de restriction syngenique puisqu’elle n'est pas restreinte par le HLA autologue
Bien que le repertoire lvmphocytaire T soit sélectionné dans le thymus sur la base d’une
atfinité du TCR suffisante pour les complexes HLA autologue/peptide du "soi", la fréquence
des lymphocytes T capables de reconnaitre par la voie directe les molecules du HLA vis-a-\is
desquelles elles n'ont pas été "éduquees” est paradoxalement tres elevee. Il est en effet estimé
que 0.1% a 10% du repertoire T d'un individu est capable de reconnaitre des alloAg (21).
tandis que la frequence des cellules T spécitique d'un peptide antigénique conventionnel
donne. d ongine infecticuse par exemple, est de moins de | sur 100000 (98).

Ces fréquences elevées des lymphocytes T alloreactifs  explique en partie I'intensite
particuliere de la reponse allogenique directe m vitro en dehors de toute sensibilisation
prealable. De fagon similaire, elle est responsable in vitro des fortes réponses prolifératives.
observees lors de la culture de lymphocyte T en réponse de CPA allogeniques (réaction ou
culture lyvmphocytaire mixte, MLR ou MLC).

Les Iymphocytes T alloreactifs appartiennent au repertoire lvmphocytaire T normal et un
phenomene de réactivité croisee (ou de mimetisme moléculaire) permet la reconnaissance
directe : les cellules T speécifiques d'un complexe du HLA autologue "A+peptide X" sont

cgalement capable de reconnaitre un complexe HLA allogénique de type "B-+peptide Y».
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Certaines caractéristiques intrinseéques de la reconnaissance du TCR(177) sont a la base de
I"alloreconnaissance directe -

o la diversité intrinseque de la réponse du repertoire T (de l'ordre de 25.10°
specificites representees).

e La sélection du repertoire T périphérique sur la base d’une atfinite relativement
faible du TCR pour les ligands thymiques HLA autologue/ peptides de soi.
permettant une reactivite croisee en periphérie (vis-a-vis de ligands HLA autologue /
peptides exogenes)

e Enfin la relative "degenérescence "de la reconnaissance T

Deux hypotheéses distinctes mais non exclusives ont eté proposees pour expliquer la
frequence particulierement elevee des lymphocyvtes T alloréactifs (117).

La premiere hypothese postule que la reconnaissance des tymphocvtes T alloréactifs est
dependante des peptides presentes par les molecules de HLA allogenique(24).

Celle-c1 peut en theorie former des complexes avec des peptides issus du donneur (peptides
allogeéniques) ou du receveur (peptide de sot). Chaque complexe forme peut stimuler un clone
lymphocyvtaire independant. Le large panel de complexes HLA allogénique + peptide
(allogénique ou autologue) susceptibles d étre reconnus comme étrangers serait donc a
"origine de la fréquence ¢levee du répertoire alloreactits.

I existe des arguments experimentaux en faveur de cette hypotheése. parfois appele modele
de la haute frequence des determinations allogénique.

La seconde hypothese, appelee modele de la haute densite des déterminants allogeniques,
stipule a D'tnverse que ['alloreconnaissance directe est dirigée vers la molécule du HLA
allogenique. de fagon independante des peptides présentes (12). Ainsi, toutes les molécules du
HLA allogenique exprimees a la surface d'une cellule présentatrice d antigene du receveur
representeraient autant les ligands potentiels pour les Ly T alloreactits Dans ce modeéle, la
trequence des precurseurs T alloréactifs n’est pas particulierement élevée des déterminants
allogeniques presentes qui est responsable de 1'engagement dans le répertoire alloreactif d'un
grand nombre de lymphocvtes T. méme de faible affinite. Ceci s’oppose a la faible densité de
complexes HLA autologue / peptide exogene presente a la surface des CPA du receveur, qui
limite la reponse Ivimphocyvtaire T aux cellules dont le récepteur est de haute atfinite.

N.B:

L identification de clones alloreactits et I'étude cristallographique des interaction entre TCR
alloreactif et complexes HLA-peptide n'ont pas permis de favoriser définitivement 'une ou
lautre de ces hypotheses. probablement toutes deux valides suivant le degré de dependance
individuelle des TCR alloréactifs vis-a-vis des peptides presentés (175).
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11-2-1 b : alloreconnaissance indirecte :

Les LYT du receveur reconnaissent les molecules du HLA allogénique qui ont €te capturces
et dégradées par les CPA du receveur avant d'étre présentees sous forme de peptides
complexées aux molecules du HLA autologue(20).

Ce mode de reconnaissance obéit donc aux lois de restriction syngenique. La plupart des
peptides présentés par la voie indirecte aux LYT du receveur sont derives des regions
polymorphes des molecules du HLA du donneur.

Les LYT CD4+sont naturellement activés par une voie indirecte puisque les Ag exogenes
rejoignent le circuit d’apprétement /presentation antigenique des molécules HLLA de classe 11

Le phenomene de présentation croisée (cross priming) permet aux allo Ag internalises de
rejoindre la voie d’apprétement : presentation des molécules HLA de classe 1, et donc
I"activation de LYT CD8+ par la voie indirecte (183). (Fig. 16)

CAAH

attogenigues
-~ peptde X
TCR

Figure 16 : Representation schematique mécanisme d alloreconnaissance (EMC 2007)
A - directe B . indirecte

11-2-2- Localisation et cinétique de sensibilisation des LYT alloreactifs :

Le lieu des evenements de reconnaissance allogenique imitiaux (organe transplante ou
organes lymphoide secondaires). ainsi que des CPA impliques restent des questions encore
debattues. et les modeles proposes dépendent de la voie d alloreconnaissance considerée.

In vivo, les phenomenes d’alloreconnaissance directe sont miti€s par la presentation aux LY
T alloreactifs des molecules du HLA allogenique exprimees a la surface de CPA du donneur
presentes dans le greffon au moment de la transplantation. 11 s’agit essentiellement de cellules
dendritiques(CD). mais egalement de LY B et de monocytes. Ces leucocytes issus du donneur .
dits "passagers”. migrent hors de la grefte 24 a 48 heurs apres la transplantation vers les
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organes lymphoides secondaires (ganglions lymphatique et rate) (114). ou ils activent par la
voie directe les LY T alloreactifs CD4+ et CD8+ du receveur(192).

Expérimentalement. la depletion des CD issues du donneur avant la transplantation permet
d’améliorer la survie du greffon allogenique (118). et l'absence de 1'organe lymphoide
secondaire conduit a I'absence d’initiation de la réponse allogenique (112).

Les LY T alloréactifs naif CD4+ et CD8+ sont en principe actives dans les organes
lvmphoides secondaires Il est cependant possible que 1'activation de certaines cellules T allo
réactives se produise au sein méme du greffon. soit par fes CPA du donneur encore presentes
dans le gretfon, soit par les cellules endotheliales activees (101).

Quelques études ont en effet suggére que des cellules non hematopoietiques, tetle que les

cellules endotheliales du gretfon, puissent activer par la voie directe les cellules T du receveur.
tout au moins les cellules CD8+ (103).

Il est genéralement admis que la voie directe d alloreconnaissance intervient essentiellement
a la phase suivant la transplantation, et serait peu ou pas impliquee dans les phénomenes de
rejet tardif. En effet, la frequence des LY T capables d alloreactivites directe decroit au cours
du temps chez les transplantes renaux (Baker RJ. Hernandez-Fuentes MP et all 2001). Cette
diminution de frequence est liee d une part a la disparition des CPA issues du donneur mais
¢galement a 'induction de phénomene de tolérance peripherique (déletion, anergie) par les
cellules parenchymateuse du greffon(14).

Les phenomenes d’alloreconnaissance indirecte necessitent la capture et la presentation des
alloAg du grefton par les CPA du receveur. Plusieurs mécanismes de presentation peuvent en
theorie étre impliqués. La source des alloAg captures par les CPA du receveur dans les organes
lvimphoides secondaire peut étre constituée par des CPA du donneur apoptiques du fait de
[Tactivation locale de reponse directes, ou bien par des molecules solubles du HLLA allogenique
relarguees du grefton vers la circulation sanguine / lvmphatique(S5).

Les CPA du receveur qui remplacent progressivement les CPA du donneur dans le greffon
sont également susceptible de capter des alloAg au sein méme du gretfon et de migrer vers les
organes lymphoides secondaires(53), lLa nature de mecanisme intervenant de fagon
predominante in vivo reste a elucider.

En I'absence d immunosuppression. la frequence des LY T actives par la voie indirecte
d alloreconnaissance est inferieur a celle des cellules T activees par la voie directe. IL a pu étre
estime que les LY T capables d'alloreconnaissance mdirecte representaient de S a 10% du
repertoire alloreactif total (67).
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11-2-3 Phase d’activation lvmphocytaire :

11-2-3-a : Activation des LY T CD4+ :
Une activation efficace des LY T aboutissent a leur proliferation et leur différenciation en

cellules etfectrices necessite la genération de trois types de signaux lors de I'evenement de
reconnaissance antigenique.

4 Le premier signale est represente par U'interaction du TCR avec un complexe HLA/ peptide
exprimé par une CPA. Ce signale. auquel participe le corécepteur CD4. est traduit a
"interteur de la cellule grace au complexe CD3 associ¢ au TCR a la surface du LY selon les
¢tapes suivants

-1l début par "activation de récepteur T, schematiquement les PIP2 (phosphatidvlinositol
4.5- bi phosphate membranaire ) sont degrades en IP3 (I'mositol triphosphate ) et en DAG (
diacide glycerol ) : I'IP3 se fixe sur un récepteur cytosolique specifique et libere le calcium
ionise de ses réserves. 'augmentation de taux de Ca ionise combine a ['action d'une
enzvme © calmoduline active une autre enzyme © la calcinurine | la calcinurine active permet
la déphosphorylation d'un facteur nucléaire NFAT( Facteur Nucleaire des Lymphocytes T
Active) la quelle migres a I'intérieur de noyaux de LY.

-Dans le méme temps DAG actives une proteine kinase C est d’une part agit en synergie
avec IP3 et dautre part dissocie le facteur nucleaire NFkB de son inhibiteur, les deux
facteurs (NFAT et NFxB) mugrent vert le noyaux pour deprimer les genes determinant la
synthese de cytokines comme [|'interleukine (IL) 2. amorce de la prolitération
lvmphocytaire

-NFAT et NFxB induisent au meéme temps le passage de la cellule de la phase GO (I"¢tat
quiescente) a la phase G1 (debut de la preparation a la mitose et a la proliteration) (10).

N.B . en effet on sait que activation lymphocytaire n'est possible qu'en presence d'un

Zeme signale.

4+ Le second signale, dit de costimulation, est constitue par des interactions entre molécules
accessoires exprimees de la part et d’autre de Uinterface LY T /CPA. Trois groupe de
molecules sont impliquees dans le second signale : les molecules d’adhesion. des molécules
dites accessoires et les molécules de costimulation(174).

Les integrines a la surface de la cellule T, et en particulier hmphocyte function
associated antigen (LEA) 1 qui se lie a /inercellular adhesion molecule (1CANM) 1 ou 2 sur
la CPA. sont responsables d'une adhesion optimale entre deux cellules, permettant a la
synapse immunologique de s’établir. Les molécules accessoires ont pour role de stabiliser
cette interaction, et comprennent notamment CD2 surle LY T et LAF-3 sur la CPA.

Les molécules de costimulation sont des protéines membranaire exprimes par le LY T qui
appartiennent a la supertamille CD28 ou a la superfamille du TNF et des récepteurs du TNF
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(telle que CD40 L), elles ont un role de coopération avec les signaux mtracellulaire issus de
TCR.

En présence de signale | {TCR) et du signale 2(costimulation positive), les cellules T est
activées permettent outre la synthese des [L. comme 112, 1L4, [L.S, et Lo, L expression des
genes codant pour la chaine a (ou CD25) du recepteurs de L2, ¢’est elle qu’il lui conter une
haute atfinite pour L2,

+ Le troisiéme signale - La stimulation de ce récepteurs par IL2 initi¢ la prolifération et

presente le troisiéme signale. cette stimulation est autocrine. et paracrine lorsque 1'1L2 agit
surun LY T situe¢ a proximite.

La fixation de I'IL2 sur son récepteur entratne une nouvelle cascade de phosphorisation qui
aboutis a une activation d’une Kinase denommeé mTOR (molecular-target-of-rapamycin) |
"activation de mTOR permet la traduction des ARNm codants pour les protéines de
progression de cycle cellulaire et autorise ainsi le passage de la cellule de la phase G1 a la
phase S celle de la rephication de 'ADN puis son entre en mitose . celle-ci necessite une
duphcation de I'ADN et une synthese d’acide nucleique a partir de bases puriques ou
pyrimidiques (80) (Fig. 17)
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Figure 17 : Representation schematique de 'activation lvmphocytaire T (EMC 2007)
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L activation de LY T CD4+ aboutit a sa prolifération clonale et sa differenciation en
cellule etfectrices de tvpe auxiliaires productrices de ¢cytokines, Certains LY T CD4+ sont
toutetors doues de cytotoxicite

De fagon simplifiee on distingue deux profils de production cytokinique par les
lvmphocytes auxiliaires :

» Le profil Thl (1L2, INFy, mais aussi TNFu) qui favorise la reponse a mediation
cellulaire et on parle donc de rejet aigu cellulaire

» Le profil Th2 (1L4, 1L13, ILS, 1L6 et IL10) qui favorise les réponses de tvpe
humoral et on parle donc de rejet aigu humoral (18).

11-2-3-b : Activation des LY CD8+ :

Cette activation necessite comme premier signale la reconnaissance de peptides 1ssus de la
molecule HLLA de classe 1 du donneur presentes par des cellules dendritiques. Cette
presentation peut étre assuree de fagon directe par des cellules dendritiques interstitielles du
greffon et dans un deuxieme temps par les cellules dendritiques du receveur via un mecanisme
de cross presentation. Cette presentation croisce prend place apres phagocytose de cellules
parenchymateuses du gretfon et genération d'un signal antigenique constitue par des peptides
allogeniques de classe I fixes sur des molecules de classe 1 autologue. La différenciation des
clones CD8+ est dependante d'un deuxieme signal repreésente par la fixation de 1'lL2 sur son
recepteur specifique. L'1L2 est fournie principalement par les LY CD«= alloréactifs(73).

[ activation de LY T CD8+ aboutit a sa proliferation clonale et sa diftérenciation en cellule
effectrices cytotoxiques tandis que les LY T CD8+ sont egalement capables de produire des
cvtokines, notamment de 'IFNy.

I1-2-3-c : Activation des LY B :

En I"absence de sensibilisation allogénique antérieur (grossesse. transfusion. transplantation)
les réponses lymphocyvtaire B primaire diriger contre des alloAg HLA survient dans les
organes lymphoides secondaires ou resident les LY B naifs au sien de follicules lymphoides
primaires.

Elles sont initiees par la liaison du recepteur du LY B (BCR, qui est une 1g M membranaire)
aux molécules HLA allogeniques. Celles-¢i sont exprimees a la surtace des CPA du donneur,
mais peuvent également étre libérer sous forme de molécules solubles ou de vesicules
membranaire (exosomes). Le BCR reconnait en etfet les Ag HLA sous leur torme native, non
appretee par des CPA - Cette reconnaissance a lieu dans les organes lymphoides secondaires a la
phase d activation initiale de la reponse allogénique, mais egalement dans I'organe transplante.
une tois la réponse initiee. Elle induit ['activation des LY B naifs, leur migration vers la zone T-
B du ganglion et leur prolifération, qui aboutit a la formation d’un follicule lvmphoide
secondaire contenant un centre germinatif (CG).
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Ce CG est constitué des cellules B en prolifération active et de LY T auxiliaires. Les cellules
B activees peuvent suivre alors deux voies de differentiation, ['une au sein du CG, [autre en
dehors de CG (130

En dehors de CG. certaines cellules B se différentient en plasmocvtes a demi-vie breve.
responsable de la premiere vague de production d”Ac, en genéral de classe [g M.

A Tintérieur du CG, les cellules B qui proliterent subissent d'une part la commutation
isotypique 1gG, et d autre part des mutations somatiques du site de reconnaissance antigenique.
Au sein du CG, certains de ces LY B se différencient alors en plasmocytes secrétant des Ac
matures d’isotype 1gG et de haute affinite. La durée de vie de ces phinmcvies peut €tre breve
dans les organes lymphotdes secondaire (ganglions et rate) (185). ou prolongée dans la moelle
osseuse (132).

Au cours de la réponse primaire, certaines cellules B se differencient en cellules memoires
capables de réponse prolifératives et sécrétrice d”Ac tres rapide en cas d’exposition secondaire
al’Ag.

11-2-4 Migration des cellules effectrices vers le greffon :

Lactivation des LY T a egalement pour conséquence des modifications de phenotype
membranaire de ces cellules avec perte de Uexpression de certaines proteines responsable de la
circulation des cellules naives dans les organes lymphoides secondaire (CD62 L. CCR7) et
acquisition d’autre récepteurs membranaires( tel que CXCR4 et de nombreux autre recepteurs
de chimokines) leur permettant de rejoindre la circulation sanguine et pénétrer dans les
tissus(147).

Le passage des LYT depuis la circulation sanguine vers le parenchyme de I"allogreffe fait
intervenir une série dinteractions complexes impliquant d’abord des molecules d’adhesion
exprimées par les cellules endothéliales activees, les sélectines ( E-selectine ) (101).

L établissement de haison entre les sélectines endothéliale et leurs ligands lymphocytaires
(L-sélectine ou CD 62 L) entraine le ralentissement du lvmphocyte et le phénomene de rofling
le long de I'endothélium. (Fig. 18)
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Figure 18 : Représentation schématique des étapes de la transmigration lvmphocytaire
(EMC 2007).
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Au cours dune seconde phase, le lvmphocyte ralenti est expose aux signaux de
I'environnement local (chimokines, cvtokines et mediateurs pro inflammatoires, produits entre
autre par l'endothélium active) et expression lymphocytaire de plusieurs integrines est
augmenteée. notamment celle de 'inteégrine u4p1 ou very late activation antigen {VLA) 4, dont
le ligand a la surface des cellules endotheliales est la vascular cell adheston molecule
(VCAM) 1.

Au cours d’une troisieme phase, il v a activation de la molécule d"adhesion lvmphocyte LFA
. qui se lie a ICAM -1 et ICAM-2 exprimees sur 'endothelium. Le renforcement des
interactions de ces trois signaux aboutit a 'arrét du lvmphocyte qui est littéralement attache a la

surface de "endothelium.

Dans une quatrieme phase finale, il ya migration transendothéhiale du lvmphocyte qui est
dependante de signaux induits par les ligands de CD31 et des junctional adhesion molécules
(JAM)

N.B:

Les lesions diischemie du greffon secondaire au traumatisme chirurgical de la
transplantation induisent la production de cvtokines qui activent [expression dans
I"endothelium vasculaire des selectines (induites par 'lL-1 notamment). de VCAM-1 et
ICAM-1, Elles initient done le recrutement des lymphocyvtes et autres cellules

inflammatoires au sien du grefton.

11-3 Mécanismes effecteurs du rejet de greffe :

11-3-1 Role des effecteurs cellulaires :

La différenciation des LY TCD8+ en eftecteurs cytotoxiques necessite 1'aide de la cellule
CD4+ auxihiaire Thl activées par la méme (52) Paradoxalement, les LY TCD4+ de la voie
indirecte sont capable d exercer leurs fonctions auxiliaires vis-a-vis de cellules CD8+ activees

par la voie directe,

11-3-1-a : La reconnaissance directe a la phase effectrice :

Les cellules CD4 + et CD8+ actives par la voie de reconnaissance directe peuvent aisement
exercer feurs tonctions etfectrices au sein méme du greffon ou sont exprimees les alloAg vis-a-
vis desquelles elles ont éte sensibilisées Les cellules cibles de ces LY T alloréactifs sont en
premier lieu les cellules endotheliales du donneur. L endothelium active exprimant les
molécules du HLA de classe | constituent la cible des LY T CDS8+ ettecteurs cytotoxiques.

Lerole des LY CD4+ dans 1"agression de I'endothelium vasculaire est moins clair(104).

Les lesions de ['endothélium lors de rejet aigu comprennent une endothélite et de
Iintflammation, et il est tentant de spéculer que des phenomenes de reconnaissance directe de
"endothéelium participent a certaines formes de rejet aigu associ¢ a des signes évident de
vascularopathie. (61). Les cellules parenchymateuses du grefton peuvent ecalement étre la
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cible des LYT CD4+ et T CDS8+ directement alloreactifs, apres leur migration
transendothéliale Ainsi. les cellules tubulaires rénales peuvent constituer la cible principale de
la reponse allo reactive effectrice avec introduction de lésions de tubulite caractéristique.

11-3-1-b : La reconnaissance indirecte a {a phase effectrice :

Le role pathogenique des LY T CD4 actives par la voie indirecte dans les phenomenes de
rejet a clairement ete etabli(43), leur fréquence elevee serait associee au rejet aigu(86), alors
que des fréquences plus faibles seraient plus impliquées dans des phénomenes chroniques avec
induction de lésions de fibrose et de vasculopathie (162).

Le role pathogene de LY CD8+ actives par la voie indirecte suggere par certains modeles
experimentaux dallogrette de peau (82) En revanche. dans un modele de greffe d organe
vascularise, ou U'endothélium constitue la premiere cible de la reponse eftectrice alloreactives,
les LY T CD8 capables d alloreactivités indirecte ne semblent pas participer aux phénomenes
de rejet du greffon (206).

Plusieurs mecanismes peuvent étre proposes pour expliquer le role pathogene de cellule T
specifiques de complexe HLA du receveur / allopeptide a priori non exprimes dans
I"allogrefte -

Des cellules hématopotetique du receveur peuvent coloniser le reseau vasculaire du greffon
et se ditferencier en cellules endotheliales (78) potentiellement capables d endocytee et de
presenter des alloAg dans le contexte du CMH du receveur(97). Ce type de présentation
indirecte peut également se produire a la jonction entre le réseau vasculaire tssu du donneur et
celut du receveur (82).

Une autre possibilite est le recrutement au sein du greffon de CPA du receveur capables
d’endocytee et de presenter des alloAg a des LY CD4+ et CD8+ egalement recrutee
localement. Ces cellules T activées par la voie indirecte pourrait alors induire des lesions
inflammatoires non specifiques selon divers mecanismes (hvpersensibilite retardée. cytotoxicite
bystander, mediateurs pro inflammatoires tels que U'INFy..).

4 cvtotoxicité des LY CD8+ :

Les fonctions cytotoxiques des cellules T CD8+ effectrices sont activeées dans
I"allogreffe par I'interaction du TCR avec les complexes HL A / peptide specifigue exprimes
par la cellule cible. de fagon peu dépendante de signaux de costimulation (172).

Les granules de cytotoxicite preformés fusionnent alors avec la membrane plasmique de
la cellule T et leur contenu est libere dans la synapse immunologique. Les granules
cyvtotoxiques contiennent de la perforine et des granzymes ainsi que des protéines comme la
serglycine, la calréticuline. la granulvsine et Fas hgand (FasL).

En presence de calcium, les molecules perforine se mulimérisent et forment un complexe
qui s'insere dans la membrane de la cellule cible, permettant le passage facilité du contenu
des granules. notamment du granzvme B. dans le cvtoplasme de la cellule cible. Le
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granzyme B induit alors "apoptose cellulaire par clivage direct ou indirect de la procaspase -
3. Tactivation de la caspase 3 aboutit a la fragmentation de ' ADN cellulaire et a la mort

cellulaire.

Les cellules CD8+ cytotoxiques peuvent aussi induire la mort cellulaire par une voie
dépendante de Fas = la molecule FasL peut étre liberée dans la synapse immunologique a
partir des granules cytotoxiques ou peut €tre exprimes a la surface de la cellule etfectrice ; la
liaison de FasL a la molécule Fas exprimes par la cellule cible indutt 'apoptose par les
mémes mecanismes effecteurs caspase-dependants que le granzyme B.

La conversion des fonctions cytotoxiques in vitro de Ly T alloréactifs issu de patients
deficients pour Fas suggere toutetois que [activation cytolvtique de ces Ly est
essentiellement dependante de 'exocytose des granules cytotoxiques, et donc de la perforine
et du granzyme B(217).

De plus. I'analyse de 'expression de Fas et FasL au sein méme du gretfon n'indique pas
de role significatif de la voie Fas/FasL au cours du rejet aigu(164).Au cour du rejet
d allogrette, la voie du granzyme B semble donc prédominante. (Fig.19)
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Figure 19 : Cytotoxicité des Ivmphocvtes T et voies d’apoptose (EMC 2007)

4+ Hypersensibilité retardée :

L.es LY CD4+ de phénotype Thi sount les principaux elements responsables des réactions
d hypersensibilité retardee au cours du rejet de greffe Aprés reconnaissance a !interieur de
grefton des molecules du HLA de classe 11 allogénique. ces cellules T sécrétent des
cytokines pro-inflammatoires telles que 'INFy et le TNFa, qui activent les monocyvtes et les
macrophages recrutes localement. Cette activation permet d amplifier la sécrétion locale de
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cytokines, de chemokines et le recrutement de cellules mononuclées. et aboutit a la
production d’enzyme proteolytiques, d’oxvde nitrique et d autres facteurs solubles qui
entretiennent le processus inflammatoire. De nombreux mediateurs de ['inflammation
produit localement ont un retentissement direct sur les fonctions de I'organe grette.

Les LY T CD4+ de phenotype Th2 peuvent egalement participer a la reaction
d"hypersensibilite retardee. par la secretion de cytokines comme I'lL4, 15 et IL13 capables
de recruter et dactiver les polvnucléaires eosinophiles au site de la reaction. Ceux ci
peuvent alors libérer de nombreuses substances pro-inflammatoires(172).

4 phénoméne de tolérance :

Les LY CD4+ alloréactifs sensibilisés par la voie  indiwecte se  differencient
préferentiellement en cellules auxiliaires de type Thi, Les conditions d activation des LY
alloréactifs CD4+ par la vole de reconnaissance indirecte (en terme de costimulation)
peuvent toutefois influencer leur différenciation et les orienter vers un phenotype reégulateur
avec production de cvtokines anti inflammatoires (IL10et TGEP © transforming growth
tactor), le role de telle cellule regulatrices CD4+ induites par la voie indirecte semble
essentiel au maintien de la tolerance d allogrefte (90).

I1-3-2 Role des effecteurs humoral :

Le developpement d une reponse humorale avec production d”AC de type 1gG nécessite une
coopération entre LY B et LY T auxiliaires(23).

Cette cooperation fait intervenir la production de cytokines de type Thl et Th2 parles LY T,
et des interactions cellulaires non specifique d’Ag par [intermediaire de molecules de
costimulation (du type CD28/ CDR0-CD86, CD40 /CD40 1. etc.), et specifiques d” Ag du type
TCR/ complexe HLA- allopeptide. En effet. les lymphocytes B apres leur activation initiale par
leur BCR internalisent I"Ag reconnu. en 'occurrence des moiecules du HLLA du donneur, et les
presentent aux cellules TCD4+ auxiliaires sous tforme de peptides complexée aux molecules du
HLA de classe Il du receveur. Les cellules impliquées dans la cooperation T-B sont donc des
LY CD4+ capable de reconnaissance indirecte(62)

Le developpement d’une reponse lvmphocytaire B aboutit a la production de plasmocytes a
duree de vie longue qui migrent vers la moelle osseuse ou ils secretent continuellement des Ac
et ce de fagon indépendante des LY T auxiliaires(182). Le maintien d une production constante
d’alloanticorps specifiques du grefton (donor specific antibody (DSA) peut étre la consequence
a la fois de la duree de vie prolongee de ces plasmocytes mais aussi de la ditférentiation
permanente de nouveaux lvmphocytes B memoires (200). (Fig.20)

32




Partie bibliographique Mécanisme de la reponse allogenique : Le rejet
. o
Zone sombre

- » . ,.v...,_.._.r_...._.,__.’ A =L R -
Centroblastes ) \
- R : kY v e
- Apoplose
4 / (’rﬂgi
: / ",
S [ i
o Ty . ; o
= S 1
o L4
» g
. .
~t
v i3 <
» <
W
ocyies 4
[ 1ans a
Ay ¢ e’ S T SR LE
T AT

Zone Ciave

Figure 20 : Représentation schematique de fa réponse humorale et centre germinatit
(EMC 2007).

Les Ac ainsi formes exercent les mémes ftonctions effectrices de rejet hyperaigu
(Cytotoxicite dependante de complement et I'ADCC) (Voir le titre © 1 -3)

11-4 Les Conséquences :

11-4-a : Les effecteurs cellulaires sont responsables d’ :

“Une infiltration cellulaire qui peut étre diffuse ou locale, la densite cellulaire etant
irréguliére. avec des renforcements autour des structures vasculaires et méme une intrusion
dans les éléments tubulaires (¢’est la lésion dite de « tubulite »). les capillaires peritubulaires et

les parois vasculaires.

*Une nécrose tubulaire est fréquemment associce, plus ou moins ¢tendue. Elle peut étre la
conséquence tardive des Iésions ischémiques en rapport avec la conservation du grefton,

*Une atteinte des glomérules qui peuvent avoir un aspect ischemique avec des parois
plissées. peu de lumieres visibles, des chambres urinaires elargies. Parfois, les cellules
¢pitheliales et endothéliales sont turgescentes et des cellules circulantes de tvpe monocytaires
sont visibles dans les lumieres. Une thrombose intracapillaire est le témoin d’un rejet severe.
(10).

* Enfin. en ce qui concerne les Iésions vasculaires. les capillaires peritubulaires peuvent étre
congestifs et la rupture de certains d entre eux responsable d’une suffusion hémorragique.

Dans les arterioles et les arteres interlobulaires, les cellules endotheliales sont turgescentes et
bombent dans la lumiere vasculaire. A un stade plus avance, les cellules endotheliales peuvent
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proliterer (endarterite proliterative), et la lumiere se thrombose avec désorganisation des

cellules du media (10) (Figure 21)

11-4-b : Les effecteurs humoral sont responsables d” :

*Une nécrose tubulaire aigué. une atteinte vasculaire partols severe peut etre
responsable d’un authentique tableau de microangiopathie thrombotique. des suftusions

hémorragiques et une fixation peéritubulaire de C4d. (10) (Fig 21)

2 Acute rejection
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Figure 21 : Representation schématique du rein presentant un rejet aigu

11-5 Le diagnostic

1I-5-a : Clinique :

Le diagnostic du rejet aigu est celui d'une insuffisance renale aigué survenant chez un

patient transplanteé ayant ou non repris une diurese et/ou une fonction renale.

Le diagnostic positif repose d une part sur des criteres negatifs, ¢ est-a~-dire I"élimination
de toutes les autres causes d insuffisance renale aigué (obstructives. infectieuses. toxiques.
etc.). et d autre part sur des criteres positifs dont aucun n’est absolument specifique Cest a
dire la difticulte de porter ce diagnostic, et ce d autant qu'un traitement potentiellement

dangereux en est la conséquence logique (10).

11-5-b : Déséquilibres associés :

On n"observe quasiment plus les signes classiques de la crise du transplant qui comportaient
clintquement un greffon gros et sensible, une fosse iliaque empatée. une pression arterielle
elevee, une diurese diminuee. un etat subfebrile, et dans les urines, une proteinurie. une

natriurese effondrée et une créatininurie elevee(10)
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11-5-¢ : Histologique :

Les lésions histologiques observees sont ['cedeme interstitiel. ['infiltration cellulaire de
["interstitium, la nécrose tubulaire, les lesions  glomerulaires et vasculaires. En microscopie
optique, le tissu de soutien est infiltre par un cedeme qui dissocie les eléments du parenchyme.

On note souvent la positivite du fragment du complement, le C4d. sur les capillaires
peritubulaires et la presence dans le sang peripherique de DSA (10). (Fig. 22)

4+ En plus de ces criteres de diagnostic, on note egalement la présence de certains marqueurs

associes a ce tvpe de rejet dont: (Fig. 23)

~ 1l semble que les cellules CD8 cytotoxique soient predominantes par rapport aux
cellules CD4 auxiliaire dont cellules activees expriment des Ag de classe 11 et des
récepteurs pour 'IL 2 ¢ [Tutihisation de ces marqueurs a un interét physiopathogenique
mais peu d applications cliniques a ["heure actuelle(136).

» Une expression intense des Ag de classe 1l par les cellules tubulaires est un argument
indirect en faveur d'un rejet aigu cellulaire(10)
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Figure 22 : Aspect histologique tyvpique d un rejet atgu cellulatre,
A. Infiltrat ccllulaire mononuclee et fibro-ccdeme.
B. Tubulite.
C. Artenite mtimale. (EMC 2007)

Figure 23 : (EMC 2007)

A. Aspect listologique typique d un rejet aigu humoral.

B. Fibro-cedeme ct dilatation des capillaires peritubulaires remplis de eellules inflammatoires.

(¥
D



Partie bibliographique Mecanisme de la reponse allogenique : Le rejet
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Figure 24 : Dcs coupes histologiques comparatives d un rejet aigu cellulaire ot humoral
(EMC 2007)

N.B
Les criteres diagnostiques histologiques de rejet aigu actuellement admis sont decrits
dans la classification de Banff(10). (Annexe 2) (Fig. 24)

11-6 Prévention et traitement :

La prévention de rejet aigu repose essentiellement sur la surveillance immunologique des
malades greffés en vu d’instaurer une strategie therapeutique adequate pour chaque malade
dont les principaux piliers de cette strategie sont .

v' Les immunosuppresseurs

v Les corticoides

v" La plasmaphérése

(Voire chapitre IV - La prise en charge therapeutique des malades greftes)
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111- Le rejet chronique et la néphropathie chronique du transplant :

Pendant tres fongtemps cependant, la terminologie de rejet chronique a ete synonvme de
perte progressive de la fonction du greffon sans que la cause de cette perte soit evidente.

I faudra attendre le debut des années 1990 pour que le rejet chronique commence a €tre
elucide. Une premiere phase consista a ne plus utiliser ce terme et a le remplacer par le terme
de néphropathie chronique d’allogrette (NCA) (180), terme qui soulignait le fait que la perte
progressive de fonction du greffon n’était pas due uniquement a des lésions immunologiques de
rejet chronique mais ¢galement a des leésions non immunologiques de néphrotoxicite des
immunosuppresseurs ou de recidive de la nephropathie initiale.

Quelle que soit la cause de cette NCA_ 1l existe dans tous les cas des lésions non specitiques
de fibrose interstitielle et d atrophie tubulaire. A ces lésions non spécitiques. peuvent s associer
des lesions évocatrices d’une cause comme des [ésions de rejet proprement dit, plutot cellulaire
ou plutot humoral. des lésions de nephrotoxicité des immunosuppresseurs .. (187).

terminologie s’est donc encore modifiee et le terme de néphropathie chronique

[ o
d allogreffe a disparu au profit d'une terminologie purement histologique, la fibrose
interstitielle avec atrophie tubulaire (FIAT) et le terme de rejet a ete reserve aux seules lesions

d’origine immunologique (10).

11I-1 Déroulement de la réponse immunitaire :

Les mecanismes moléculaires de ce rejet chronique, qui himite la duree de vie des organes
transplantes, sont mal connus. 1l s'agit probablement d'une reponse immunitaire chronique, a
bas bruit, initice par une presentation indirecte des alloAg, et dirigee contre les structures
vasculaires. et particulierement endothéhales, du gretfon Les processus de reparation des
dommages liés a cette agression font appel a la svnthese de facteurs de croissance, comme le
TGF, qui induisent la fibrose et le rétrécissement progressif de la paroi des vaisseaux (204).

Une frequence accrue de cellules T capables dalloreactivites indirecte a pu toutefors étre
mise en evidence chez des patients atteints de rejet chronique d allogrette(209) et dans
plusieurs modeles experimentaux de rejet chronique(170) |, suggerent un role majeur de la voie
d"allo reconnaissance indirecte dans les phénomenes de rejet chronique.

I11-2 Role des Ac dans le rejet chronique :

Des donnees recentes suggerent que certains rejets chroniques sont dus a des alloAc
Toutefois, les causes et les manitestations du rejet chronique qui se caracterisent
histologiquement par une glomerulopathie et une arteriosclerose (NCA) sont multiples, et les
circonstances au cours desquelles les alloAc ont un role prépondérant restant encore a
determiner. Les patients developpant des Ac anti HLA post transplantation ont un risque plus

¢leve de glomérulopathie et de perte de greffon(139),
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Les cas de glomérulopathie sont plus fréquemment associes a des depots de C4d dans les
capillaires peritubulaires et a la presence d”Ac anti HLA spécifique du gretfon(81).

Le role d Ac non HLA a egalement été propose, en particulier des Ac anti endothelium. Une
etude a egalement observé la presence ddc antivimentine (un constituant du cartilage) chez une
proportion importante de patients transplantés rénaux avec NCA (39). (Fig. 25)
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Figure 25 - Représentation schématique d'un rein lors de rejet chronique.

111-3 Conséquences :

Le rejet chronique se caractérise par le remplacement des structures normales du greffon par
du tissu conjonctif. On avance principalement deux explications:

« Les macrophages actives libérent des facteurs de croissance qui vont stimuler les
cellules mésenchymateuses et ainsi declencher un processus de fibrose.
« 11 fait suite a une ischémie prolongée provoquee par des lesions vasculaires

On peut également retrouver des thromboses vasculaires induites par la proliteration de
cellules musculaires. Ce processus est egalement appele arteriosclerose accelerce
ou artériolosclérose du greffon (10). (Fig. 206)

e
o




Partie bibliographique Mecanisme de la reponse allogenique - Le rejet

Facteurs Facteurs
immunoclogiques non immunologiques

. Lesons du conneur
.

_ Ischemee-'¢sions de conservation
-

Rejets .- Infections (pyelonephrites)

«  Obstrucuon

Nepnrotexicite (CyA. tacrohmus?
~ - Désordres metabotiques
{chabete. dysipidemie)

THTA

-
~ Recdive de la nephropathe

4 ' l_‘

Ageds CMV Glmerulonephnte de novo A
donneur

Figure 26 : Nephropathie chronique du transplant,
A. Facteurs impligues dans la néphropathie chronique du transplant.
B. Aspect histologique tvpique de néphropathie chronique du transplant avec
fibrose interstitielle et atrophie tubulaire. (EMC 2007)

111-4 Diagnostic :

Sur le plan diagnostique tout d'abord, il est fondamental de deéfinir si les lIésions

responsables de la perte du greffon sont initiees par des facteurs immunologiques ou non
immunologiques, car dans un cas il convient de renforcer I'immunosuppression ou de la
modifier et dans "autre, bien souvent, au contraire de la diminuer.

1H-4-a : Clinique :

Sur le plan clinique le rejet chronique se traduit par une perte lente, mais progressive de la
fonction du greffon. on peut noter une diureése diminuee, I'apparition d cedemes en particulie
dans les jambes et une douleur au niveau du gretfon(10).

1H1-4-b : Histologique :

Les lesions histologiques evoquant un rejet chronique stricto sensu sont essentiellement la
glomérulopathie d allogrefte et la présence de lesions artérielles fibroprolifératives. auxquelles
peut s ajouter la presence de C4d le long des capillaires péritubulaires (49).

Aunsl, [atteinte vasculaire est quasi constante marquée par une  endartérite  oblitérante

qui s’associe tres souvent a des lesions de fibrose, d atrophie tubulaire et glomerulaire(203)
(Fig. 27)
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Figure 27 : Aspect histologique typique d un rejet chronique.
A. Glomérulopathie d allogrefte (trichrome de Masson).

B. Glomerulopathie d allogrefte (coloration argentique) : noter |"aspect en doubles contours.
C. Endartérite fibroprohferative (EMC 2007)

111-5- Prévention et traitement :

Le traitement du rejet chronique reste donc mal défint et est un domaine d’investigation
important. Il pourrait reposer, dans I'avenir, sur des approches tres différentes de celles utilisées
actuellement. en utilisant des molecules anti-fibrosantes ou bloquant la proliferation vasculaire.

Enfin, le meilleur contrdle de la réponse lvmphocytaire B pourrait aussi limiter le
developpement du rejet chronique, souvent medies par des anticorps (180).
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Chapitre Il : Prise en charge immunologique des malades en pré et en post greffe rénale :

La crainte majeure devant la réussite d’une transplantation renale est la survenue d une
réponse immunitaire dirigée contre le greffon. De ce fait, le patient est soumis a des
prélevements de sang de fagon systematique afin de rechercher la presence d’un risque de rejet
sur le transplant, a partir desquels se constitue la serotheque qui serve de base a la realisation des
differents examens immunologiques.

I Evaluation et préparation du receveur :

Cette étape est fondamentale pour la realisation d une transplantation, et necessite d

= Informer les patients :

Les receveurs doivent étre informes sur les avantages que peuvent les apporter la
transplantation renale (qualite de vie. liberté d action, possibilité de grossesse...) et les risques
encourus (mortalité, echec, infection severe. eftets secondaires des immunosuppresseurs ... ).(96)

& Inscrive les malades :

L inscription sur le registre des malades candidats a la greffe necessite le diagnostic precis de
la maladie ainsi que I'¢évaluation de ces risques de recidive (97).Ce registre servira a porter toutes
les etapes realisees et les resultats obtenus au cours de son suivi avant la realisation de la grette
amnsi qu’apres.

Les parametres de suivi du couple sont fondes essentiellement sur ['établissement d’un bilan
biologique (Groupage ABO., Serologie virale) et d un bilan immunologique qui consiste a étudier
la compatibilite¢ HL A entre le D/R et la recherche et I'identification des Acs anti HL A(98).

Il L’étude de la compatibilité HLA :

I11-1 Le typage HLA :

Pour typer les molecules HLA de classe I et 11 on doit déterminer soit les Ag a la surface des
cellules lymphocvtaires par methodes serologiques ou par 'identification des genes codant pour
des molecules HLA par biologie moleculaire (BM). (99) (Fig 28)
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| Caractérisation des A//é/es F/t.4

E

Figure 28 : schema representatit du tyvpage HLA par BM et par methode serologique(99).

I-1-1 le typage HLLA par sérologie :
La microlymphocvtotoxicite Complement dependante (LCT) est considérée depuis 1964
comme la techmque de reterence (Terasaki et Mac Clelland )

Principe :

La LCT consiste a incuber les lymphocytes a tvper en présence des Ac monoclonaux anti-
HLA de classe | ou de classe 1l de speciticite connue dans des micropuits separes, auxquels est
ajoute  du complément héterologue de lapin, afin de lvser les cellules portant 'Ag
correspondant au sérum utilise (100)

La lyse cellulaire est appreciee par differentes méthodes distinguant les cellules mortes des
cellules vivantes par un colorant vital ou fluorescent.(101) (Fig 29)

Le tvpage est effectue sur des Ly totaux (T+B) pour les Ag de classe [, et sur des
mononuclees debarrassees des Ly T (102) ou enrichies en Ly B pour le typage de HLA classe
1, ces Ly sont sépares prealablement soit par centrifugation en gradient de densité ou par billes
immunomagnétiques (103)
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Figure 29 : representation schematique du typage HLA par LCT (104)
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Avantages
v Technique simple et rapide (105)

v Utilise surtout pour le phenotype HLA de classe L.(106)

generique (107)

s

v’ permet une resolution de niveau

Inconvénients :

v Discrimination limitée © reconnaissance de determinants antigeniques comnuns a
plusieurs molécules HLA tres proches.
v' Difficultés d assignation surtout pour la classe 11 (DP). 108)

v Réactions croisées - deux molécules HLA codees pas des alleles tres différents peuvent
€tre reconnues par un méme Ac. (99)

v' Manque d”Ac monospecitiques.

v La non expression de certaines Ag HLA sur les Ly.(105)

11-1-2 le Typage HL.A par biologie moléculaire
Les techniques de biologie moléculaire permettent d atteindre un niveau de résolution

générique stmilaire aux methodes « serologiques » mais aussi d obtenir un niveau de resolution
de typage allelique « haute resolution ».(109) Plusieurs techniques existent, toutes ont en
commun une étape d amplitication enzymatique - PCR (Polymerase Chain Reaction), qui permet
d’amplifier les genes qui codent pour les molecules HLA que 'on veut geénotyper.(101)

Principe :

La PCR est une réaction de polymérisation consistant en une amplification specitique d'une
partie de la matrice d"ADN bornée par deux amorces complementaires des extremites 37 de la
sequence nucleotidique par la DNA-polymerase, elle permet d'obtenir d'importantes quantites
d'une sequence d'ADN specifique.(110) (Fig 30)

Avant de passer a 'amplification de 'ADN. on a recours a difterentes methodes d extraction,
de dosage et de contrdle de qualite d"ADN :

L extraction est effectu¢e par plusieurs techniques -

o [extraction an phénol chioroforme qui est basee sur la solubilite diftéerentielle des
acides nucleiques (AN) dans deux phases non miscibles.
o /e saling out qui utilise des solutions salines a forte concentration.

o [Le Quiagen : Extraction par utilisation de colonne de silice (technique Quiagen : QIAmp
DNA Blood Minit Kit).

La concentration et la puret¢ de '"ADN sont evaluees par spectrophotometrie (les bases
puriques et pyrimidiques absorbant fortement dans I'UV a 260 nm)
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Le controle de qualite de 'ADN s’effectue par une analyse electrophorétique sur gel
d’agarose soumis a un champ electrique, les acides nucléiques charges negativement et leur
distance de migration dépend de leur poids moléculaire, de la concentration d’agarose et de
I"intensite du courant applique.(110)
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Figure 30 : schema représentatif des etapes d amplification de 'ADN par PCR

Avantage :

v Amelioration de la discrimination par rapport a LCT.

v Détermination du numeéro de série allelique.

v Le typage de niveau générique des genes HLA ~A, B et DRBI est suffisant pour les
transplantations rénales, de plus la BM permet le typage de HLA Cw, DPBI1. DQATL. et
le typage des MICA.. (99)

Inconvénients :

v Délicate a réaliser et a interpréter.
v Risque d’inter contamination lors de prelevement ou de la manipulation.
v Possibilité de dégradation des acides nucléiques.

Plusieurs variéteés de techniques basees sur la PCR ont eté developpées au cours du temps atin
d’obtenir des résultats plus preécises de typage :

11-1-2-a Typage HLLA par PCR - SSO «séquence specific olisonucléotide » :

La PCR SSO est emplovée pour le typage HLA classe 1. elle repose sur I'hybridation entre
une sonde constituee dun oligonucléotide synthetique et speécifique d'un allele HLA-DP
/DR/DQ et de I'un des segments d”ADN du sujet a typer et amplifier a ["aide d amorce tlanquant
la partie polvmorphe par PCR (108)

L"ADN amplifié est déposé sur un support sohde, dénaturé a pH alcalin  pour pouvoir étre
accessible aux sondes et ensuite hybride avec des sondes oligonucleotidiques marquees capables
de deétecter des differences de séquences entre alleles ou groupes d alleles En eftet, pour étre
discriminantes, ces sondes doivent posseder des sequences variables situc¢es en milieu de
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sequence. L hybridation est entin revélee par des systemes de detection isotopiques au debut. et
actuellement par colorimétrie et émission de fluorescence (110) (Fig 31)
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Figure 31 : representation schematique de la technique PCR SSO

11-1-2-b Typage HLA par PCR - SSP « Sequence Specific Primer » :

La PCR-SSP est basee sur l'utilisation d amorces specifiques d'un allele ou d'un groupe
d"alléles en fonction du degré de résolution de 'amorce.

Dans ce cas 'amplification par PCR ne se fait que sur I'allele ou groupe d allele recherche.

[1 suffira donc simplement de determiner si I"amplification s’est realisee ou non.(111) (Fig32)
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RRR R AR NN RRRRRRRRED
ReRERENEENNRAREE S s SRR AN NN

Ansplifieation bt
IERRERERRREARAE BRRRRRRRRRRRRR
RERNRERRRRRRER NN
HRERNEREEREREE ‘
IIIKIIT(I[ [ [ ] II Rection négative

Figure 32 : schéma représentatif de la technique PCR SSP(110)

11-1-2-¢c PCR SSO Reverse « Technologie Luminex » :

(C’est une variante de PCR SSO consistant en une hybridation reverse de I’ ADN genomique
amplifie avec des amorces marquees par la biotine avec des sondes fixees sur un support solide:
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microspheres en polystyrene Les hvbrides sont reveles par fluorometrie (la R - phvcoerythrine)
(110)

Principe :

Le produit amplifié a 'aide d’amorces specifiques biotinylées est denaturé et mis en contact
avec un melange de billes contenant les sondes fixees. Apres lavage. seuls persistent les
fragments hybrides sur leur sonde speécifique et enfin le marquage des fragments tixés sur les
billes est analyse de la fluorescence emise par la phycoérythrine excitee (110) (Fig 33)

Un couple de laser analyse les fluorescences emises par les difterents fluorophores :

~ Le laser rouge excite les fluorochromes qui sont a I'intérieur des billes et permet leur
classification selon leur code couleur.

~ Le laser vert excite le fluorochrome situé a 'extérieur des billes pour distinguer la
réaction positive et negative. (112)

Laser vert

Reporf er \-\
PE Phycoérythrine

S Streptavidine

Amplicon Biotinylé

T "

Biotine
Sonde

Figure 33 : representation schématique de la technique PCR SSOR(113)

Avantages :

Rapide.

Reduction des étapes de lavages et de dénaturation de ' ADN.
Bonne praticabilite.

Interpretation objective et non subjective.(114)

Detection d’alleles specifiques.

Grande Specificite et sensibilite

D N N N N NN

Tres bonne résolution générique et allélique pour DRB1 (kit HD) (115)
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Inconvénients :

v" Colteuse

11-1-2-d Le Séquencage « PCR SBT : Sequence Based Typing »:

Actuellement, le typage HLA par sequengage PCR — SBT est la méthode idéale pour I'étude
de polymorphisme.
Elle consiste a déterminer la succession des bases nucléotidiques d’ADN ou d"ARNm qui
codent pour les molécules HLA (116)

Principe :
L'approche de Sanger est une methode de synthese enzymatique qui consiste a initier la

polymerisation de I'ADN a l'aide d'une amorce complementaire a une partie du fragment d’ADN

a sequencer.

L e¢longation de l'amorce est rcalisee par une ADN polymérase dépourvue d activité
exonucléase en présence d'un melange des quatres désoxyribonucléotides (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP) et une faible concentration de quatres didésoxynucléotides (ddATP, ddCTP. ddGTP ou
ddTTP) chacun associ¢ a un marqueur fluorescent diftérent. Une fois incorporés dans le nouveau
brin synthétise, ces didesoxynucleotides empéchent la poursuite de 1"¢longation.

I en resulte un melange de fragments d”ADN de tailles croissantes, qui se terminent a toutes les
positions dans la séquence.

Ces fragments sont ensuite séparés par €lectrophorese capillaire sur un gel de polyacrylamide ce
qui permet ainsi de lire la suite de chacune des bases dans la séquence.

Une derniére étape de traitement bioinformatique permet alors la reconstruction d’un génome
entier a partir de tous les fragments séquencés.(117)
L interprétation du séquengage se fait par comparaison avec une banque de données contenant
toutes les séquences HLLA mise a jour regulierement.
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Premier Etape :

Deuxieme étape :

ADN inconne a sequoncer

Troisicme étape :

Avantages :

B I S T N T B2 -
ATGGTACGTC CAACTA
TACCATG:CAGTT b i*:;
T A CCATOGOCA
T A CCMA AT

m synthese au prie
4 AaDN (e iG
comelementave T
!
asTP
Guanaes
du brin codant
() R
f. e e $.e ¥ Voot bt
" ; Ve
AL PR
» — R
L e s [

Figure 34 : schéma représentatif des 3 étapes de séquengage

leve des ambigiites. detection de nouveaux alleles.

DN NN

Analyse automatique.

Permet de lire plusieurs centaines de nucléotides avec une trés bonne qualité.

Rendement augmente par

capillaires (115)

automatisation
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Inconvénients :

v Couteuse
v Rendement taible pour PCR SBT mono allelique (115)

11-2 L’intérét de typage HLA :

Les resultats de typage permettent de definir la compatibilite HLA entre le donneur et le
receveur par la détermination du nombre d’incompatibilites, nombre de miss match (MM) ou
didentite (ID) HLA

Par cxp: R: A*01 A*02 B*08 B*44 DR*03 DR*(1d |
1
S

D: A*01 A*29 B*08 B*44 DR*03 DR*04 j SID+ 1 MM (118)

Donc on peut classer les couples D/R en :
- identique
- semi identique
- non identique

La survie du gretfon dépend du nombre d’incompatibilites HILLA entre donneur/receveur.

Exemple de survie des greffons selon ['incompatibilité HLA au niveau de I' HUG « hopitaux
universitaires de Geneve » (les resultats apres Sans de grefte):
7 IMM 72%
7 2MM 69%
7 3MM 50% (119)
Donc une bonne compatibilit¢ HLA dinunue la fréquence des crises de rejet et contribue a une
survie prolongée du greffon (100)

11-3 Recommandation:

Les typages HLA generiques de classe I (HLA, HLA B) et de classe I1 (HLA DR, HLLA DQ)
du donneur et du receveur sont realises deux fois a partir de prelévements eftectués a des dates
differentes pour determiner la compatibilite (D/R).(120)

Un typage allelique du donneur peut s averer neécessaire si le receveur est immunisé.
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111 le suivi des malades:

Le laboratoire d"histocompatibilite mis en jeu une stratégie de suivi des malades tout au long
de la periode d attente de la grefte et méme apres | dans un but de rechercher la présence de tous
¢léments pouvant conduire a la survenue d'une réponse immunitaire entrainant un échec de la
grefte (121)

Cette strategie est ajustee au cours du temps, dans un premier lieu, elle est préventive de rejet
hyperaigu par la recherche d’une allo-immunisation en amant de la grefte, avec une adaptation
d’un traitement immunosuppresseur preventit,

Dans un second lieu, elle consiste a une surveillance des malades greffes basée sur la
recherche des Ac. ainsi que d autres tests supplementaires necessaires pour la mise en évidence
d’une réponse allogenique precoce (le rejet aigu) ou tardif (le rejet chronique) pour Iajustement
du protocole theérapeutique en cas d une suspicion de rejet (122)

Le suivi des malades en pre et en post gretfe est basée essentiellement sur la constitution
d’une serotheéque.

La constitution d’'une sérotheque

La serotheque représente une collecte des serums preleves durant toute la durée de suivi, qui
servira a la recherche des anticorps antt HLA et a la realisation du cross match (CXM).
Elle est constituce de -
-Sérum du premier jour.
-Serums preleves chaque 3mois.
-Serum du jour (48h avant la grette).
- Serums preleves systematiquement apres la gretfe.
-Sérums preleves  apres tout evenement immunisant survenant avant ou aprés la grefte
(transfusion, grossesse, vaccination, grefte), selon un protocole défini.

= la conservation des serums:

Les serums des patients sont obtenus a partir d’un prelevement de 10 ml de sang sur tube sec.
Apres centrifugation le sérum est transteré dans des tubes a hémolyse et dans des tubes
rhesus.(105)

La conservation des serums est faite aussi sur des tubes Eppendorf de 1.5 ml.

Les sérums peuvent €tre conserves a une température ambiante pendant 4 jours maximum, et
au refrigerateur pendant 7 jours maximum.(123)
La conservation a longue durée se fait a une température de -30¢® ou a -80c¢” dans des tubes a

hémolyse pour la recherche des Ac Lymphocvtotoxiques et dans des tubes Rhésus pour le
CXM.(03)
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IT1-1 la surveillance d’une alloimmunisation :

Les Ac anti HLA sont souvent la cause de la perte précoce du gretfon. ce qui semble indiquer
que des techniques de CXM et de recherche des Acs plus sensibles peuvent étre utilise pour
anticiper et prevenir ces echecs, dont la nécessité de réaliser un dépistage de ces Acs En cas de
positivite de la recherche on doit identifier §’ils sont specitiques du donneur appelés DSA
{donor specific antibody) ou non specifiques.(124)

[11-1-1 Technique de recherche et d’identification des Ac anti-HLA :
Ils peuvent étre détectés par deux types de tests
- Cellulaires : « complement dependent cytotoxicity ».
- Enphase solide : « ELISA et Luminex ». (125)

[I-1-1-a Lymphocytotoxicité complément dépendante (L.CT)
Elle est considérée comme La technique fondatrice a laquelle a été reproché un manque de
specificite et de sensibilite, actuellement elle est moins utilisée (126)

Principe :

Cette méthode fait appel a un panel de cellules mononuclées parfaitement phénotypées en
HLA qui sont mise en présence du sérum du receveur. et en cas de presence d’allo Ac.
I"activation du complement par le complexe immun forme va conduire a la lyse de la cellule.
revelée en microscopie par I'incorporation d un colorant vital (127)

Avantage :

v’ Determination de PRA  «panel reactive antibodies » c’est le pourcentage de
posttivite d'un ou des serum(s) teste(s) sur la totalite du panel de lymphocytes (99)

Inconvénients :

v' Ne détecte pas que des Ac anti HLA (elle peut mettre en évidence des anticorps anti-
HLA ausst bien 12G qu'IgM amnsi que les Ac non HLA, les auto Ac).

Les resultats dependent de la qualité du complement et de I'évaluation de la lyse qui
est subjectif (128)

Peu standardisee (panel).

Interprétation delicate.

Ditticilement automatisable.

Pas tres sensible (serum multi specifique).(99)

\

A N N NN
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11-1-1-b ELISA (Enzvme Linked Immuno Serbent Assav):

ELISA est une méthode immuno-enzymatique de type sandwich. Elle permet la recherche et
"identification des Acs anti-HLA en utilisant des Ags HLA de classe | ou de classe Il purifies
et fixés sur un support plastique ( microplaque ) (128)

Principe:
— Détection des anticorps anti-HLA

Les puits des microplaques de Terasaki sont coatées avec un pool d’Ag HLA purifies de classe |
et II. La présence d"Acs specifiques anti-HLA du sérum a tester entraine la formation de
complexes Ag-Ac révélés apres incubation par un conjugue (Ac) anti-lgG humaines couple a
une enzyme permettant une lecture par une réaction colorimetrique apres ajout du substrat (128)
(Fig 35)

Une appréciation de la coloration obtenue est effectuée par lecture a 630 nm a I'aide d'un lecteur
specifique pour la lecture des plaques de Terasaki (112)

—> ldentification des anticorps anti-HLA :

L identification des specificités des Ac anti-HLLA s’effectue sur des microplaques ou chaque
puits est coatée par un ou deux Ag de classe I ou I1.(110)

4‘ ; Substrat
Anti Ig humain
Enzyime
Ac

{ sérum du

receveus )

Ag HLA [Les puits des microplagues de Terasaki ]
Classe T ou I

Figure 35 : schéma représentatif de la technique ELISA (sandwitch) (119)

Avantages:

Plus sensible que LCT.(112)

Rapide et Reproductible (129)

Ne détecte que les Ac anti HLA.

Ne détecte que les IgG (sauf adaptation).
Automatisable et Relativement standardisée.
Interpretation facile.

NGRS RN
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v' Moins couteuse.
v Utilise 3 type de kits pour : - le screnning (détection des AC anti HLA, positive ou
negative en utilisant un pool d”Ag).

-I"identification (on utilise 2 ou 3 Ag dans un puits).
- I'Haute Définition (on utilise un seul Ag de spécificite définie par puits). (99)
Inconvénients :

v Moins sensible que Luminex.(112)
v elle peut détecter les lgM

H1-1-1-¢c Technologie Luminex

En raison de 'amelioration récente des methodes de détection des Ac anti HL A dans le serum
des patients, les laboratoires disposent d outils plus sensibles tels que Luminex. pour predire la
specificite de ces Ac donc evaluer le risque du patient face a un donneur potentiel (35)

Principe :

Cette technique de détection et d'identification des Ac anti HLA utilise des microspheres
recouvertes d'Ag  HLA isoles et purifiecs comme support de detection.(126)
Les Ac anti HLA presents dans le serum a tester reagissent specifiquement avec les molecules
HLA presentes a la surface des billes. puis révelés par un Ac secondaire 1gG humaines marqué a
la phycoérythrine et discrimines par I'intensité de leur fluorescence (128) La lecture est effectuee
par ['apparell luminex. (Fig 36)

Elle permet de tester simultanément en microplaque, 90 serums contre un melange de 100 billes
colorées portant chacune une spéciticite HLA differente (110)

Ac anti IgG
Couplé a la
Phvcoervthrine

Laser vert 7770700

Laser rouge

Figure 36 : représentation schématique de la techenique de recherche des Ac anti HLA par
LUMINEX (114)
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Avantage :

<«

Plus sensible et plus specifique qu'ELISA.(112)
identification et/ou le dosage de plusieurs Ac anti HLA en dessous du seuil de detection
des autres techniques (125)

<

necessite un faible volume: 10ul d”echantillon.
ne detecte que les Ac antt HLLA.

ne detecte que les 1gG Anti HLA.

ne detecte pas les auto-anticorps.

AN N NN

détecte les Ac anti HLA qui ne fixent pas le complement et qui sont déleteres pour le
grefton.(114)

v' Suivi semi quantitatif’

-MFT1 ( Mean Fluoresecence intensity) L intensité relative de fluorescence
c’est une Valeur des fluorescences observeées pour chaque bille qui est corrélee a sa
concentration et a son atfiniteé.

-% SA: nombre de billes positives (112)

Utilise 3 types de kits pour @ le Screening, 'ldentification et surtout 'haute deéfinition
(single Ag) (99)

Inconvénients

v Interpretation parfois délicate.
v Plus couteuse que les autres techniques.

111-1-2 Technique de cross match

C’est une epreuve de compatibilite croisee destinee a depister des Acs anti-HLA cytotoxiques,
capables de fixer le complément, disotvpe 1gG et specifique des Ag HLA de classe 1 du
donneur . ces Ac peuvent entrainer un rejet hyper-aigu.(110)

Le cross match est obligatoire avant toute transplantation renale et 1l est effectue par - LCT ou
par cytometrie en tlux(105), et récemment méme par Luminex .

111-1-2-a Cross match par lvmphocytotoxicité :
La technique de CXM par LCT est la plus ancienne, elle est realisée sur des plaques de
terasaki(124)

Principe :

Ce test consiste a incuber les lymphocytes du donneur potentiel avec le sérum du receveur.
puis a mettre en evidence I'éventuelle fixation des Ac par cvtotoxicité de tvpe IgG apres ajout
du complément de lapin.(124)
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[.a positivite est revelee par une destruction des Ly et une coloration grace a un colorant vital
ou fluorescent. Par cette technique la positivite est reconnue comme une contre-indication
formelle a la transplantation (131 132) (Fig 37)

Le CXM est obligatoirement realise avec :

—> Les lvmphocytes totaux ou les lvmphocytes T pour les anticorps anti- HLA de classe
1

—> Les cellules B surtout en cas de 27 greffe.

- les lymphocytes autologues T+B. T et B du receveur pour détecter les auto —
anticorps.(110)

Depuis I'introduction du CXM, les pertes de greffon pour rejet hyper-aigu ont quasiment
disparu.(114)

Mais cette technique manque de sensibilite et parfois de specificite

-Un cross-match positit n’est pas toujours du a des anticorps delétéres.
-un cross-match negatif ne signifie pas labsence d anticorps déléteres, méme si leur
concentration est moindre.

Des modifications techniques ont donc été apportees au fil du temps pour améliorer la
sensibilite :

v Taugmentation du nombre de lavages (pour diminuer les facteurs bloquant 1"activité du

complement).
v" T"augmentation du temps d’incubation (pour tenir compte des anticorps de faible affinite)

v L’adjonction de globuline humaine anti-chaines légeres kappa (AGH) qui permet la
détection de faibles taux d anticorps ¢cytotoxiques ou non (126)
v" T'adjonction d’un agent reducteur diethyl thiothréitol (DTT) pour distinguer les 1gG et
les [gM (132)
Les serums du receveur sont conserveés en serotheque tout au long du suivi du patient afin
d effecteur un CXM final (99)

positive crossmatch/no transpiant

recipient senam wash
organ with anti-donor antbody -bindag i campltement cell duarnagad -
donor cells Hl A antibodies reachon ant-human fixed dye enlers
ﬁ_..Q - i globubin
G A R
! ) i 7 { 1] o -
> / < & \ v & W
e Ao @\ Al '
- o N e b A
=i o p— \y 4
A é\ (X\.-— S
antgen :

TorB anhbodies reachon —— compiement €asi ar
lymphocyle *fluorescent dye
HLA o~ ~
antigen ./: e e Y

. B oy X P

B

s \\
H )]

: crY — ) o
4 A Moz . Tl
s <./
ofgan {ecipoen! serum antibrody complement cell temams
donor celis with No anti-donor doesnt react not fixed viatite and
anhbodies unsiained

negative crossmatch/OK to transplant

Figure 37 : representation schematique du CROSS MATCH par LCT(119)
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1H1-1-2-b Cross match par cvtometrie en flux (FCXM) :

Au début des annces 1980, les techniques de cytometrie de flux ont éte appliquees a la

réalisation du cross-match avec une amélioration de la sensibilite (133 134)
Mais les resultats de ces CXM restent controverses car tres sensibles et pas assez

specifiques.(120)
Principe :

Il se realise par incubation des lymphocytes du
donneur avec les serums du receveur, apres des
etapes de lavage.

Les Acs fixes a la surface des Ly sont reveles
grace a un fluorescent dirige contre le fragment Fc
des [gG humaines.

Un double marquage a ['aide d'un Ac marque a la

phycoervthrine anti-CD3 (selectionnant les Iy T) ou
anti- CD19 (sélectionnant les Iy B) permet de
preciser sur quelle population Lymphocytaire sont
fixés les Acs détectés (124)'

La fluorescence est analysée par cytofluorimétrie.
(110)

avantages :

\g HLA

Anti CD Y
€D 30_
phy eoerythrin

j

Ch1vdy By
(D3 Ty

. La Flunresceine

Acanti Human leG

Ac dureceveur

Ly du
Donneur

Figure 38 : schéma representanf du FCXM

v la sensibilité est augmentée de 10 a 100 tois par rapport aux techniques de reférence (133)

Inconvénients :

v Pas assez specifique (la mise en évidence des anticorps reellement déléteres, 1 était

beaucoup moins).(126)

v 1"amélioration de la sensibilite était incontestable.

CXMF « faussement positif » a cause d auto-anticorps présents a la surface des lymphocytes,

de reécepteurs Fc a la surface des lvmphocytes. fixant des anticorps quelte qu’en soit la
specificite, ou encore de la fixation d anticorps non-anti-HLA a leur ligands sur les

lymphocytes.(133)

f11-1-2-¢ cross match par Luminex : (LumXM)




»
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Afin d’augmenter la sensibilite et la specificite de la reaction de cross match. la technologie
Luminex est développeée a partir de la technique de cytometrie en flux, dont on utilise des billes a
la place des cellules.

Principe :
Les billes sont coatées par des molécules HLA du donneur, qui sont précipités auparavant a

partic des membranes cellulaires, elles sont utilisées pour la recherche des Acs antt HLA
cvtotoxiques complément dépendant dans le serum du receveur.(135)

La méthode est tres sensible, elle permet de detecter un cross match negatit par LCT.
Les dernieres études de « European Society for Organ Transplantation 2012» ont contirme que
les patients avec LumXM positif ont un risque de rejet plus eleve (130)

Note : [ interpretation de cross match par les différentes methodes de LCT. cytometrie en
flux et luminex en cas de donneur vivant : (137)

I Cross Match par LCT des | Cross Match Par Cvtometrie en 1 Recherche Des Acs Par Lununex § Déciston a La Grette
h 13 Flux ; ]
[y by g i non
L 4 o + non |
- - + MF1 < 10000 oui |
- + - oui
- - - P- oul
i L
Non : contre indication a la grette. Oui : grefte possible.

En cas de CXM par Ly T POSITIF la grette est contre indiquee.

111-2 : Intérét de recherche et d’identification des Ac anti HLA :

La recherche et I'identification des Ac anti HLA soit par methodes cellulaires ou  en phase
solide permet de:

v Classer Les patients en non immunises, immunises ou hyper immunises selon la valeur du
PRA, cette immunisation est acquise par les événements immunisants:
s Patients non _immunisés (PRA = 0% ) :

Ce sont des patients caractérisés par I'absence d’apparition d”Ac anti HLA tout au long du
suivi Immunologique pré-grefte. (125)

En cas d absence de production d Ac antt HLA apres evenement immunisant definit un état
de « non reponse » immunologique (97)

= Patients immunises { 1%> PR4A <80% ) :

LLorsqu on deétecte dans le serum du patient au moins une speciticite anti-HILA
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»  Patients hyperimmunisés (PRA > 80%) :

Ce sont des patients dits a « haut risque immunologique ». dont la recherche des Ac a revele
la présence d”Ac pretormes diriges principalement contre les molecules HLA.(97)
L. hyper immunisation est un obstacle majeur de la survie du gretfon.(130)

v (Classer les Ag HLA en Ag « permis » ou « interdits »
»  Antigénes HI.A interdits = ce sont les antigenes contre lesquels existent des Acs détectes
dirigés contre eux. Un Ag qui a éte défini comme interdit quelle que soit la technique

utilisée. ne peut plus étre classe ultérieurement en Ag permis
*  Antigenes HILA permis - un Ag est consideré comme permis si toutes les reactivites pour

cet antigéne sur tous les serums testés sont negatives par toutes les techniques réalisees,
dont la technique de « Single Antigen » (Luminex).(138)

v diminuer les CXM « inutiles ».(99)

v Prédire la specificite de ces Ac et pour evaluer le risque du patient face a un donneur.
potentiel.

v Prevenir le rejet hyper aigu avant la greffe et la surveillance d’apparition des Acs en post
gretfe afin d etablir un diagnostic precoce.

111-2-1 prévention en amont de la sreffe :

[1 est bien établi que les Acs anti-HLA preformes, sont a Iorigine du rejet hyper aigu (139) Sa
prevention repose sur la recherche et 'identification reguliere des Acs anti- HLA de classe [ et
I1, et par la pratique systematique d un CXM pre grefte (112)

Pour en garantir une meilleure acceptation du greffon et sa longue survie, des démarches de
prevention sont instituées en désignant un protocole adequat de suivi.

—> protocole de recherche d’une alloimmunisation :

Les modalites de suivi des patients en attente de gretfe changent d'un laboratoire a un autre
selon la disponibilite des techniques. 1l existe ditterents types de recommandations etablies par
les agences responsables de la grefte renale.

Le protocole suivant est etablie par I'agence de la Biomedecine de France. qui sert de
reference pour beaucoup de laboratoire d immunologie

» Larecherche des anticorps antt HLA

-La Recherche d anticorps anti-HLA de classe | et de classe Il est recommandée tout les trois
mois, et I'intervalle entre 2 prelevements ne doit pas dépasser 6 mois.

-La recherche se fait par une technique sensible (ELISA, Luminex) et une fois par LCT sur
lvmphocytes T ou totaux. avec et sans (DTT) sur un panel

- la recherche d anticorps d’isotype 1gM en LCT sur lvmphocytes T ou totaux est recommandée
une fois par an
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- En cas de positivite de la recherche. 1'identification des specificités Acs devra étre réalisee par
une technique sensible.

e encas d événement immunisant

On doit controler fa modification du profil Acs a deux reprises apres |'évenement (protocole
transfusionnel entre J15 et J21. et a 130).
En absence d"Ac anti HLA apres plusieurs événements immunisants essentiellement sous torme
de transfusions sanguines. le receveur est dit « non répondenr ». Or. en presence d Ac anti
HLA., le receveur est dit « répondenir ».

Si le sérum du patient contient des Ac anti HLA, celui-ci est conserveé en vue du cross match
final

¢ pour les patients immunises :

-Un prelevement tous les 53 mois est recommande

Le depistage d anticorps anti-HLA en technique sensible peut ne plus étre etfectue lorsque le
patient est connu immunise en classe 1 et en classe Il

-Les specificites anti-HLLA de classe | et de classe Il doivent étre identifices par technique
sensible, si besoin par une technique « Haute Définition ».

-Une recherche danticorps en LCT sur lyvmphocytes T ou totaux est recommandée une tois par
an (comprenant une recherche d'isotype 1gM) et sur le sérum du pic d immunisation (pour la
determination du PRA).

-l.e passage du statut de non tmmunisé au statut d'immunise doit étre confirmé sur un deuxieme
prelevement st possible a 3 mois du précedent.

» Cross match
-un cross match nitial est eftectue sur le premier sérum preleve.

I est recommandé d’etfectuer un premier cross match a distance de la greffe. pour détecter
une eventuelle reactivite contre le donneur non mise en evidence par les tests de recherche
d’anticorps anti-HL A,

- un CXM sur le serum du jour (48 heures avant la greffe, maximum 8 jours) est indispensable
quel que soit le statut immunologique du patient.

Un CXM sur sérum du jour est obligatoire si

* e serum le plus récent date de plus de trois mols pour un patient immunise ou de plus de
SIX MOIS pour un patient non iMmMunise.

*un événement immunisant a eu lieu entre la date de prélevement du sérum le plus récent
et la proposition de greffe.

-Les sérums testés lors du CXM devraient inclure un sérum de chaque pic d immunisation, les
sérums preleveés aprés événement immunisant et un serum récent.

-Le CXM doit étre etfectue sur lymphocytes T et B, par technique de LCT mais un FCXM est
recommande.

-Le CXM dott étre realise avec et sans DTT sur lvmphocytes T ou totaux par technique LCT.
-La realisation d'un CXM sur lymphocvtes B est recommandée.

- Un auto cross-match peut étre realisée pour faciliter I'interprétation des resultats.
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- St le CXM est positif (quelle que soit la technique). 1l est imperatif de realiser une étude des
serums du receveur par une technique sensible d'identification méme si le depistage d Acs en
technique sensible est neégatif.

-Tout CXM positif (IgG) par technique LCT sur serum de moins de trois mois avec lymphocvtes
totaux ou T est une contre-indication a la transplantation en ['absence d’explication lice a la
presence d auto-anticorps.

-Un CXM positif 1gM sur les lymphocvtes T, sur le sérum le plus récent peut étre du a un debut
d'immunisation anti-HLA et doit étre discuté avec ['équipe de transplantation afin de preciser les
evenements cliniques recents.

-Le CXM positif sur lymphocytes B n'est pas une contre-indication absolue mais doit faire
"objet d une discussion entre le biologiste et le clinicien.

-1 est recommande de conserver plusieurs aliquotes de cellules congelées du donneur pour la
realisation du CXM post-grefte (120)

-Selon le plan de I'agence de BIOMEDECINE 2012-2016 | il est recommandé de mettre en
place le dispositif de dons croises d organes prévu par la loi de bioéthique de 2011 En cas
d’incompatibilite immunologique entre un receveur et son donneur vivant : le receveur bénéficie
du don d’une autre personne également en situation d’incompatibilité avec son receveur ce
dernier bénéficiant du don du premier donneur (140)

XM F -Recherchedes Ac anti HLA
S -CXM en cas de DSA+
j ypage HLA (D/R) (S 1+. 7
n+ | ]
| CXM/L\ - ]
% | I B
> pregreffe J0 47 14 21 Greffe o 115 330 3udls evCIs 1A postgreffe

'I‘
b
\2
3

- /
Y

SERCTHECUE « postgrotie o

SEROTHEQUE ~ pre srotie

Figure 39 : representation schematique du protocole de suivi des patients en pre et post gretfe rénale

Remarque :

Un traitement préventif est installe quelques jours avant la realisation de la greffe afin
d’éviter au maximum la survenue d'un rejet, surtout pour les personnes connues comme
hyperimmunisées dont le risque de rejet est trop élevé (voir chapitre V1)
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111-2-2 La surveillance des malades greffés :

La prévention du rejet (aigu et chronique) est le but principal de suivi en post greffe renale,
elle est basée sur la surveillance d apparition des signes d'une reponse allogenique,
essentiellement ["apparition des Acs. afin d’établir un diagnostic precoce et precis de rejet, ef
donc assurer une prise en charge thérapeutique rapide - adapter le traitement immunosuppresseur
et/ou instaurer un traitement specifique.( 100)

111-2-2-a Le protocole de suivi d apparition des Ac :

Il repose essentiellement sur la constitution d'une serotheque en post greffe (Fig 39)

La recherche systéematique d Acs antt HLA se fait par des technmques sensibles (ELISA ou
LUMINEX) en post greffe a

v 7

JIS
J30.
Apres 3mois.
Apres 6mois.
Apres un an.

AN NN

Puts chaque 6mois.

Une recherche spécitique est realisee :
4+ Encas d'un évenement immunisant

e Vaccination . un prélevement sera effectu¢ a la recherche des Acs apres chaque
vaccination.

o Grossesse : un suivi sera effectué tous les mois a partir du troisieme mots de la
Qrossesse.

o Transfusion : la recherche d anticorps anti-HLA doit étre realisee selon le protocole
transfusionnel (voir protocole de suivi avant la greffe).

o Transplantectomie (retour en dialvse) : la recherche d anticorps anti-HLA a répartir
au cours des 6 mois suivants sont recommandees.(141)

+ Situations particuliéres

o Une indication clinique - augmentation de la creatinine serique faisant suspecter un
episode de rejet (125)

o En cas d’une diminution de Uimmunosuppression.
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111-2-2-b Conduite a tenir devant les résultats de la recherche des Acs :
-> En cas d’absence d’Ac anti HLA :

Dans ce cas, on parle des malades non immunises, leurs suivi poursuit normalement selon
le protocole suscité, avec le maintien de traitement préventif (voir chapitre VI).

- En cas de présence d’Ac anti HLA :

Dans ce cas, les malades sont dit immunisés dont les Ac peuvent étre spécitiques ou non du
donneur, on doit donc completer les examens pour une determination des spectficites par une
technique sensible.(142)

*Exemple :

Les échantiilons revenus positits (MFI>1000) avec la technique LUMINEX de depistage,
sont testés en technique LUMINEX « single antigen flow beads » (une specificite antigenique
sur chaque bille) permettant de determiner les specificites des anticorps.

Les billes positives sont ensuite analysees selon les incompatibilités HL A entre le donneur et
le receveur pour identitier les anticorps diriges specifiquement contre des antigenes du
donneur.(125)

Apres identification on distingue deux cas :
o DSA Négatif . absence d’ Acs specifiques du donneur, donc on continue toujours le
controle d’apparition des Acs anti HLA selon le protocole precedant.
Sur le plan therapeutique. on countinue toujours avec le traitement preventif (voir
traitement).
* DSA Positif : la présence d Acs spécifiques du donneur. qui est un signe d’alerte en
faveur d'un rejet :
2> Par (XM post greffe :
Les patients avec DSA + et CXM + ont un risque de rejet plus eleve par rapport au
patients qui ont un DSA+ et CXM - (143)

= Par 11154 : le risque de rejet est plus eleve chez les patients avec DSA positif
score . 68 par rapport a ceux qut ont un score de 4.(143)

= Par LUMINEX - Une valeur de DSA >5200 MFL. signifie un risque de 100% de
rejet aigu avec 0% de taux positit, alors quune valeur de DSA <5200 MFI, signitie un
nsque de 50% de rejet aigu avec 50% de taux positit.(144)

Remarque :
I- Les patients ayant une titration élevée d'Ac anti-HLA dans le mois suivant la gretfe.
presentent plus de rejets aigus séveres, alors que ceux avec une titration plus basse ont tendance
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a faire des rejets chroniques, suggerant que la titration et le monitoring des alloanticorps
pourraient étre utiles pour presumer du risque de rejet (145, 146)
2-Dans certains cas, les Ac sont detectables alors que le greffon est encore fonctionnel | dans
d’autres cas, les Ac ne deviennent detectables qu’apres arrét de 'tmmunosuppression ou
apres transplantectomie (147 124)

» Diagnostic de certitudes de rejet devant un DSA positif :

= (linique et biologigue :

Le diagnostic clinique est evoque devant une suffisance rénale aigué. confirmé sur le plan
biologique par le dosage des marqueurs de la fonction renale dont on note -

-Creéatininemie ~2 mg/dl

- Clairance < 60 ml /min

- Uree : le rapport entre uree urinaire et urée sanguine est inferieur a 10 (148, 149)

* Histologique :
Jusqu’a I"heure actuelle et selon la classification de Banff. la biopsie est I'examen clé qui

permet de poser le diagnostic devant une suspicion de rejet dont :
-l empreinte tissulaire d une fixation d”Ac est corrélée dans 43 a 93% des cas a 'existence
de DSA circulants (anti HLA > anti HLA 11> anti HLA T et II). qui est un signe spécifique
de rejet humoral (150 124)

-La fixation de C4d est corrélée a la présence de DSA circulant dans 88% des cas, ce qui
pourrait temoigner d une agression allo immune active (151)

-En plus de dépot de C4d au niveau des capillaires péritubulaires (CPT), on note egalement
la presence d’un infiltrat cellulaire (152) (Voir chapitre I 5)

[ Accommodation, (reversible) ] ReJet

— Ol — IV
‘;‘Dysfoncnon du greffon

Pathalogie sur le greffon

(—l—

L'apparition des anticorps circulants

Figure 40 : Representation schematique des stades de rejet a médiation humorale(153)
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Note :

En cas de suspicion de rejet a médiation humorale (C4d +) et en I'absence d anticorps anti-HL A
diriges contre le donneur detectables. une recherche complementaire d’allo-anticorps non HLA
(ex : anti- MIC A et B) peut étre effectuée. (154)

»~ Marqueurs prédictifs de rejet :

Ces dernieres annees, les scientifiques s attachent a identifier des marqueurs biologiques qui
pourraient les aider a diagnostiquer un rejet, voire prevoir le devenir a long terme du gretfon.

De tels marqueurs sont nécessaires, non seulement pour connaitre un etat de tolérance chez les
patients prenant un traitement immunosuppresseur. mais egalement pour estimer le degre de
reponse d'un patient a un traitement, predire la dégradation d’un transplant avant les premiers
signes fonctionnels, deja trop tardif(124). Parmi ces marqueurs :

-Le dosage de CD30 dans le serum par ELISA, (¢’est un marqueur des LT actives).(135)

LLa mesure de sCD30 est eftectuee en pre et en post grette et un niveau plus éleve, seul ou en
association avec de forts taux d"Acs anti HLA de classe Il est associe a une augmentation
du risque de rejet (156)

-L.a détection de Beta-2-microglobuline (B2M) (157): le taux de B2M est augmente en cas
de rejet aigu ou chronique, mais un taux inferteur a 3 7 pg/ml ne signifie pas un risque de
rejet.(158)

-la mesure du taux d"ARNm au niveau des urines pour le Granzyme B et FOXP3 est un
bon marqueur predictit du rejet cellulaire aigu et de son devenir (159 160). elle se fait par
I"amplification de ’ARN m par PCR (161)

Recherche systématique des Acs
en post greffe

Acs +

b3 4

Identification par
techniques sensibles

l Histologique l

EZEN

I Biologique ]

-Urée -Critere de -sCD30
-crea Banff -B2M
-C4d sur CPT -FOXP3
-Acssur CPT -Granzyme B
-infiltrat
cellulaire

Figure 41 : schéma de suivi immunologique en post grefte
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NB

En plus de suivi immunologique, un protocole thérapeutique doit étre mus en place

obligatoirement pour chaque malade grefté, dont la nature, la dose. la duree de ce traitement
est en fonction de I'état physiopathologique de chaque malade.
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Chapitre IV : Prise en charge thérapeutique

Tout organe étranger implante dans ["organisme est normalement rejete sous I'influence des
reponses immunitaires. [l est donc indispensable de supprimer ou atténuer la reaction du
receveur a l'eégard du greffon pour permettre sa survie en utilisant un traitement
immunosuppresseur (1S).(97)

L. immunosuppression a pour but une meilleure acceptation de la grefte par le receveur, en
utilisant  des doses ni trop profondes provoquant la diminution de ['état immunitaire de
transplante, ni trop legeres laissant se développer des phénomenes de rejet (162) tout en agissant
a differentes etapes de: (voir tableau)

v nugration et/ou l'activation des cellules dendritiques

V' activation et la prolifération des lvmphocytes par inhibition d'un ou plusieurs des quatres

signaux d'activation.

v infiltration du greffon. (163)

Les schemas dimmunosuppression sont extrémement divers selon les facteurs qui
contribuent a majorer le risque immunologique des receveurs ainsi que les habitudes des equipes
de transplantation.

Ces facteurs sont notamment le nombre d'incompatibilites HLA; le jeune dage du receveur; ['age
avance du donneur; la presence danticorps anti-HLA preformeés (PRA >0 %) et la presence
d’anticorps spécitiques du donneur (DSA MF1 =1000) (164)

Un traitement immunosuppresseur preventif et curatif indispensable chez tout patient
transplante. (97)

En fonction des resultats de la recherche des Acs le traitement en post greffe est preventif
et /ou curatit

I- Le traitement préventif de rejet :

Le traitement immunosuppresseur de reference dans la prévention du rejet de grefte est
constitue d’une tritheérapie associant classiquement un inhibiteur de la calcineurine (ICN), un
antunetabolite et des corticosteroides (CS) (165) (Vour tableau annex N°3)

L.a conception du traitement immunosuppresseur preventit s’appuie sur ["association d'un
traitement dit  « d’induction » et d'un traitement dit « de maintenance »

I-a Traitement d’induction :

Le traitement d'induction est censeé diminuer I'incidence du rejet aigu dans les 3 mois qui
suivent la transplantation.

En fonction du risque immunologique. ce traitement est soit absent, soit administré a dose
eleve et est parfois combiné a I'administration d’un traitement biologique.
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la phase d'induction au tout debut de la transplantation (la premiere semaine de greffe) est
basee sur des traitements biologiques , il s’agit d'anticorps polyvclonaux anti-LyT (GAL) chez les
patients a haut risque immunologique ou des anticorps moneoclonaux anti-recepteur de 'l1L-2
chez les patients a taible risque, puis une tritherapie chronique associant un ICN (ciclosporine |
tacrolimus) ., un Antimetabolite inhibiteur de la syntheése des purines (Mycophenolate Mofetyl
(MMF), azathioprine{AZT)) et les CS a dose rapidement degressive.
Avec cette association thérapeutique, I'incidence du rejet aigu est devenue = 10 %o, et la survie
du greffon > 95 % a un an.(1066)

Une trithérapie peut parfois étre séquentielle. avec une introduction differ¢e de la ciclosporine
(entre le 5 eme et le 21 eme jour post grefte) ou de I'AZT (entre le 30 et le 40 eme jour post
grefte). en vue de limiter les ettets indesirables

NB

v chez des patients a risques tels les hyperimmunises, on peut utiliser les (IVIg comme
traitement adjuvant d une quadrithérapie (4 cures d’1VIg administrees tous les 21 jours. la
premiére cure étant deébuteée avant le déclampage du greffon) comportant un inhibiteur de
la calcineurine, le mycophénolate mofétil. les corticoides et une induction par anticorps
anti-CD25 ou anticorps anti-lymphocyte polyclonal (132)

v Chez les patients presentant un risque immunologique faible a modére, le sirolimus
(inhibiteur de m TOR « rarget of rapannycine ») peut remplacer I'antimetabolite dans la
trithérapie. (167)

I-b Traitement d’entretien (de maintenance) :

Le traitement de maintenance est nécessaire tout au long de la vie du greffon afin de limiter
ou prevenir le developpement du rejet chronique. (168)
Durant cette phase. la tritherapie est souvent maintenue mais a dose plus taible.

La periode de maintenance commence a partir du 3eme mois de la grefte et elle est divisée en:

v Période de maintenance pré-adaptative de 3 a 6mois © Associe des doses pleines

d'ICN (tacrolimus ou ciclosporine). et danti-prohferatifs (MMFEF ou AZT). a une dose
quotidienne plus faible de CS.
Pendant cette periode, les risques de survenue d un rejet aigu cellulaire sont maxrmum (95 %o des
rejets aigus surviennent pendant Jes 6 premiers mois. a cette raison la surveillance d'apparition
des Acs et des signe de rejet est rentforcée). Cest aussi pendant cette période que le deficit de
'immunite cellulaire est le plus profond et que le risque de survenue d'intection a germes
opportunistes est le plus important, ce qui necessite un traitement préventit systématique.
Avec les traitements IS actuels. 1'incidence de survenue de rejet est diminuée au cours de la
premiere annee
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v’ Période de maintenance post-adaptative aprés le 6eme mois - Permettant generalement
une minimisation de I'immunosuppression a long terme avec une reduction des doses d ICN ou
les substituer par les inhibiteurs de m-TOR et souvent un arrét des CS de fagon a reduire les
ettets nephrologiques de ces molecules.(164)

NB : La ciclosporine doit alors étre progressivement supprimee sur une periode de 4 a 8
semaines durant la phase d’entretien, pour limiter la toxiciteé cumulee avec le sirolimus (les
patients a faible risque immunologique)

Chez les patients pour lesquels 1'arrét de la ciclosporine est un echec ou ne peut etre envisage,
"association de ciclosporine et de sirolimus ne doit pas étre poursuivie au-dela de 3 mots apres
la transplantation.(167)

» Nouvelles approches thérapeutiques :

Dans le but d optimiser le traitement immunosuppresseur. des differentes options ont ¢éte
propose :

* La minimisation des doses d"ICN a distance de la transplantation, sont accompagnees soit du
maintien inchange du reste du traitement 1S, soit de la majoration de 1'un des deux autres IS
{(CS ou MMF), soit du remplacement de 1'un des deux autres 1S par un nouvel IS non
nephrotoxique, soit enfin. de I"ajout d’un nouvel IS non nephrotoxique.

» Les stratégies de conversion des ICN pour un IS non nephrotoxique, conversion plus ou
moins preécoce apres la transplantation et s’adressant a des patients considéres comme stables
ou au contraire, presentant une detérioration de la fonction de leur greffon mise sur le compte
de la nephrotoxicite des ICN.

* les stratégies de non introduction d emblée des IC apres la transplantation en utilisant a leur
place des IS non néphrotoxique : lors du "une quadritherapie sequentielle on utilise les Cs, les
ant1 metaboliques et les A¢ poly clonaux (1-14jr) et les 1C a partir de 14eme jours.(97)

* Les strategies d’induction de tolérance visant a ne plus utiliser d'IS une fois passe la phase
initiale de la transplantation (168) et a bloquer au moment de la transplantation les signaux de
la costimulation par des anticorps monoclonaux (anti-CD40L) ou des protéines de fusion
(CTLA4-1g) (164)

» Actuellement, il est suggere d envisager arrét des CS durant la premiere semaine apres la
transplantation lorsque le risque immunologique est faible; dans le cas ou un hibiteur de
mTOR (mammalian target of rapamyciny est employe, le groupe KDIGO (Kidney Disease
Improving Global Outcomes) recommande de ne 'administrer qu'une fois la fonction du
greffon etablie et les 1ésions chirurgicales cicatrisees.(169)

Exp : protocole de John Hopkins des patients a haut risque immunologique en attente de
greffe de rein a partir d’un donneur vivant.

* Protocole echanges plasmatiques suivi de 'immunoglobuline polyvalente (IVIg) jusqu’a
negativation du CxM poursuivi apres la grete:
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-En moyenne 3 échange plasmatique EP (1-0) avant grefte
-En moyenne 3.8 EP (0-19) apres grefte
» Immunosuppression: Daclizumab 5 doses. Tacrolimus, MME, CS
« Résultats: Disparition des DSA (170)
L.e Succes de la desensibilisation est defini par
v'une diminution > 50% des PRA (171)
v Un cross match par LCT sur ly T negatif

v Un cross match IvT FCXM <250 MFL(172)

: Ant-CD20
. Splenactomie |

CFK 506 |
IEVIVISEE
Ant-CDZO |
; [ PPia . PPig | PPIg | PRAg | | PPIg | i Tx L PPlg L PPIg | PPIg
S JOF S S A 4 LSS | | IR [P SR I e R A o
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- 40 -1 -9 -8 -7 -6 -5 -3 -2 - 2 — 1 [ 1 2 3 -3 ) ©

Figure 42 :evemple de protocole de desensibidisation ches un patient @ hantt risque mvnunologigue au johin
Hopkins Hospual ¢ BAL TIMOR )

11- Le Traitement curatif du rejet :

Malgre la mise en place d’un traitement préventif. une crise de rejet peut survenir. Dans ce
cas le schéma thérapeutique mis en ceuvre est en fonction de la gravite et de I'evolution du rejet.
Le risque maximal se situe pendant la premiere année.

A T'heure actuelle, I'identification des differents types de rejet aigu a permis de modifier le
schema therapeutique un peu trop simpliste.

4 en cas de rejet aigu cellulaire avec une négativité du marqueur C4d surles CPT
et en labsence d Acs circulants diriges contre le donneur, le traitement consiste toujours a
administrer des stéroides a fortes doses par voie intraveineuse, relayés par de fortes doses orales
pendant une periode de quelques jours a quelques semaines.
En cas d"échec ou d’etlficacité insutfisante. le rejet aigu est considéré comme « cortico-résistant
» et les GAL sont utilises. Ce traitement est relativement bien codifié (168)

4 en cas de rejet aigu humoral avec une positivité du marqueur C4d sur les CPT (173) et la

presence de DSA, le traitement est moins bien codifie.

Le traitement associe a des titres divers, des CS a fortes doses mais egalement des EP destinés a
epurer ces Acs deleteres. des I'VIg aux mecanismes d’actions multiples et des anticorps anti-
CD20.(174)

4 En cas de rejet chronique on utilise de forte dose de Tacrolimus et MMF (106)

Mais ta réalité est encore plus complexe dans la mesure ou les caractéristiques cliniques des
rejets ne sont pas toujours aussi caricaturales et que des formes cellulaires et humorales peuvent
¢tre associees. (175)
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Les schemas thérapeutiques de rejet aigu sont variables selon les equipes. If comprend dans la
plupart d'entre elles un renforcement de la corticothérapie, associe a une augmentation de la
corticotherapie pendant au moins un mois et en association aux globulines anti-lymphocytaires,
soit polyclonales, soit monoclonales (durant 8 alOjr )

Ce schemas permet dans 90% des cas d'obtenir en quelques jours une amelioration de la fonction
rénale (1706)

[.a désensibilisation

Plusieurs protocoles ont été utilises pour le traitement de rejet avec DSA+ les approches les
plus courantes pour traiter le rejet aigu humoral sont :

v Les plasmaphereses reépetees.(177)

v les immunoglobulines intraveineuses (IVIG) a dose elevée (178)

Ce dernier est utilise chez certains patients dont 1'état general semble difficilement compatible
avec un traitement par anticorps antilymphocytes. Lorsque il sagit de rejets cortico-
résistants.(179 180)

v Le rituximab a egalement éte couramment utilisé (181). il est prescrit en association avec
les echanges plasmatiques et les immunoglobulines intra-veineuses

NB :
Les mhibiteurs du proteasome (bortézomib) et les imhibiteurs de la fraction terminale du

complement (I'eculizumab ) sont des nouvelles therapies qui visent a diminuer le taux de
DSA (182)
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| Classification Molécules  Mode d’action . Effets
| f indésirables
Inhibitcurs  de I signal | Ciclosporine - Blogue la svnthése des cvtokings (IL2 - -Nephrotoxicite .
d’activation Ilvmphocytaire = Neoral CIL3 T4 INFa. TNF a .GMCSF -HTA .
inhibiteurs de caleineurines Tacrolimus © En inhibant Ia‘.n\atzon des facteurs de -diabete

FK630 . prograf

transcription (NF: AT)  Fig: 43

nhibiteurs de 2eme signal de
Inhibit de 2eme signal d

-Drshipidémic ~

Traitement ¢ induction

Corticostéroides | Réduction de T'mflammation par | -I"atrophie

costimulation ~nhibition de la scerction de evtokines en - musculaire

inhibant la fixation nucléaire des -0SLEOPOTOse

facteurs de transcription  AP-1 et -diabete

| NF-kB '™ -dyslipidemie,

'ﬁ SHTA, ™
Inhibitcurs de 3eme signal | Anticorps “inhibant la fixation de U'IL2 sur son | -réactions
d’action de cytokines cantirceepteur de réeepteur (sous  unité o de RIL2) | anaph\labthue

I'interfcukine-2

exprime sur les lymphocytes T actives, i

-Mieux tolérés'

Traitement préventif

(basiliximab. " innibe la prolifération des Ly T'*
dachzunmb) ' Fig 44 '
Inhibiteurs En diminuant la prolifération des Ly | -néphrotoxicite
de.mTOR Cinduite par les cytokines telles que moindre que ICN
sirolimus, PIL2, PIL3. VIl ou I'ILo ™ -tubulotomqm
I"everohmus Anemie..
Inhibiteurs de deme Signal | Le ~C’est  un  Inhibiteur  reversible, = -anemie
de  svnthese  dacides | Mycophenolate  spécifique et non  compétititt  de  -leucopenie
nuclciques ou  Mofeth L(MME) - "IMPDH. i1 bloque la voie de . -lvmphome
antiprolifCratifs Cellecpt synthése de novo des bases puriques | -tumeurs
- (guaning) ¢n inhibant la prolifération des -malignes
Ly Figds Ccutanées T
anticorps polv-clonaux anti- © La - 1Is sont diriges contre les lvmphocytes | -Réactions
Ivimphocytes thymoglobuline  humains en particulier les | allergiques et
- GAL lo2

lymphocytes T

~anaphvlactique

- -thrombopénie

s . TN
maladie serique

Inhibiteurs de 17 signal (_1_&_!_(_»:;_)3;_@: _________
d activation lvmphoevtaire  + Tacrohimus . ~
Inhibiteurs de 2cme signal de ‘ " Corticostéroide //
costimulation S - : e e . B
- anticorps CAC antihgand  de CDH0 bloqmnl Non Rapportes
- monoclonaux ['interaction CD40-CD40L |
 MRI : |
- proteines de | bloquent la liaison entre les molécules Non Rapportes
fusion - B7(CDSO, CD86) et CD28 ™

- (belatacept ' Fig 46

iy

. abatacept )

F'raitement d’entretien

)l

x
‘
P

Inhibiteurs de 3eme signal - Inhibiteurs
d action de exvtokines - de.mTOR
Inhibiteurs de 4eme Signal | MMF

de svnthese dracides
nuclciques

v
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. Laathoprinc | Un mhibitcur des  bases  punques.  -leucopenie
' analogue des bases purines. il altere la = anemie.
- synthese de 'ADN des !_\ﬂ'i‘nphoc_\;'tes‘l” - thrombopénie
- -hepatite
: MDeuse'™
Inhibiteurs de 2eme signal de | Corticostéroides | /'/
costimulation ‘ i :
les anticorps monoclonaux | Muromonab . Elimination des Ly T par liaison au | -lymphopénie
(OKT3) CD3 et par stinulation de la  moderee
phagocvtose ou de la lyse par le |- syndrome de
? complément ' detresse
} ‘ respiratoire
5 e aigue™
ICN tacrolimus. /] |
Inhibiteurs de 3eme signal - MMF

]

La desensibilisation - Plasmaphcrescs

-Hypotension

~purification sanguine extra corporelle.
: -frisson

repose sur des échanges plasmatiques

- Immunoadsorpn

MENT CURATIF

- destinés a epurer les anticorps anti | -ficvre..
| HLA déléteres™ B
- consiste a adsorber les anticorps anti- = -Reaction

"HLA sur une colonne de protéine A allergiques

i . 133 !

- staphvlococcigue L -nausees
-vomissement

Cagit soit  par  lintermédiaire  du |
fragment F(ab")2 des lgG. soit par le
fragment Fc qui fixe le complément

1
[

- {molécule Clqg)' ™~

on
adud les 1\"]%
-
&
L

Rituximab

=anti CD20

c1l entraine une depletion massne des  -frisson
flvmphocvtes B . ce qui conduit a une -cephales
- chimination rapide des cellules B du sang  _ipalaise

[ e . 198
- et des tissus -hypotension

Inhibiteur
" Protcasome
i ¢ bortézomib)

. Fraction

¢ Termmale

i Complement
- ( ¢culizumab)

Du

Du

Inhibition D¢ La

centraine ["apoptose des plasmocytes - Non Rapporte

normaux. ce qui diminue la svnthese !
Doy : 19y i
_dallo-anticorps

CEn se hant au €5 avec une haute  Non R apporte

s affinite et inhibe ainsi "activation de

i : . . 182 i
- la voie terminale du complément

i

4

Tableau - Classification des traitements de rejet.
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[CICLOSPORWE]

-
é
]

[TRASCRIPTION DES GENES ( IL) |

Figure 43 : schéma representatif de mode d action des inhibiteurs de calcineurine
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Figure 44 - schema representatif de mode d action des Acs anti récepteur de I'IL2
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Figure 45 : representation schematique du mecanisme d’action de I'MMF

T cell

B

Figure 46 : representation schematique du mecanisme d action des protéines de fusion et des AC

monoclonaux
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Partie pratique :

Matériel et méthode :

I-Matériel :

I-1 Matériel biologique :

Notre travail a ete réalisé au niveau de 1'unite d immunologie de Hassiba Ben Bouali du CHU
de Blida.

1l s’agit d’une étude retrospective réalisee  sur 359 patients suftisants rénaux stade
terminale hémodialyses transplantés ou en attente d une transplantation. recrutes pendant 6 ans
allant de janvier 2006 a Décembre 2012.

[-2 Matériel non biologique :

[l represente I'ensemble de materiels que nous avons utilise au laboratorre : (Annexe 3)

e Verreries : tubes ACD, tubes secs, tubes coniques, cellules Malassez, plaque de Terasaki
lames et lamelles. ..

e Appareillages pour typage HLA: Thermoblok, Vortex. micro-centrifugeuse.
centrifugeuse,  Extracteur d"ADN automatise¢ BIOROBOT, Cuve de migration, genérateur.
thermocycleur. Transtluminateur 200, geldoc. voltmetre. logiciel de lecture de microplaque,
microscope a fluorescence mverse.

e Appareillage pour ELISA : Lecture ELISA a micro plaque.

e Réactifs (kits utilisés - One LAMBDA, LAT '™ Mixed, kit Quiagen DNA Blood, Micro-
SSP DNA typing Tray.....)

e Ainsi que les dossiers des malades : composes d'une fiche de renseignements sur
laquelle sont mentionnées des informations relatives a chaque couple D/R, Une fiche de
serotheque, une pour le typage HLA du couple D /R, et une fiche de resultats de la recherche et
d identification des Ac. (Annexe 4)

Ces informations sont également portées sur un support informatise afin de creer une source
de donnees facilement consultable.

Les informations représentées dans un fichier sous forme d'Excel sont : nom. prenom. sexe.
age. date de 1" prelevement. date de Uinsuftisance rénale, date de 17 dialyse,. .. etc et toute
autre information semble €tre nécessaire pour le suivi de ces malades (Annexe 4)

Les etudes statistiques ont ete effectuees grace a un logiciel « Excel », et les etudes
comparatives ont éte realisées par le logiciel « Compare ».

~J
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1I- Méthode :

Les malades recrutés dans notre échantillon ont beneficié d une epreuve de groupage ABO ou
la compatibilité a été exigée entre chaque couple D/R, ils sont envoves au niveau de I'unité
d immunologie de Hassiba Ben Bouali pour completer les autres tests immunologiques
nécessaires pour une grette ulterreur:

Receveur Donneurvivant

~ ™\

Sélection ABO,
HLA:A BetDR

Sun1
Q Immunologique ,

“

Ac preformes Ac post
transplantaton

Visea-ves d'uz Vigea-vis das Ly T
paral d'AgHLA 2t B du donreur
decigsse D etil

Cross match pres
transplantation

|
Figure 47 : Diagramme des tests d histocompatibilités ettectuées au niveau de I'unite de
Hassiba Ben Bouali.

II-1 Préléevement :
On preéleve du sang veineux ou on a besoin de :

e 2tubes pour le receveur I'un avec anticoagulant : ACD (V=8 5ml) => pour le
typage HLA et le CXM. L’autre tube sec (V=Sml) = pour la recherche des Ac anti
HLA

e Iseul tube pour le donneur sur ACD (V=8 .5ml) =» pour le typage HLA. et le CXM
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A-Prélévement sur tube ACD. B-Prélévement sur tube sec.

Figure 48: Les prelevements realises pour les differents tests immunologiques.

[1-2 Etude de polvmorphisme HLA :

L. etude du polymorphisme HLA s’effectue principalement par deux types de techniques -
e Les techniques sérologiques qui permettent de definir les Ag HLA.
e Les techniques de biologie moleéculaire qui permettent d etudier les genes.

11-2-1Techniques sérologique :

La détermination des Ag HLA de classe [ (A, B) et de classe 1 (DR) se fait par reaction de
microlvmphocytotoxicite (LCT).

11-2-1-1 : Principe de la réaction de microlymphocvtotoxicité (L.CT) :

11 s’agit d’une technique en deux temps dérivée de celle de Terasaki et qui consiste a incuber
les LY du sujet a typer, préalablement isolés. avec des serums tests en presence de complement
de lapin utilisé en exceés Si les Ly sont porteurs de I'Ag correspondant au serum utilise. il se
produit une altération de la membrane cellulaire entrainant une lyse qui peut €tre révelée par un
colorant vital ou fluorescent (bieu Trypan. eosine, Fluoroquench)

11-2-1-1-A : Ac utilisés :

Les Ac utilisés sont des Ac anti HL A de classe I et 1T qui sont de deux sortes

e Des alloantisérums - ils proviennent de femmes multipares -+, de polvtranstuses, ou
d’immunisés volontaires. Les antisérums anti-classe I necessitent une ¢limination des Ac anti
classe 11 par adsorption sur plaquettes (DR-et AB+)=» kit AB 72, DR72.

e Des Ac monoclonaux =» kit LM 144,

1I-2-1-1-B : Cibles utilisées :

-Les Ly totaux du sang peripherique =» Typage HLA classe I (ABC).
-Ly B periphériques =» Typage HLA classe 11 (DR, DQ).
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11-2-1-2 Technigue de séparation des Ly :

Les tests immunologiques etfectués dans ce conteste necessitent des populations de
Ivmphocytes purifiées, plusieurs techniques sont utilisées pour separer les LY et les sous
population lvmphocytaire -

11-2-1-2-A : Séparation des Ly totaux {(T+B) :

La séparation en gradient de Ficoll Isopaque de densite {1,077) est basc¢e sur la différence
de densité existante entre les LY et les autres cellules plus denses tels que les erythrocytes et
les polynucléaires. L anneau de Ly est obtenu apres centrifugation a grande vitesse pendant
une courte durée de temps.

= Mode operatoire . (Annexe 6)
- Diluer le sang total (un volume de 8.5 a 10 ml) au ': en ajoutant de I'eau physiologique

ou un tampon PBS a pH = 7.2.
- Déposer doucement a la surface du MSL (1/3 MSL pour 2/3 sang dilu€). dans un tube a
tond conique, en plastique.
- Centrifuger le tube 20 min a 1800t / mn a 25°C

Plasma

4——————— (CMN

GR

Figure 49: | e resultat de séparation par technique de Ficoll.

- Recuperer la couche de I'anneau lymphocvtaire a l'interface entre le plasma et le
melange MSL.

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

- Laver deux fois la suspension lvmphocytaire dans de 1'eau physiologique, par
centrifugation a 2500t/mn pendant 10mn.

- Resuspendre le culot de Ly on ajoutant =500ul de solution nutritif de Hanks c’est la
solution mere de travail. (fig.50)
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Figure 50 [a solution mere de travail.

-Enumérer au 12 au Lasarus sur cellules de Malassez. Le nombre de cellules en
millions /ml. est obtenu en appliquant la formules suivante

N.2,1000,100

*N= nombre de cellules par champ

A- Dépdt de mélange Lasaruss solution mere B- Lecture sur microscope optigue G40,
sur cellules Malasser.
Figure 51: Enumeration sur cellule de Malassez.

-Verifier la variabilite des Ly et ajuster la suspension a 2000-2500 cellules /ul soit par une
dilution (on ajoutant de solution de Hanks) soit par une concentration selon le nombre des

lymphocytes, ¢ est la solution fille de travail

L.a suspension des Ly totaux est ainsi préte a I’emploi pour le typage HLA classe | (A, B,) et
le cross match.

11-2-1-2-B Séparation des Ly B :
Pour le typage HILA DR, I"enrichissement en LY B est obligatoire et peut se faire par la
séparation a I’aide de bille immunomagnetiques :
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Les billes immunomagnetiques sont des particules paramagnetiques couplees a des Ac
monoclonaux anti CD 19 (Fluorobeads B) permettant I'isolement rapide et specifique des Ly
B CD19+ a partir de sang total préleve sur anti coagulant selon le protocole suivant :

= Mode opératoire : (Annexe 7)

- Diluer le sang prelevé a partir du sang total (V= 8. Sml) avec anti coagulant au ' dans de
I"eau physiologique et melanger delicatement.

Figure 52: Le prélevement de sang total sur ACD diluee avec de I'eau physiologique.

- Resuspendre tres soigneusement les Fluorobeads avant ['emploi, et agiter environ 10 secondes.
- Ajouter 100u! d’Ac monoclonaux anti CD 19 lies a des billes immunomagnetiques avec 2ml
de sang prealablement dilue et boucher immediatement le tube.

- Agiter doucement le tube 3 min a 20-25°C pour permettre aux billes de fixer les cellules B, par
retournement a la main.

- Déboucher et placer le tube sur un aimant pendant 2min.

- Eliminer le surnageant a I'aide d'une pipette, puis retirer le tube de I'aimant.

- Laver les LY B dans (2ml) de solution de lavage.

-Resuspendre doucement et replacer le tube sur "aimant pour I min.

-Eliminer le surnageant et repcter 1'etape de lavage 2fois.

-Resuspendre le culot lvmphocytaire dans 100ul de solution nutritive de Hanks c’est la solution
mere.

-Proceder a I'estimation en déposant par ordre lul. 2ul, et 3 ul de la solution mere dans les puits
de la plaque de Terasaki en rajoutant Sul de colorant (Fluoroquench) dans chaque puits. Et faire
une estimation du nombre de Ly au microscope a fluorescence inverse (G.40) atin de choisir le
volume adeéquat de la solution mere a utiliser.
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Remarque :

e Les Ly T peuvent étre purifiés par la méme technique, en utilisant des Fluorobeads-T de
diameétre inferieur a 1u couples a des Ac monoclonaux ant1 CD2.
e Les Ly B peuvent étre purifiées par la méme technique decrite ci-dessus, a partir de la

suspension de LY totaux.

11-2-1-3 Tvpage HLA par technique de LCT : {Annexe 8)

[1-2-1-3 —A : Préparation des plaques de Terasaki :

Les plaques utilisées sont a I'état lvophilisées en les rajoutant .
=» [ ul de I'eau physiologique.
<> 1 goutte d huile da paraftine.

Ils sont donc prét a 'emplot.

§1-2-1-3-B : Pour le typage HLA

- Distribuer 1l de la solution fille (suspension lvmphocytaire) dans les plaques de Térasaki

prét a 'emploi par une seringue Hamilton =¥ typage HLA (A, B).

-Mettre le volume adeéquat de la suspension lvmphocytaire B dans des plaques de Térasaki
pre a 'emploi=» tvpage HLA (DR. DQ).

“ o e

] 3 3 1 R T
-Ajouter 3 ul de complement de lapin. N
e % 4 & P

L3 I : P

’ £ & ® 4

-Incuber pendant theure a +22°C. (fig.55) fo b 23 : ;
5 o L3080

; i

»

-Ajouter 3 ul de solution de Fluoroquench.

Figure 53 ' Les plaques de Terasaki apres incubation.

1}-2-1-3-C : Lecture :

=» Apres coloration a 'acridine orange /Bromure d éthidium : (Fluoroquench)

Cette coloration peut remplacer le bleu Trypan ou ['éosine dans le cas d'un typage HLA
classe 1, elle est la seule a pouvoir étre utilisee pour le tvpage HLA classe Il eftectue apres
separation sur billes magnetiques. La lecture des plaques se fait comme suit :

» La reaction positive montre des cellules mortes fluorescentes colorees en rouge. Le
Bromure d Ethidium ne traverse pas la membrane des cellules intactes. il se lie au DNA des
cellules mortes et émet une tluorescence rouge a 608nm.
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» La reaction negative montre des cellules vivantes fluorescentes colorees en vert
L acridine orange traverse la membrane des cellules intactes, se lie au DNA des cellules vivantes
et émet une fluorescence verte a 535 nm apres une excitation a 440 nm.

~ Le score des reactions exprime le pourcentage des cellules mortes. St le témoin negatif
contient des cellules mortes, ce pourcentage devra étre ajusté en conséquence. L echelle standard
est la survante :

Score Cellules  Résultats - Observation au
mortes (%) | | microscope a
| !
; j fluorescence
1 ? 0-10 , Négatit i
| ;
|
| |
2 ! 11-20 Douteux
| : négatit
| |
' ! 11-20% de ceilutes mortes
4 3 21-50 Positif faible
|
1 i e calider rawres
| o e Sositif .
6 .: 51-80 | Positit Réaction "6
|
| : | .
8 i 81-100 ; Tres posiuf
i
|
1

I ceifuies marrey

Interprétable

Tableau: Score selon |'échelle standard ASHIL
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11-2-1-3-D : Interprétation des résultats (Voir exemple en annexe 9) :

Linterpretation du phenotvpe HLA se fait grace aux plans de batteries indiquant la
localisation et la spécificite des serums.

[1-2-2 Techniques de biologie moléculaire :

I etude du polymorphisme HLA peut se faire apres amplification genique in vitro par I"'ADN
polymerase (PCR).

11-2-2-1 La PCR :

La "Polymérase Chain Réaction” PCR ou amplification génique par la "DNA polymérase”.
consiste en une amplification specifique. se faisant sur un mode exponentiel, d une partie de la
il

matrice d’ADN bornee par deux amorces complémentaires des extrémités 3 de la sequence
nucleotidique.

Les réactits nécessaires pour realiser la PCR sont
e La matrice dADN
¢ Deux amorces oligonucleotidiques (Primers)
o Les quatre desoxynucleotides tri-phosphate (dNTP)
e La DNA - polymerase thermoresistante
e Un tampon salin adéquat contenant une concentration approprice de MgCL-.

Chaque réaction d"amplification comporte trois etapes se succedant precisement et necessitant
chacune une température diftérente : (Fig. 54)
e Etape de denaturation . elle correspond au passage du DNA double brin au DNA

simple brin par chauffage +94°C pendant 30 secondes a 1min.

e [tape d'hybridation : elle s’eftectue a une temperature variant de + 45°C a + 70 “C
pendant 30 secondes en tonction da la Tm des amorces oligonucléotidiques.
e FEtape d elongation :_elle correspond a I'extension des amorces par incubation avec la

DNA- polymeérase, et les quatre desoxyribonucleotides- triphosphates, a +72°C
(temperature optimale de 'activite de 'enzyme) si bien qu'un nouveau brin de DNA
peut étre synthetise.
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Ces trois etapes actuellement. automatisees grace a un thermocycleur. sont repetees 15 a 60
tois selon le protocole utilise avec un optimum aux environs de 30 cycles.

g’ Ao~ p Amorce ’ ' ?,
Amorce d—_ -~ ~_- 3

e J}UY
Synthése de DNA

5: S —— 3’ DNA a amplifier

T A neosyriretise

’

4——-—-—-—-—-———-—\/‘\_/\/\_/3!

5 3
3’ SN |’ ‘/, \

Simple brin de DNA complémentaire,

modeéle pour la synthése du DNA Dénaturation
L1 amorce
Synfhése FNLA s
de DNA it

Et ainsi de suite

Figure 54: Amplification de ’ADN par DNA polymerase.
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11-2-2-2 : Extraction de PADN i partir du sang périphérique : (Annexe 10)

Il existe plusieurs techniques dextraction de 'ADN a partir du sang peripherique. La

technique utilisée dans notre laboratoire est la technique dc QUIAGEN

=>»Les reactifs de Kit

» Bufter AL - pres a Pemplot
AW : 44 ml on lui rajoute 25mi d"ethanol.
AW2 - 43ml on lui rajoute 30 ml d"ethanol.

N

Buffer AE : prés a 'emploi.

Al

Figure 55: réactifs du Kit de Quiagen.
=>»Mode opératoire - Technique QUIAGEN (KIT QI Aamp & DNA Blood Mini Kit)

-Centrifuger a 2000 T/ mn pendant 10mn a temperature ambiante un volume de 8,5 mi de

sang total prelever sur un tube ACD . (Figure)

_Enlever, a l'aide d’une pipette pasteur. le Buffv-coat au maximum (V=200ul) jusqu’a

obtenir un culot bien blanc.

- Mettre le volume de 200ul de Buffy-coeat dans un Eppendorf et lui rajouter 200l de la

solution AL et 20ul de protéase sous forme liquide.

-Remettre en suspension, au Vortex pendant quelques secondes.

-Placer 'Eppendorf dans le thermoblok (pour la dénaturation de I’ADN) pendant
10mn.

-Ajouter 200pl de I'éthanol. et agiter on plagant I'Eppendorf dans le Vortex pendant
quelques secondes.

-Transtérer le contenu de I'Eppendort dans une colonne de QUIAGEN.

-Centrifuger a 13000 tours pendant Imin.

-Jeter la poubelle de la colonne avec son contenu et la remplacer par une autre.

-Ajouter 500ul de la solution AWI (solution de lavage) et centnifuger la colonne a
13000 tours pendant 1mn.

-Jeter la poubelle de colonne et la remplacer par une autre.

-Ajouter 300p! de la solution AW?2 et centrifuger a 14000 tours pendant Smun.

-Transférer la colonne a filtre dans un Eppendorf et Ajouter 200ul du tampon AE.

- laisser I'Eppendorf pendant Smin a une temperature ambiante.

-Centrifuger a 13000 tours pendant Tmin.
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- L"ADN est alors prét pour le typage HLA, apres mesure de la densite optique de I"ADN
extrait.
-Diviser la quantité de ' ADN sur 2 Eppendort comme suit
e SOul =»pourle typage HLA de classe 1.

o Le reste=>»pour le typage HLA de classe L.

Figure 56 L.”ADN apres extraction.

11-2-2-3 Typage HL A classe 1 Générigue par PCR-SSP :

=> Le principe

C’est une méthode de tvpage par PCR basee sur la spécificite d’amorces plutdt que sur
I"hybridation avec des oligosondes. Cette spécificite repose sur le fait que le dernier nucleotide
en 3 de I"amorce doit obligatoirement s hybrider sur le brin d”ADN complementaire pour que
I"amplification soit positive dans les conditions réactionnelles choisies.

Le typage est déterminé par conséquent par la présence ou l'absence du produit de PCR
visualise sur gel d’agarose

Chaque typage comporte plusieurs reactions PCR realisees dans des tubes contenant des
Primers Ivophilisés spécitiques d'un allele ou d'un groupe d’alleles ainsi qu'un controle interne
qui valide la reaction PCR.

= Mode opératoire ;. (Protocole ONE LAMBDA)

a- Préparation de la plaque de Micro-SSP

-Sortir les plaques de typage et le D-Mix (tampon contenant du MgCL: et les 4 dANTP) et les
laisser prendre la temperature ambiante. La Taq polvmérase n’est retirée du froid qu'au moment
de I'utilisation.

-Prendre 5.6ul de Taq polymeérase et le verser dans le D-Mix.
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-Prendre 9 ul de ce melange (Tag/D-Mix) avec lul de tampon PCR et le mettre dans le puits H1
c’est le controle négatif

-Ajouter 111ul du DNA dans le melange D-Mix/Taq et agiter au vortex

-Répartir le meélange DNA/D-Mix/Taq a raison de 10ul dans tous les puits des plaques sauf dans
les puits contréle negatit’

b- Réalisation de la PCR :

-Bien fermer la plaque a 'aide de 1'adheésif et la placer dans le thermocvcleur tvpe GeneAnp
PCR system 9700.
-Poser dessus le tampon de pression et fermer le thermocycieur et lancer le programme de PCR

{environ [H16 min pour ONE LAMBDA).

Figure 57 Introduction de la plaque de Terasaki dans le thermocycleur.

c- Electrophorese sur gel d agarose :

¢ Preparation de gel :

-Prendre 1,25 ¢ d’agarose en poudre et lui rajoute 30 ml de tampon tri borate EDTA.
-Placer le melange dans la micro-onde pendant 3a 4nin.
-Faire sortir le mélange de la micro-onde et lui rajoute quelques goutes de bromure d ethidium.
-Ecouler le melange sur la plaque de migration et laisser refroidir quelque secondes.
-Placer les empreintes sur la plaque de migration pendant quelques minutes.
-Enlever les empreintes de la plaque et I'emerger par un tampon PCR qui permettra le passage
cde courant electrique entre 1'anode et la cathode.
La plaque est alors préte a 'emplor.
e La migration sur gel :
-Le produit d"amplification est transferé dans les 96 puits de la plaque de migration par une
pipette multi canaux.
-Couvrir la boite a electrophorese et brancher sur le generateur. La migration se fait al40 volts

pendant 4min.
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Figure 58 migration sur gel d agarose.

=» [_ecture et interprétation :

La visualisation des bandes d’électrophorése est réalisee par lecture sous UV Geldoc (fig. A) et
I"interpretation des résultats (fig. 39 B) necessite I'utilisation du logiciel et des planches fournies
HL A Fusion dont .

e e controle interne doit étre présent dans tous les puits sauf le témoin negatif.

e Siungéne HLA a été amplifié. une bande de migration superieure au temoin est visible.

A - Lecture de la plaque d’¢lectrophorese B : Interpretation.

Par le Geldoc.

Figure 89 - Lecture et interprétation d’un resultat de typage par PCR SSP.
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e Le controle interne peut étre faible ou inexistant dans les puits positifs.
e Si le controle interne et /ou la bande positive sont vus dans le temoimn negatif, la

manipulation doit étre refaite.

11-3 : Techniques de recherche des anticorps anti-HLA

La recherche d anticorps anti-HL A de classe [ et 11 se fait dans les situations suivantes :

e Systématiquement chez les patients durant la periode de suivie pre et post gretie.

e Au cours des evénements immunisants (transtusion. grossesse. grefte).

i.a méthode utilisée dans le laboratoire pour leur recherche est la technique immunoenzymatique
ELISA sur un pool d antigenes purifies.

11-3-1 Recherche des anticorps anti HLA classe I et II d isotvpe I2G par technique

immunoenzymatique ELISA (ELISA LAT-M "): (voire annexe 11)

I-3-1-a : Principe :

Le kit ELISA-LAT (Lambda Antigen Try) est reahse pour la detection des anticorps de type
lgG anti-HLA de classe 1 et 1l specifique chez les receveurs. Hl contient tous les reactifs
nécessaires a la realisation du test.

Les puits de plaques de Terasaki sont coatees avec des antigenes HLA purifies sur colonnes
d"affinite La fixation specifique des anticorps du serum a tester avec le pool d antigene est
deétectée, apres incubation. avec un conjugue anti-IgG humaine couple a la phosphate alcaline.
La liaison du conjugué est revelee par un substrat specifique de 'enzyme. Une mesure
quantitative de la couleur bleue développee est effectuee par spectrophotometrie a 630 nm.

II-3-1-b : Mode opératoire :

Tous les réactifs sont fournis, certains doivent étre reconstitues :

Plaque de Terasaki
Sérum controle 10x

Eau distillée stérile

lg G antthumaine conjuguée a la phosphatase alcaline 100x B iluene
Diluent pour anticorps Ix s -

Tampon pour lavage 10x

Substrat colorimeétrique. composant A et B

Solution d arrét 1x

-Retirer les plaques de Terasaki (LAT) recouvertes d antigenes HLA classe I ou Il purtfies et
lvophilises.
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-Distribuer :

WMHIBLDRDY - LOTREE SxDIS ISP

10ul de diluant des anticorps dans les puits - 1. A-B, 2 : C-D-E.

10ul de serums de contrdles dilués au 1/10 dans le diluant des anticorps (8ul du serum
contrdle+ 72ul de diluent) dans les puits (1: C-D-E-F-G-H).

Et 10pl de chaque échantillon dilué au 2 dans le diluant des anticorps dans les différents
puits. (on peut mettre 10 serums dans une plaque).

Couvrir la plaque et incuber | heure a température ambiante (+20° _25°C).

Vider les puits par retournement. Ne pas laisser secher les puits.

Distribuer 20ul de solution de lavage 10x diluée au 1/10 dans de I'eau dés-ionisée par
puits ou remplir la plaque de solutton.

Melanger doucement et vider les puits par retournement.

Répeter une fois 'etape de lavage.

Ajouter 10ul d"immun-sérum de souris anti-lgG humaine conjugué a la phosphatase
alcaline dilue 1/100 avec le diluant des anticorps.(dans la rangée 1 et dans C.D.E du
2eme, et sur les sérums).

Replacer le couvercle. Apres une incubation de 40mn a 20-25°C vider les puits par
retournement et faire deux lavages.

Ajouter 10ul de substrat enzymatique BCIP aprés preparation par mélange d'un volume
des solutions A et B (550ul de A + 550ul du B).

Replacer le couvercle et incuber 15mn a 37°C et a I'obscurité.

Distribuer Sul de solution d arrét par puits.

Lire les résultats immediatement, a I'ceil ou avec un lecteur ELISA adapté aux plaques de
Terasakt a 630 nm.
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1-3-1-¢ : Lecture des résultats et interprétation:

Cette methode permet la détection des Ac anti HLA.
Un résultat positif se traduit par un changement de la coloration, les puits positifs adopteront une
coloration bleue visible a I'ceil nue. (Image A)
La plaque de Terasaki est ensuite introduite dans un lecteur d’Elisa et qui sera analyseé grace a un
logiciel HLA fusion. (Image B)
e Les puits des sérums positifs apparaissent en rouge, de méme que le contréle positif doit
I"étre sinon les résultats ne seront pas interpretables. (image C)
¢ Un resultat est negatif si les puits n’adopte pas de couleur bleu, et dans le logiciel
n"apparaissent pas en rouge.

.»
.
»

*

= Réaction positive...
du sérum S

C

Figure 60: Interprétation des résultats d’Elisa par le logiciel
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(]




Partie pratique matériels et méthodes

I1-3-1-d : Identification des Ac anti HLA et interprétation :

En cas de positivite de la détection des allo Ac anti HL A, une étape d’identification de leur
specificité est effectuée afin de voire si ces Ac peuvent étre deléteres pour le gretfon quand ils
sont spécifiques des antigenes HLA du donneur.

La méthode est réalisée de la méme facon précedemment decrite au dessus, saut que la dilution
du sérum est de 1/3 sur des plaques de Terasaki.

On effectue cette recherche sur deux plaques. une pour HLA classe 1. dont laquelle on peut
mettre un seul sérum, et I'autre pour la classe 11, dont on peut faire sur cette plaque 2 serums.

Les figures 61 et 62 montrent les Ag contenus dans chaque puits.

Un exemple d’un résultat d’identification des Ac est donne en annexe.
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Figure 61 : Ag dans les puits pour I'interprétation des résultats d’identification des Ac anti
classe L.
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Figure 62 : Ag dans les puits pour I'interpretation des resultats d’identification des Ac anti
Classe I1

11-3-2 : Cross match par Lymphocytotoxicité : (voire annexe 12)

I1-3-2-a : Principe :

La réaction de cross match (CXM) consiste a mettre en présence le (les) serum(s) du receveur
avec les lymphocytes du donneur afin de dépister des anticorps cytotoxiques anti-donneur
pouvant conduire au rejet hyperaigu du greffon. Elle se fait principalement par
microlymphocytotoxicite complement dependante.

Il peut étre appelé C XM initial ou final selon le moment dont lequel il est eftectue au cours du
sutvi du receveur :
- Le CMI est etfectue sur le premier serum du receveur.
- Le CMF est demandé juste avant la grette, il est réalise a partir du sérum du jour et
egalement sur d’autre serum historique du malade

# Cibles utilisés:
Ce sont les lymphocytes totaux du donneur preépares extemporanément.

» Témoins :
»  Positifs - il s’agit du sérum antilymphocytaire (SAL) et serum d un patient dialyse

hyperimmunise.
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*  Neégatif © ¢’est du sérum AB décomplementé, provenant d'un donneur de sang. non

immunisé et sans anticorps lymphocytaires.

Remarque :

Un auto-cross match mettant en présence le serum du receveur et ces cellules est souvent
réalisé. La présence d’auto anticorps est confirmee par la positivité de la réaction de

L.ymphocytotoxicité avec les cellules autologues de I'individu.

11-3-2-b : Mode opératoire :

- Prélévement du sang total du receveur et donneur sur ACD (anticoagulant).
- Dilution a > avec de ["eau physiologique.
e Separation des lymphocytes totaux. des LT et LB a partir du sang du donneur par deux

meéthodes de séparation (sur Ficoll et par billes immunomagnetiques).

A

LN

Les Ly B et Ly T separes. Les Ly totaux.
Figure 63 - Les lvmphocytes apres leur separation.
e Sur la plaque de Terasaki :

Cest une plaque qui est composée de 12 lignes numerotés de 1->12 et de 8 colonnes de

ASF
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Figure 64 : Plaque de Terasaki avant son remplissage.
-Mettre de 1'huile de paraffine dans tous les puits pour en éviter |’ évaporation.

-Distribuer dans les puits A. B, C et dans les puits D, E, F respectivement 1ul, 2pl, 3ul du

serum.
On peut mettre plusieurs sérums sur la méme plaque et aussi |'autocross match.

-Remplir les puits par les cellules séparees T et B et totaux (voire fig.65) avec un temoin positif
et un aufre négatif.

[ )

T

h

10

Figure 65 : Représentation schematique d'une plaque de Terasaki pour I'épreuve de CXM.
-Incubation pendant 30mn.

-Ajout du complement dans tous les puits.
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-Incubation pendant TH.

-Ajout du colorant « Fluoroquench » (Sml) par une seringue Hamilton dans chaque puits.
-Lecture a "aide d un microscope a fluorescence.

N.B:

On realise deux plaques de Terasaki pour un malade afin de confirmer les resultats.

H-3-2-¢ : Interprétation des résultats :

La lecture des resultats se tait par un microscope a fluorescence inverse

- Temoin positif doit étre positif représente par une lyse cellulaire totale a 100%.

- Le témoin negatit doit étre negatif ¢'est-a-dire une lyvse a 0% (si faible pourcentage de
mortalite, dite de base, les serums suivants dotvent étre lus en comparaison avec le serum
temoin negatit).

- Tout les sérums de « + » superieur a la base. est rendu positif sur 'ensemble des serums
testés du receveur Le cross match est rendu positif.

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

Remarque : afin d éviter toute tausse positivite, distribuer toujours le temoin positit en dernier
et avec une seringue difterente.
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n

RESULTATS :

Nous avons realise une etude retrospective. a fin d’analyser les 359 dossiers des malades recrutes
durant toute la periode incluent dans notre échantillon.
I- Résultats de suivi des malades avant la greffe :

1) Répartition des malades selon le sexe:

Le sexe Homme | Femme
Nombre des 222 | 137
B malades L N
Le pourcentage®s 62% o 3%

38%

& Homme

W Femme

Graphe 1: Répartition des malades selon le sexe.

Dans notre echantillon, on remarque une prédominance masculine. dont 62% des receveurs sont
des hommes, alors que 38% sont des femmes, avec un sexe ratio=1,6.
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2) Répartition des malades selon 1’age et les tranches d’age :

Age <20

20-30

30-40

nombre des

____malades 44

_ Le pourcentage 12%

40%

35%

30%

25%

20%

12%

15%

10%

5%

0%

20-30

27%

30-40

40-50

15%

50-60

7%

1%

60<

Graphe 2: Répartition des malades selon 1'age et les tranches d’age.

La reépartition des malades selon ['age et les tranches d’age a montre une prédominance des

malades de la tranche d’dge comprise entre 20et 40s avec un pourcentage de 65%, ce qui nous amene

a dire que la majorité de nos malades avait un age jeune, dont on a note que la moyenne d age est de
31 ans avec des extrémes allant de 20 mois a 68 ans.

3) Répartition des malades selon le CHU demandeur

o

CHU ' Blida | Parnet | T.ouzou @ Tlemcene | Béni Sidi bel | Oran | Bab el = Mustapha
3 ; ! ; . messous | abbesse | '~ oued -
Nombre des | 205 | 49 350 20 17 o1 9 2
patients P ' - ) : | " ‘ S
Le C506% | 14% 10% 6% 5% 400 305 - D9, 0,02%
pourcentage ‘
99




Partie pratique

_Résultats

56%

60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

N=359

Graphe 3: Répartition des malades selon le service demandeur.

P

On remarque que plus de la moitié des malades recrutés dans notre echantillon. font parti du CHU

de Blida avec un pourcentage de 56%, puis un peu plus loin arriveras les autres CHU dans Pordre est

comme suit
CHU Parnet=>» 14%
CHU Tizi ouzou = 10%
CHU Tiemcene =» 6%
CHU Beni Messous =¥ 5%
CHU Sidi Belabesse =»4%
CHU ORAN =23%
(CHU Bab El oued=» 2%
CHU Mustapha c’est le plus bas avec un pourcentage inferieur a 1%

4) Répartition des malades selon le recrutement par an :

Année | 2006 | 2007 2008 2009 | 2010 2011 2012
Le pourcentage
des malades % = 4% | 20% . 37% | 12% | 10% 11% 6%0
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 N=359

40%
35%
30%
25%
20%
15%

10%
4%

B

0%

2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012

Graphe 4 : Repartition des malades selon le recrutement par an.

En se basant sur le nombre des malades recrutes par an, on constate que le plus grand nombre
d’entre eux a ete regu pendant I'annee 2008 avec un pourcentage de 37% alors que le plus taible
pourcentage des malades etait en 2006 avec 4% seulement. entre ces deux extrémes se situ les autres
annees dans 'ordre comme suit :

[."année 2007 avec un pourcentage de 20%.

Les annees 2009, 2011, et 2010 avec un pourcentage semblable =11% pour chaque annee.

Et en fin 'année 2012 qui represente un pourcentage de 6%.

5) Répartition des malades selon les résultats de tvpage HLA :

H i 1‘
. ___compatibilit¢  HLA identique  HLA semi identique . HLA non identique |
| Nombre des ; j
malades | 51 ; 281 '3 27 |
_ Le pourcentage % 14% 78% ‘ 8%
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iy

| N=359

80%
70%
60%
50%
40%
30% 14%
8%

HLA identique HLA semi identique HLA non identique

20%

10%

0%

Graphe 5 : Répartition des malades selon les resultats du tvpage HLA.
L analyse des résultats illustrés dans ce graphe concernant I"étude de la compatibilite HLA, montre

que parmi nos couples D /R recrutes (N=359), 78% avaient des HLA semi identiques. 14% etaient
identiques et 8% n avaient aucune compatibilité HLA entre eux, ils sont donc non identiques.

6) Répartition des malades selon les événements immunisants :

A-Transfusion :

1- La présence de transfusion :

Transfusion Transfusion (-) | transfusion (+)
Nombre des patients o ‘ 243
Le pourcentage %o 32% 68%
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S 68%
70%
60%
20% 32%
40%
30%
20%

10%

0%
transfusion - transfusion +

Graphe 6 : La repartition des malades selon la presence ou ["absence de transfusion.

Parmi 359 malades recrutes. 68% (116) ont éte transfusés au moins une fois contre 32% (243) qui
nont ete jamais transtuses.

2- La frequence de transfusion

'Transfusion B 1 2. 3.3
Nombre des ' ; : |
malades 76 41 hi 73

_Le pourcentage % | 3%, 17%,. 2294 30%:

N=243
35%

31%

30%

22%

25%

17%

20%

15%

10%

5%

0%

Graphe 7 : Repartition des malades transtuses selon la frequence de transtusion.
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Sur 243 malades transfusés un pourcentage de 30% sont des polytranstuses (plus de
3transfusion), le reste ¢’est des malades 70%, sont des malades qui ont subis moins de trois
transtusions dont le pourcentage est représenté comme sui -

=>»31% des malades ont recu une seule transfusion.

= 17% des malades ont recu deux transfusions.

=>»22% des malades ont recu trois transfusions.

B-Grossesse :

Nombre de i
grossesse 0 ‘ 1 2 : 3 % >3
Nombre des : |
malades 11 5 6 5 ' 2

fad

1
Le pourcentage % 81% ; 49%% 4% 1% 10%%

N=137

90% 81%
80%
70%
60%
50%
40%

30%

10%

20%
4% 4% 1%

o 1 2 3 >3

10%

0%

Graphe 8 : Répartition des malades selon le nombre de Grossesse.

Les résultats repreésentés dans ce graphe montre clatrement que la majorité des femmes recrutées
dans notre échantillon (81%6) n"ont jamais fait de grossesse. contre 19% des femmes qui ont fait au
moins une grossesse dont la répartition est la suivante

=» 4% des femmes ont fait Iseule grossesse et le méme pourcentage pour les femmes qui ont fait 2
grossesses.

=» 1% des femmes ont fait 3 grossesses.

= Et en fin 10% des femmes ont fait plus de trois grossesses avec un maximum de 9 grossesses.

104




= =

Partie pratique Résultats

7) Répartition des malades selon les résultats de la recherche des Ac

A- Les Ae de classe I et 11 :

Résultats des Ac Ac - Ac +
Nombre des 1
malades . 301 58

‘Le pourcentage % 84% 16%

| N=359 |

90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

84%

Ac - Ac+

Graphe 9 : Repartition des malades selon les resultats de la recherche d”Ac de Classe 1 et 11

Parmi les malades recrutes (N=359). seul 16 % ont developpe des Ac anti HLA avant la gretfe dont
le recueille d information n'était pas assez complet concernant le PRA pour dire qu’il s’agit des
malades immunisés ou hyperimmunises.

Le reste des malades, representes par un pourcentage de 84% n ont pas developpe des Ac anti
HLA, 1ls sont done consideres comme non immunises,

Pour plus de speciticite on a calcule la positivite en Ac de classe 1 et 1l separément dont les
resultats sont representes dans les deux graphes suivants :

B- Les Ac de classe | :

Résultats des Ac | Ac classe I- } Ac classe 1+
| i
51

Nombre des patients . 308

Le pourcentage % | 86%% ‘ 14%
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N=359

86%

90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Ac-

14%

Ac+

Graphe 10 : Repartition des malades selon les résultats de la recherche d”Ac de Classe L.

On note que. parmi nos malades (N=359). 14% ont developpe des Ac anti HL A de Classe 1. contre

86% qui n’ont pas developpe d"Ac anti HLLA de classe I
C- Les Ac de classe 11 -

Résultats des Ac

_Ac classe 1I-

Ac classe H+

_Le nombre des malades | 327 32 f
Le pourcentage % 91% 9% ;
91%
9%

Ac+

Graphe 11 : Repartition des malades selon les resultats de la recherche d"Ac¢ de Classe 1
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Pour les Ac anti HLLA de classe 11, la positivite du résultat a eté remarquee chez 9% des malades
recrutés, alors que le reste des malades 91% avait des resultats négative concernant la presence d”Ac
anti HLLA da classe 11.

8) Repartition des malades selon les résultats de cross match :

Résultat de CXM CXM () CXM (+)

Nombre des malades 335 24

' Le pourcentage? 93% ;. 7% |

93%

100%

80%

60%

40%

7%

20%

CXM - XM +

Graphe 12 : Répartition des malades selon les resultats du cross match.

Les resultats obtenu concernant le cross match montre que ce dernier était négative sur tous les
serums preleves avant la greffe chez 93% des malades. alors qu’il etait positif au moins une seul fois
avant la gretfe chez le reste des malades c'est-a-dire 7%.

9) Fréquence d apparition d’Ac anti HIL.A en cas d’événement immunisant {(transfusion et /ou
grossesse) :

I- Les Ae de classe I !

! "Acclassel +  Acclasse - TOTAL
j En Présence ‘ “ |

d’événement immunisant 12,81%: 56.82% 069.60%
En I’absence d’événement ]
immunisant i [.40% 28.90% 30.40%
| i o
TOTAL 140 86% 100%
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P=10- 3
ORT'GQ
12,81% )
14,00% ’
# Evenement immunisant +
12,00% 8 Evenement immunisant -
10,00%
8,00%
6,00%
1,40%
4,00% e
0,00%

Acdeclasse I Acde classe 1

Graphe 13 : Evénements immunisants et apparition d’Ac antt HLA de classe 1.

L analyse des resultats mentionnés dans ce graphe, nous amenons a dire qu'il existe une difference
significative concernant "apparition des Acs anti HLA de classe I entre les malades ayant des

événements immunisants et les malades n’ayant pas des evenements immunisants (12,81 Vs 1, 40),

cela est démontre par le calcule de P=10 .

D autre part. le calcule de OR= 4,69 et donc1, illustre que : I'évenement immunisant est un

facteur de risque en faveur d apparition d"Ac anti HLA de classe [.

Y

2- Les Ac de classe Il

l |
‘ Ac classe 11+ | Ac classe TI- TOTAL
En Présence
d’événement immunisant 7.80% " 61.80% 69.80%
En ’absence d"événement ;
immunisant 1.20% ‘ 29 20% | 30.40% L
TOTAL 9% 91% L 100%
108




Partie pratique Résultats

= O3S D N a2 EE EE 32 EE BEEEE N .S O EEOTE I

P=0,021
OR=3.31

7.80% { \ # Evenement
— immunisant +

8,00% # Evenement

7,00% immunisant -

6,00%
5,00%

4,00%

1,20%

3,00%
2,00%
1,00%

0,00%

Graphe 14 . Evénements immunisants et I'apparition d’Ac anti HLA de classe 11.
On constate que les résultats obtenu concernant I"apparition des Acs anti HLA de classe 11, sont
semblables avec les résultats préceédents, avec une simple variation des valeurs dont:

(7.80% Vs 1,20%) avec P=0,021 et OR=331.

Donc on peut dire que quelque soit la classe d"Ac, I'evenement immunisant est considere comme un
tacteur de risque qui favorise leur apparition.

10) Fréquence d’apparition d’Ac anti HILLA en cas de transfusion :

1- Ac de clusse I ;

f Ac classe I+ | Ac classe I- Total

Présence de |

transfusion . 12.50% 55,100 07,70%

 Absence de "

transfusion 1.60% 30.60% . 32,30%

_Total 1420%  8570%.  100%
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14,00%
12,00%
10,00%

8,00%

# Transfusion +

#® Transfusion-

6,00%
4,00%
2,00%
0,00%

1,60%

Acdeclasse | Acde classe |

Graphe 15 : Transfusion et I'apparition d"Ac antt HLLA de classe L.

Les résultats illustres dans ce graphe montrent clairement, qu’il existe une difference significative
concernant Iapparition des Ac anti HL A de classe I, entre les malades ayant fait des transfusions et
ceux qui n’ont jamais ete transfuses, (12,5% Vs 1,60%). cela est déemontre par le calcule de P= 0,001

Par ailleurs le calcule de OR= 4,17 >1. nous permettons de dire que la transtusion est un tacteur
de risque en faveur de developpement d”Ac anti HL A de classe 1.

2- Ac de classe I :

} Ac classe 11+ ' Ac classe 11- r Total
Transfusion + 7.80% 59.80% | 67.60%
 Transfusion - F.10% 31.10% 3240%
Total 9% 91% 100% |
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8,00%
7,00%
6,00%
5,00%
4,00%
3,00%
2,00%

# Transfusion+

& Transfusion-

1,10%

1,00%

0,00%
Acdeclasse 11 Ac de classe 1l

Graphe 16 : Transtusion et apparition d”Ac anti HLLA de classe 11.
Les resultats obtenu, sont les mémes avec les precedents en sens de variation, concernant
"apparition des Ac anti HL A de classe Il saut que les valeurs de P et OR sont ditferents dont on a
(7,80 % Vs 1,1%) = P=0.012 et OR=3,65.

Donc on peut dire que les transfusions sont un facteur de risque favorisant le développement d”Ac
anti HLA que ce soit de classe | ou 11

11) Le nombre de transfusion et Uapparition d’Ac anti HL.A

1- Ac de classe I -

o ; Ac classe I+ | Ac classe |- Total )
o 160%,  30,60%  32.30%
L 220% 1.80% . 21.10%
2 0.80% 180°  21.10%

>2 9 40% 25.60% | 35%
Total | 1420%  85.69% 100%
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P=0,001
OR=0,24
35,00% P=—1o-7
30,60% OR= 4,70
30,00% / \
25,60%
25,00%
20,00% % AC CLASSE 1+
# AC CLASSE |-
15,00%
P= 0,301 P=0,179
OR= 0,66
10,00%
5,00%
0,00%

Graphe 17 : Fréquence des transfusions et apparition d” Ac antt HLA de classe I

Les constatations des résultats illustrés dans ce graphe, nous orientons a motionner que :

=>» Le risque d’apparition d alloAc anti HLLA de classe I augmente avec le nombre de transfusion,
plus précisément apres la 2eme transtusion pour notre échantillon, cela est demontre par le calcule de
P=10" et OR= 4.68.

=» Les malades n"ayant pas regu une transtusion sont protéges contre une réponse allogenique
humoral, dont P=0,001 et OR=0.24.

2- Acde classe 11 :

. Ac classe II+ | Ac classe 11- Total
0 10% 3120% . 32.30%
1 S 130% 0 19.70% | 21.16%
2 0.80% 10.50%  11.40%
2 O 560% | 2950% 35.09%
_Total 9% 91% L 100%
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P=0,012
OR= 0,27 P=0,001
OR=3,47
[ \
. 31,20% )
35,00% P=0,424 29.50%
OR=0,67
30,00%
{———A—\ P=0,703
25,00% 19,70% OR=0,79
# AC CLASSE I+
20,00% { \ & AC CLASSE Ii-
15,00% 10,50%
10,00%
5,00%
0,00%

Graphe 18 : Fréquence de transfusion et apparition d”Ac anti HLA classe 11.

Les résultats mentionnes dans ce graphe en matiere de risque d apparition d”Ac anti HLA de classe
1T ont les mémes interpretations avec les resultats précedents { Ac de classe 1), sauf qu'une simple
difterence des valeurs de P et d"OR dont :

=» On note toujours un risque eleve d apparition d’allo Ac anti HLA de classe 11, chez les malades
qui ont subis plus de deux transfusions sanguine par rapport a ceux qui ont fait une ou deux
transtusions, cela est illustre par le calcule de p=0,001 et OR=3.47.

=> Les malades n’avant pas regu une transtusion sanguine sont egalement protégés contre
["apparition d”Ac anti HLLA de classe 1T dont P=0,012 et OR=0,27

11- Résultats de suivi des malades greffés :

1) Répartition des malades selon la greffe :

A) La totalité des malades :

P wgrgffe _______ owi ) _Y)VOII

. Nombre des malades 128 i 23

__Le pourcentage 36% 64%
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N= 359 64%

70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

greffés Non greffés

Graphe 19 - Repartition des malades greftes.

Parmi nos malades 36% (128) ont été greftes, alors que 64% (201) sont encore en attente d une
greffe.

B) lLes malades de Blida :

Greffe | oui Non

. Nombre des malades 06 136

70%
60%
50% 33%
40%
30%
20%
10%

0%
Greffés Non greffés

Graphe 20 - Repartition des malades de Blida selon la realisation de la grefte.

Parmi les malades explorés du CHU de Blida, 33% sont greftes, le reste 67% sont encore en attente.
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) Le taux des malades greffés selon les CHU :

| CHU Blida . Hors Bgllgj.‘i
nombre des
) greffés : 66 ol
Le pourcentage
% 5% | 48%
N=359 52%

52%

51%

50%

48%

49%

48%

47%

46%
Blida Hors Blida

Graphe 21 : Répartition des malades greffes a Blida et hors Blida.

Parmi les malades greffés (N=128), 52% font parti du CHU de Blida. tandis que 48% tont parti des
autres CHU.

D) Ré partition des greffes effectués a Blida par année :

Année de ; | 5 ‘ |
greffe 2006 2007 2008 ' 2009 @ 2010 - 2011 @ 2012 ; 2013

 Nombre des | | | ; f !

~ malades | o312 1L 5 S A 8 j 4

_pourcentage% 1% | 20% | 18%  17°% 8% | 18% | 12% &%
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20%
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16%
14%
12%
10%
8%
6%
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1%
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2%

8%

2008 2009 2010 2011 2012

6%

2013

Graphe 22 : Repartition des malades greffés de Blida par annee.

En se basant sur I"activite de la réalisation des gretfes au niveau du CHU de Blida, on remarque une
activité accrue au cours des années 2007, 2008, et 2009 dont elles présentent dans |"ensemble un

pourcentage de 55%. Egalement un pic a ete observe au cours de ['annee 2011,

2) Répartition des malades greffés selon I’'Age et les tranches d’age :

Age <20 2030 30-40 . 40-50 ]
Nombre des :
malades 10 55 44 5
_Le pourcentage % 8% | d43% | 34% . 1% | 4%
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N=128
45%
40%
35%
30%
25%
20%
15%
10%

5%

0%

43%

8%

4%

<20 20-30 30-40 40-50 50-60
Graphe 23 : Repartition des malades gretfes selon ["age et les tranches d’age.
On constate que la population de nos malades ¢tait jeune. dont plus de 77% des malades qui ont
béneficie d’une greffe avant une tranche d age comprise entre 20 et 40 ans.

Cela est confirmé par le calcule de la médiane qui egal a 26 ans avec des extrémes allant de 10 ans
jusqu’a 57 ans.

3) Répartition des malades greffés selon le sexe :

. Sexe des malades Homme = Femme |
' Nombre des malades 8s 43
Le pourcentage % 06% 34%
34%

B Homme

i Femme

Graphe 24 : Repartition des malades greftes selon le sexe.

On note une predominance masculine des malades gretfes (66% Vs 34%) avec un sexe ratio egal a
1.9
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4) Répartition des malades greffés selon Ia compatibilité HLA

| La compatibilité "HLA HLA semi HLA non
} HLA _identique  'identique  identique

' Nombre des |
 malades 24 102

s

| Le pourcentage 199, 0%, | 1o

N=128 80%

19%

1%

HLA HLA semi HLA non
identique identique identique

Graphe 25 : Repartition des malades greftes selon la compatibilite HLA.
En se basant sur les résultats d’étude de compatibilité, on constate que la majorite des grettes ont ete

realisés entre des couples D/R semi identiques avec un pourcentage de 80 %, alors quel9% sont des
couples identique, le reste 1% sont des couples non identique.

5) Répartition des malades greffés de CHU Blida selon la survenu de rejet :

__La survenu de rejet _Rejet () Rejet (+)

L.e nombre des malades 55 IJ

Le pourcentage % 8?"01 179-0;
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20%
10%
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Rejet - Rejet+
Graphe 26 : Repartition des greffes de Blida selon la servenu de rejet.

Au cours de Ja surveillance de nos malades grettés du CHU de Blida (66). on a note que : 17% (11)
ont developpe un episode de rejet.

6) Répartition des malades qui ont fait le rejet selon la compatibilité HLA :

" La compatibilité | HLA | HLA semi . HLA non |
: HLA identique | identique | identique
Nombre des T
’ malades 3 7 b
Le pourcentage % | 27% . 64% 9% |

83% & HLA
identique
90% & HLA semi
80% identique
= HLA non
70% identique
60%
50% S
40%
30%
20%
10%
0%

Rejet - Rejet+

Graphe 27 : Repartition des malades qui ont fait le rejet selon la compatibilite HL A
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Parmi les 11 malades qui ont fait un rejet, 7 d entre eux étaient semi identiques avec leurs donneurs.
alors que 3 étaient identiques avec leur donneurs, et seulement un qui n"était pas identique.

7) Répartition des malades greffés selon les résultais de la recherche des Ac avant la greffe :

A) La totalité des malades :

Résultats des Ac Ac+ Ac -

i

Malades greffés 12 e

l Le pourcentage | e (‘)”U_n‘

90%

100%
80%
60%
40% 10%

20%

0%
Ac + Ac -

Graphe 28 : Reépartition des malades greffes selon les résultats de la recherche des Ac avant la greffe.

Dans I"ensemble des malades greftés. 10% avaient des Ac anti HLA (classe I et/ou Il) avant la gretfe.
tandis que 90% n’en avaient pas.

B) Les malades de Blida :

i Résultats des Ac Ac- Act
Nombre des
malades 606 | 3
. Le pourcentage” 93% . 7%
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Discussion :

I- Données démographiques :

Dans notre série on note une prédominance masculine des malades enregistrés en vu d une
transplantation renale avec un sexe ratio égal a 1,6. Ces malades présentent une insutfisance
rénale terminale et leur résultat cite ci dessus peut étre correle avec les registres Europeens
qui ont noté que ~ lincidence de linsutfisance rénale terminale. est plus €levée chez les

hommes que chez les femmes.

Dans le registre europeen. le ratio des sexes varie de 1,1 en Belgique a 1,7 au Portugal,
celui de la France étant ¢égal a L4 (29). Comme celui des Etats-Unis(184). Ce ratio varie
selon la pathologie a l'origine de I'insuffisance renale.

De méme une étude a eté faite par A HOUZET sur 1203 patients en attente de greffe
rénale au niveau de CHU de NANTES entre 1998 et 2002, ou les pourcentages rapportes
concernant le sexe des malades sont S6% pour les hommes etd3.3 %opour les femmes(83).

Cette inégalité des sexes face a I'imsuffisance rénale est la consequence de I'incidence plus
élevée de certaines causes d'insuffisance rénale chez 'homme, telle que la nephropathie a [gA.
mais plus encore, a pathologie egale, a la progression plus rapide des maladies renales chez
les hommes par rapport aux femmes (152).

De méme. la majorité de nos malades sont jeune, avec une moyenne dage de 31 ans.
Ces resultats sont similaires avec ceux portant sur une étude prospective effectuee par Salah
H et coll au CHU de Beni Messous entre 1983 et 1985 Cet auteur a fait ressortir que l'age

moven de 13 000 insuffisants renaux au stade terminale se situe a moins de 40 ans (178).

Par ailleurs. une étude eépidemiologique de I'insutfisance renale chronique en France et
dans certains pays Européens. a montré que sur 4693 patients atteints de cette pathologie,
I"age meédian etait de 71 ans (51).

La comparaison avec I'dge moven des insuffisants rénaux des pays Europeens. celui de
I"Algérie et celui de notre échantillonnage. montre qu'il v a une ditference de 30 ans. Cette
discordance peut s’expliquer par :

- La gestion de laccessibilité aux soins des personnes a haut risque dans les pays
industrialises (103).

-Une hygiene de vie réglementée et plus adaptee dans les pays occidentaux, pouvant
minimiser les facteurs de risque en faveur d une insuffisance renale.

-La différence de quantification des trois échantillonnages rattaches aux etudes sus citees.
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11- Recrutement des malades par année et par CHU

L existence d infrastructure au CHU de Blida comme celle de 'unit¢ de immunologie.
lieu de notre eétude. nous a permis de recruter la plupart de nos patients(56%) ainsi que
d autres rentrant dans le cadre de la collaboration inter CHU. La totalite de ces patients ayant
eté soumis au bilan immunologique pré grefte au niveau de la dite unite.

En Algérie. la premiére greffe rénale a ete réalisée en juin 1986 avec un rein de
donneur vivant apparenté, mais les programmes ont et¢ assez rapidement interrompus et
n'ont repris que lentement dans les années 2000 sous l'impulsion, de nouvelles directives
ministérielles, qui ont permet d’ériger trois centres de transplantation rénale: le CHU d'Alger-
Centre (Service de Réanimation Polyvalente), la Clinique Daksi de Constantine
(Ftablissement Hospitalier Spécialisé dans les maladies du rein) et le CHU de Blida (Service
de Chirurgie Génerale).

La création de ces centres et 1'existence d’un cadre de collaboration inter hospitaliere afin
de répondre au nombre croissant de demande de gretfe rénale . a permis de constater durant
I"annee 2008. I'atteinte d’un pic d’exploration des tests immunologiques rentrants dans le
bilan pre greffe.

111- La compatibilité HLA receveur /donneur :

Notre serie detude a porté sur la transplantation renale a partir de donneur vivant. ce
dernier faisant partie de la famille du receveur (pere. mere, frere. sceur, entants.. ). Cette
situation a fait ressortir que : 78% des couples D/R enregistrés avec une compatibilite semi

/.

identique, 14% avec une compatibilité identique et 8% avec une compatibilite non
identique.

1V- Les phénoménes immunisants chez nos malades explorés :

Les Ac anti HLA cytotoxiques préesents dans le sérum du receveur avant la grefte, sont
responsables du rejet hyperaigu. Chez les patients immunises. le rejet aigu est plus precoce
plus fréquent. plus sévere et plus résistant aux traitements que chez les patients non
immumses (196).

Ces Ac apparaissent suite a un évenement immunisant :

1) Les Transfusions :

La majorité des patients qui souffrent d’insuffisance renale avancée souffrent aussi
d’anémie Cette anémie est due a une diminution de la production rénale d erythropoietine
(EPO) (151).

Toute anémie chez un patient avant une maladie renale chronique doit étre explore quel
que soit le niveau de sa fonction rénale. La prise en charge de cette anemie comprend la
correction de la carence martiale, le traitement par EPO, et lorsque cela est possible.
I'elimination des facteurs de résistance a I'EPO(33). Les transfusions doivent étre evitees
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autant que possible chez les malades renaux chroniques et chez les patients en attente de
transplantation (risque d'allo immunisation).

Les seules indications des transtusions sanguines chez ces patients sont .

- une anémie symptomatique et un facteur de risque associe tel que © le diabete.
I"insuffisance cardiaque, la coronaropathie. I'arteriopathie obliterante des membres inférieur.
"age avance.

- une aggravation aigue de /‘anémie par perte sanguine (hemorragie ou chirurgie), ou
hemolyse (506).

Ce qui peut étre le cas de nos malades dont on a note que 68% ont subit au moins une
transfusion en vu de corriger leur anémie.

[.e nombre des malades polytranstusées est assez remarquable 30%. chose qui doit étre
signalé a fin de connaitre les causes reelles de cette pratique, que ['on explique par le fait que

- Le diagnostic de I'insuffisance rénale de nos malades n’est pas pose en premier lieu pour
éviter le traitement danemie par des transtusions sanguines, c'est-a-dire que 'anemie est
considérer comme la cause de pathologie alors qu’elle est la consequence de celle-ci.

- Le taux d hémoglobine de nos malades enregistrés en vu d'une transplantation, en
fonction de sa valeur., peut étre a l'onigine d'une aggravation de I'anémie nécessitant la
prescription de transtusions sanguines en urgence.

2- Grossesse :

L.a majorité de nos patientes explorees 81%. n'ont jamais fait de grossesse. cela peut étre
explique par le fait que des moditications hormonales et du cvele menstruel sont tfréquentes
chez les patientes presentant une IRC. La fertiliteé est inversement proportionnelle au degre de
dysfonction rénale. Chez les patientes avec une insuttisance renale terminale (IRT).
l'incidence d'une grossesse n'est plus que de 0.5% par annee.

Apres transplantation et avec l'amelioration de la fonction rénale, la fertilite est
généralement restaurée Le pourcentage de grossesses aboutissant a un enfant viable est de
70-100% chez les patientes présentant une [RC modérée ou apres transplantation Pour des
femmes avec une IRT en dialyse, ce taux baisse a 50% (77).

V- L’état immunitaire des patients explorés :

I- Le cross match :

Le cross match pré-transplantation renale est pratique systématiquement pour détecter les
differents Ac anti donneur pouvant étre presents chez le receveur. Cest le reflet du statut
immunitaire serologique du receveur vis-a-vis de 'organe grefte.
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Dans notre série d étude, malgre le grand nombre de malades qui ont fait au moins un
phenomene immunisant ¢ est a dire 68% des patients, seul 7% ont présent¢ un cross match
positif. donc des DSA dans leurs serum, situation contre indiquant la grefte et I'exclusion du

donneur.

En se basant sur les données mentionnees dans la litterature (32) Les resultats obtenus au
cours de notre étude. laissent suggérer la pratique de transfusions a partir du sang
prealablement phénotypes dont la compatibilite a ¢tait exigee

On peut également expliquer ces résultats par I'exploration HLA au cours de laquelle
92% des couples D/R se sont reveles compatibles, diminuant ainsi le pourcentage de
positivite du cross match a 7%.

2- La présence d"Ac anti HLA avant la greffe :

Dans notre série d étude, sur 359 patients, 16% ont développes des Ac anti HLA (de
classe 1 et/ ou 11) avant la grettfe, il s’agit des patients immunises dont "apparition de ces Ac
est liés a une sensibilisation prealable (transfusion et /ou grossesse).

Ces Ac anti HLA detectés et identifiés par la technique ELISA sont des Ac d'isotype IgG.
cvtotoxiques.

On note également que la positivité en Ac eté plus remarqué pour la classe I 14% par
rapport a la classe 1l 9%, cela peut étre explique pratiquement par le fait que les produits
sanguins utilisés pour les transtustons (CG standard, CG filtre ..) sont depourvu totalement
ou partiellement des produit des genes de HLA (Ly B+++). sans oublier que la litterature a
mentionné un polymorphisme plus élevé pour la classe I par rapport a la classe 1 (60).

VI- Fréquence d’apparition d’Ac_anti HLA avant la_greffe suite a un événement

immunisant :

Les Ac anti HL A cytotoxiques d’isotype IgG se rencontrent apres transfusion, apres une ou
plusieurs grossesses ou transplantation antérieure (160), c’est a dire apres chaque evenement
immunisant.

Les transfusions sanguines potentialisent egalement ["alloimmunisation secondaire aux
grossesses. L alloimmunisation en situation de primiparité est voisine de 5%(157). Ce
pourcentage s’¢léve a 20% a partir de la deuxieme grossesse puis augmente jusqu’a 30 aS0%
apres cing transtusions (154).

On peut corréler ces résultats avec notre étude pour laquelle on a noté que, I'évenement
immunisant apparait comme un facteur de risque en faveur de I'apparition des Ac anti HLA
de classe I et /ou 1l avec (P= 10 ~ et OR= 4,69) pour la classe 1 et (P=0,021 et OR=3.31)
pour la classe 1.
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Les transfusions isolees ne sont en fait responsables d'une mmmunisation anti-HLA que
chez 9 a 14% des patients transfuses(76)

Okasaki et coll(153) rapportent un taux de 14% d’immunisation anti HLA dans une série
de 186 patients avant reqgu un protocole transtusionnel. Barrou et coll(16) . rapportent un taux
d immunisation de §,7% dans une etude portant sur 52 patients. Dans une etude prospective
et randomisee portant sur des sujets naits, Busson et coll(34). ont observe chez un seul
patient sur 40 transfusés, le développement d'un taux d Ac IgG significatit, apres
administration d une unité de sang incompatible.

Dans notre serie. les transtusions 1solés representent toujours un tacteur de risque de
developpement d’Ac anti HLA de classe I et /ou classe II. En effet. dans notre etude, sur
116 patients avant regu un protocole transfusionnel. 12,5% ont developpes des Ac anti HLA
de classe 1 avec (P= 0,001 et OR=4,17) et 7,8% ont developpes des Ac anti HLA de classe
11, avec (P=0,012 et OR=3,65).

En I'absence de plus de données permettant une meilleure comprehension de I'etat
immunttaire de nos patients, 1l nous est difficile d évaluer Vallo-immunisation due au
protocole transtusionnel

V1I- Fréquence des transfusions et apparition d’Ac¢ anti HLA avant la sreffe :

La relation entre la frequence des transfusions et ['apparition des Ac est diversement
appreciee. Pour Bux J et coll, (35). Pallo-immunisation resultant de transfusion ne semblerait
pas etre en rapport avec le nombre de transtusion, alors que pour d autres auteurs comme
Hachman R et coll (36) la relation dose- réponse existerait en dessous de vingt transfusions.

Les résultats de notre €tude sont en faveur de la deuxieme hvpothese pour laquelle on a
remarque une relation dose réponse a partir de la 2eme transtusion c'est-a-dire que nos
malades transtuses plus de Zfois présentatent un risque d’apparition d° Ac anti HLA (de classe
et /ou Il) plus eleve par rapport a ceux qui n'ont pas eté transfuses ou transfusées moins de
2 fois, dont (P=0,001 et OR=0,24) pour la classe 1 et (p=0,001 et OR=3.47) pour la classe IL

Ces resultats nous orientent comme le recommande la Société algérienne de nephrologie.
dialvse et transplantation lors du séminaire sur ["optimisation du traitement de 'anémie au
cours de l'insuffisance rénale chronique, vers la préconisation de lutilisation de
I"erythropoietine comme outil permettant de corriger les anémie rénale sans avoir recours aux
transtusions chez les patients en instance de grette. Cette politique de santé a déja éte adoptee
dans la plupart des centres au USA a fin d"éviter les transfusions chez les malades candidats a
la grefte(201).
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VIHI- La réalisation des greffes:

En Algérie, l'acces a la transplantation renale est hors de portee pour 80% des patients
souffrant d'une insuffisance reénale chronique terminale. a declare le protesseur Tahar Rayane.
president de la Société Algérienne de Nephrologie, Dialyse et Transplantation (SANDT) au
cours de 18 eme congres national de néphrologie. It a révele que 100 greftes renales étaient
realisees annuellement dans le pays, alors que les besoins mimimums sont de l'ordre de S00
greffes pour une méme période.

Une méme incidence a eté constaté, pour la periode s'etalant de 2006 a 2012, dans notre
série d’étude, au nombre de 359, pour laquelle seulement 128 (36%) malades enregistres,
mais originaire de divers établissements hospitaliers dont le CHU de Blida. ont beneficie de
greffe rénale. Cependant sur les 203 malades explores et suivis au CHU de Bhda seulement
66 (33%) ont béneficie d une greffe rénale dans le méme intervalle de temps.

IX- L aspect démographique des malades greffés :

1) L'Age:

Nos malades greffés présentent un age jeune avec une moyenne de 26 ans Ces résultats
sont comparables avec une étude japonaise qui a fait ressortir que 1'¢pidemiologie de la
areffe rénale pouvait  étre influencée par certaines spécificites culturelles et sociologiques.
Ainsi, au Japon. les patients transplantes sont de plus en plus jeunes (30,2 + 10,8 ans pour les
hommes, et 36,4 £ 8,4 ans pour les femmes) (150).

2) Le Sexe:

Une prédominance masculine est notée chez les malades gretfes. objet de notre etude.
Cela est tout a fait logique au vu du nombre plus important d’hommes par rapport aux
temmes enregistrées dans notre echantillon.

X-La survenue du rejet de greffe (CHU de Blida):

Sur 66 malades transplantes, 17% (11malades) ont developpes un rejet pour le quel le
manque d informations ne nous permet pas de prejuger sur d éventuels  mecanismes qui en
seraient a l'origine.

L age du receveur qui influencerait sur la survie du greffon, est un des parametres
rapporté par plusieurs publications(100).

Cependant des auteurs comme Bilgin, (25) ne rapportent aucune incidence de I'age sur la
survie du greffon.

Dans notre série d'étude il apparait que 1'age du receveur n'influx pas sur la survie de
greffon. En eftet les 11 malades qui ont développe un phenomene de rejet ont une moyenne
d’age e¢al a 28ans, avec des extrémes allant de 10 ans jusqu'a 57 ans et réparti en 8 hommes
et 3 femmes.

127




Parue pratique Discussion

XI- La compatibilité HLLA chez les malades greffés et chez ceux qui ont fait un
rejet:

En transplantation rénale. la compatibilit¢ HLA a montreé un effet bénefique sur le devenir
du gretfon d un donneur vivant(173).

Toutes les études. en transplantation rénale a partir d'un donneur vivant ont conclu a une
meilleure survie des greffons réalisées en situation identique. Sur une large serie (N=62000).
I"'UNOS (United Network for Organ Sharing) fait etat d une survie du gretfon a lan de 95%
(N= 4446) pour les patients HLA identiques et de 90% (N= 16495) pour les patients HLA
semi identique (155).

Dans notre série d etude. la sélection des couples D/R basée sur I'impact de compatibilite
HL A sur la survie du grefton a fait que 80% des greffes ont éte réalises sue des couples HLA
semi identiques. et que 19% ont ete eflectués sur des couples identiques. Notre
échantillonnage c'est-a-dire les 359 couples étaient compatibles dans 99% des cas (repartition
en identique et semi identique).

A cela il est utile de preciser que sur les 11 greffes presentant un phenomene de rejet. 7

sont en compatibilité semi identique. 3 en compatibilité identique et 1 non identique chacun
avec son donneur.

NII- Létat immunitaire des malades greffés :

En ce qui concerne |"état immunitaire de nos patients greftes c'est-a-dire 128, on’ a note
que 10% d’entre eux. qui ont donné un cross match negatif,  ctaient positits en Ac anti HLA
(de classe I et /ou 11) lors du bilan immunologique pré grefte. Pour ceux la. il va lieu de
confirmer I"existence de DSA ou non, afin d exclure tout donneur possedant des Ag interdits
pour le receveur.

Pour ce qui est des malades greftés au CHU de Blida c'est-a-dire 66. 7% des patients avec
réaction de cross match négative étaient positifs en Ac anti HLA (de classe I et /ou de classe
IT) lors de bilan immunologique pré greffe et pour lesquels se pose le méme souci de
contirmation que celui cite ci-dessus.

Par contre. les malades greffés qui ont developpés un phénomene de rejet c'est-a-dire
ITou 17%. ont tous donne un résultat négatit concernant la présence d"Ac anti HLA lors du
bilan pré greffe. Ces mémes malades ont tous presente une reaction de cross match negative
et une compatibilite HL A pour la majorité (seulement un seul cas non identique).

Le manque de données sur ces épisodes de rejet (date de rejet. la nature de rejet,. ..} ainst
que I"absence de mise en place de programme pour le suivi des post gretfes ne nous permet
pas d’évaluer les causes de rejet en ce qui nous concerne c'est-a-dire  'impact
immunologique.
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Conclusion :

.. Meilleure survie du patient, meilleure survie du greffon, meilleure qualite de vie surtout
a long terme c’est les trois points capitaux qui réesument l'effet bénéfique que rapporte la
transplantation rénale aux patients en insuftisance rénale chronique par rapport a la dialyse.

Cet acte dépond principalement de la réponse immunitaire du patient contre le grettfon, qui
pourra dans certaines situations conduire a sa perte.

Pour en éviter ce constat, les patients doivent étre soumis a un suivi immunologique
convenable, qui repose essentiellement sur la constitution de la serotheque en pré et post
greffe qui permettra d’évaluer le risque de rejet et de surveiller Papparition de signe de
dvstonctionnement rénale afin d'instaurer un traitement precoce et adéquat.

Dou intérét de notre travail qui a fait ressortir ['importance majeur de la surveillance
immunologique des malades :

-En amant de la transplantation par 1'établissement d'un bilan d histocompatibilite y
compris la surveillance d’une éventuelle allo immunisation a chaque fois qu’il est necessaire.

-En aval de la transplantation par la recherche systematique d”Ac anti HLA completee par
d autres bilans nécessaires pour le suivi des transplantes.

L analyse de notre serie, portant sur 359 couples, dont 128 transplantations a partir du
donneur vivant sur une période de 6 ans, montre que les resultats sont partfois satistaisantes et
comparables a ceux de la littérature , chose qui doit étre signaler afin de mettre en evidence le
role primordial exerce par ['unité d histocompatibilite de Hassiba Ben Bouali dans la chaine
de suivi. On a noté également partois des discordances des résultats obtenus avec celles de la
littérature, cette discordance peut étre la cause indirecte du manque des informations recoltes
par difficulte d’acces aux donnes.

Au terme de cette étude, on a essayé d atteindre ["ensemble de nos objectifs traceés au
départ, dont on a essayé d’évaluer la qualité de la prise en charge des malades ainsi que les
moyens de leur suivi. et a proposer un protocole afin d assurer la réussite de la TR.

Concernant le reste des objectifs établis pour le suivi des malades en post greffe. la
difficulté d acces aux données nous a empéches a accomplir notre etude.

Comme cloture a de notre étude. on s’est mené a souligner certaines recommandations, ils
sagissent de :

v Etablir une base de donnée la plus compléte possible représente par le dossier
de malade et reporté sur un fichier informatise atin d’étre facilement consultable

v Construire une bonne sérotheque en amont et avale de la transplantation.
élement cle de la fiabilite de la recherche et d'identitication des Ac.
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v Ameliorer la mise en evidence d'une allo-immunisation en matiere de la
sensibilite et la specificite des techmques par I'introduction de la nouvelle technologie
(Elisa single Ag, LUMINEX. ).

v' Créer de forts liens de collaboration entre les professionnels de sante
principalement du service de néphrologie et le laboratoire d histocompatibilite.

v Etablir une bonne communication entre les differents centres nationaux de
transplantation.

v’ Se referer aux agences Internationales concernant les  nouvelles
recommandations et les mises a jour.

v Ameliorer I'acces a la greffe et cela par :

e [’mscription precoce des malades en vue d’une transplantation, des le passage
de leur insuffisance renale au stade terminal.

e [a non exclusion du donneur presentant un CXM positif de classe 1l avec le
receveur en prenant en compte des mesures necessaires.

o Amelioration du systeme de répartition des greftons en adoptant I'approche du
don croise entre donneurs vivants.

e La sensibilisation de la population pour la greffe a partir d'un donneur
cadaverique

e [introduction des programmes pour les patients preésentant des difficultes
d’acces a la grefte : programme Hyper immunise Antigene Permis (HAP) par

exemple.
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Annexe 1

Tableau : spécificités larges, subdivisions et spécificités associées. (3)

Spécificités larges (Broad)

Subdivisions (splits)

A9
A10
Al19
A28

B5
BI2
Bl4
BI5
i B16
B17
B21
B22
B40
B70

Cw3
DR2
DR3

DR5
DR6

DQI1
DQ3

Dweé
Dw?7

Bw4

Bwo6

A23, A24

A25, A26, A34, A66, A6601. A6602
A29, A30, A31, A32, A34, A74
A68. A69

B51.B52

Bd4. B4S

B64. B63

B62. B63. B75.B76. B77
B38. B39

B57, B58

B49, B50

B54. B55, B56

B60, B61

B70,B72

Cw9, Cw10
DR15, DR16
DR17.DR18
DR11.DR12
DR13. DR14

DQ5. DQ6
DQ7. DQ8. DQ9

Dw18. Dwl19

‘ Dwll.Dwl7

B5, B13,B17.B27, B37, B38(16), B44(12). B47. B49(21).

B51(5), B52(5), B53, B57 (17). B59. B63(15), B77(15). A2403.

A24(9), A23(9) A25(10), A32(19)

B7, B8, B14, B18, B22, B35, B39(16), B40. B41, B42. B45(12).

B46, B48, B50(21), B54(22), B55(22). B56(22). B60(40).
B61(40), B62(15). B64(14), B65(14), B67, B70, B71(70).
B72(70), B73, B75(15), B76(15).

Spécificités associées

DRSI

DR2.DRI15(2). DR16(2)

DR3. DR5. DR6.DR1I(3). DR12(3). DR13(6). DR14(6).

- DR17(3). DR18(3). DR1403. DR1404.

DR4. DR7. DR9




Annexe 2 :
Classification de BANFF .

Il existe maintenant une classification histologique dite de « Banff » des 1ésions de rejet et
de toute autre Iésion du transplant. Cette classification permet tout d abord d uniformiser les
critéres histologiques du rejet et ensuite de mieux apprécier le pronostic des Iésions observées.

lLa classification initiale de Banff proposait de classer les rejets aigus en trois grades. Plus
récemment. cette classification a été révisée en ajoutant de nouveaux critéres diagnostiques
permettant d'isoler les rejets aigus humoraux : la fixation de la fraction C4d du complément le
tong des captllaires péritubulaires. Ia présence d anticorps dirigés spécifiqguement contre des
antigenes HLA du donneur. la présence de polynucléaires neutrophiles dans les capillaires
péritubulaires ou dans les glomérules et une fibrose intimale ou une nécrose tubulaire aigud
(Racusen LC. Colvin RB ¢r ¢/l 2003)

Classification de Banff 1997 (modifiée en 2003).

Rein normal - lésions non spécifiques.

Rejet minime - rejet suspecté (borderline).

Rejet aigu humoral :

* [ - nécrose tubulaire aigué avec inflammation discreéte et positivité du C4d sur les capillaires
péritubulaires.

* Il : capillarite avec margination des cellules inflammatoires et/ou thrombose, dépots
d’'immunoglobulines et/ou de C4d .

 [Il : artérite (v3) avec inflammation transpariétale et/ou nécrose fibrinoide de la paroi avec
C4d (+).

Rejet aigu cellulaire :

e grade la : infiltration cellulaire significative avec tubulite (4 Ivmphocyvies par section
tubulaire)

e grade Ib : infiliration cellulaire significative avec tubulite (> 10 lymphocytes par section
tubulaire) ;

e grade Ila : infiltration cellulaire significative avec artérite intimale (v1)

s grade 11b . artérite intimule sévere (> 23 % de la lumiére vasculaire ' v2) ;

e grade 11 : artérite transmurale ou nécrose fibrinoide de la paroi musculaire (v3).
Néphropathie chronique du transplant :

s grade la : fines travées fibreuses (cil) et atrophie tubulaire discréte (ct1) sans signe
d’activité immunologique

* grade Ib : fines travées fibreuses (cil) et atrophie tubulaire discréte (ct1) avec signe
d’activité immunologique

e grade lla : fibrose et atrophie tubulaire modérées (ci2 et ct2) sans signe d uctivité
immunologique ;

s grade IIb : fibrose et atrophie tubulaire modérées (ci2 et ¢t2) avec signe d activité
immunologique :

* grade Illa : fibrose diffuse (ci3). atrophie tubuluire étendue (c¢t3) sans signe d activité
immunologique :

« grade [11b : fibrose diftuse (c¢i3). atrophie tubulaire érendue (c13) avee signe d activité
immunologique.




Annexe 3 . Materiels non biologique

utilises au laboratoire

Type

Photo

Matériel non biologique

Verreries

Numéro

1

Tube a fond conique
en plastique

Tubes ACD

Tube sec

. Colonne de Qiagen

h

| Plaque de Terasaki

Cellules Malassez

Eppendorf




- Seringue de Hamilton » ®
et multi seringue de e e
Hamilton ‘

pissette (o

Micropipette
Et multimicropipette

recipient en plastique

Embouts

-
%*;coi“
®

Portoir pour tubes




Appareillages

14

- Centrifugeuse

« THERMO . .

\ Aimant

« UCAUTION »

16

Centrifugeuse des
Eppendorf

« Centrifuge 5417C »

17

' Vortex

18

GelDoc M XR+
« BIO RAD »

|

i 19 t Micro-onde
i ! ! !
i : :
| | I
| é !
i |
] |

'ﬁ

;
|
| :
| |




20 Thermocvcleur
« GeneAmp*
PCR system 9700 »
21 Thermoblock
« FALC »
22 Microscope optique
« KROSS »
23 Microscope a
. fluorescence
|
24 ; Champ de migration |
| et voltmetre
|
|
|
25 | Etuve ‘ Yo
| |
|




26 L appareil d ELISA ~ ;
« ELX 800 » ‘: [
|
| 27 Solution nutritive |
« HANKS i
, BALANCED SALT
SOLUTION »
; |
|
E
28 Billes
immunomagnetiques :
« FluoroBceads T »
Et « Fluoro Beads B »
]
29 Tampon PBS : i
« phosphate buftered |
saline |
30 Solution saline - ’
« Dulbecco’s §
Phasphate Buffered
Saline »
31 Lymphoprep G
|




Reéactifs

T3 Reacif B
| d’extraction par
| Quiagen
’ | |
! H
’: | |
i I
| i
!
| |
33 | Kit de Quiagen | GO
\ — - !
! i
34 Colorant -
Fluoroquench
|
| 35 PCR buffer f’

X gre R

Nos290

| D-MIX

| Micro SSPT DNA ,

| - typing trays
| R IO
J o e
!
| |
— S i -
38 | Taq polymérase €,
z |
|
| | | R
Noy304
| i
| | |




39

L agarose :

' Sea Kem LE A
AGAROSE
i
40 Tris Borate EDTA R G
Buftfer
i 11 Solution de Bromure
- d’ethidium
|
‘ 3 ‘ “thadium D':J ‘
3 £ Solution
42 ' Diluant « ELISE » |
- LATM-AD : @
- ANTIBODY Diluant “
43 ] Solution de lavage ::
! pour ELISA | .
E i »1::1 (10X) ‘_g ;
- e |




| i 44 - Le conjuguai e ‘
| . - !
; « phosphate alcalin » |
: : |
|
; LA‘I’AP',_ ;
: VigEe R i
‘ 45 ' Substrat d’ELISA
| H . .
| « colorimetric
substrats A et B »
:
| |
! i |
; ! l
46 ' Stop solution
: i |
P i !
§ I i i
| : !
47 Huile de paraftine
| 4 | |
! ! :
f |
48
E |
| |




Annexe4 : Le dossier du patient

CHU DE BLIDA
UNITE HASSIBA BENBOUALI

N° de dossier :

Laboratoire de biologie — Unité d'immunologie -
N° de tel : 025.41.18.95/96 Postes - 221/220

Pr AMEGHLAOUI {Chef d'unite}
Dr Y.BOUCHDOUB
Dr M.L.BOUDJELLA

Fiche de renseignements — Unité de greffe -

(Donneur/Receveur)

Date :.
RECEVEUR :

Date et lieu de naissance: ................... - TSRO

Adresse @ ..o

Origine « ..o N°detel: ... ... ... ...
Centre de dialyse : ..o, Médecin traitant : ...

Antécédents familiaux :

Antécédents personnels :

Etiologie de V'insuffisance rénale :

Date de la 1°™ dialyse : ..o,
Vaccination :

Hépatite [J Diphtérie [J
Rougeole [] Polio ]

Tétanos (]




Evénements immunisants :

1) Transfusions : Oui

Sioui:

Spécifique : QOui
Nombre : ...ocovviiiiin.

O

&

Non

Non

-

-

Date : 15 transfusion & .o oeer e

Zeme
38“’\8
geme
2) Grossesses : Oui ]
Sioui:
Nombre :

transfusion &
transfusion & ..
transfusion @ ..

Date : 1% grossesse & ..o i

Zeme
- 39"\6

4eme

Plus: ......
3) Transplantation ulté

Bilan.du receveur :

1) Groupe sanguin: .........

2) Sérologie :

grossesse :

BrOSSeSSe © .v.voeviveinenne. TR
BrOSSESSE | coiiviiniiienninieeeieeee e

rieur :

HBs: Pos[] Négl(]
HBe : Posl_] Neg (]
EBV: Pos[]J Neéeg([]
HTLV : Pos(] Neg [

Syphilis : Pos [

Bilan demandé :
- Typage HLA []

- Recherche d’anticorps anti-HLA [

- Cross Match []
- Autres :

Neg []

Rhésus D: .........

HBc :
cMV .
HIV
Herpes :

Toxoplasmose . Pos [}

Non [
Phénotype @ .....................
Pos ] Neégl]
Pos ] Nég(]
Pos[ ] Neg (7]
Pos 1] Nég [

Néeg




DONNEUR :

Vivant [] Cadavérique [
N OV L e e PRENOM & . e
Date et lieu de Naissance: ......coooevvvvvveeies @ cevvveveecnnien e
AAIESSE & e
OrigINe & .o ciii e N° de tel :

Antécédents familiaux :

.........................................................................................................................

...................................................................................................................................

...................................................................................................................................

Lien de parenté avec le receveur:

Bilan du donneur :

1) Groupe sanguin: ... ... RhésusD: ........... Phénotype: .. ... .. ..
2) Sérologie:

HBs: Pos(C] NeégUJ HBc: Pos(] Négll

HBe: Pos(] Neg(ll CMV: Pos] Neg(]

EBV: Pos[CJ Neg[J HIV: Pos[] Neg[]

HTLV :Pos(J Nég[J




N' de dossier

Nom :

Age :

N° de tel :

Centre de dialyse :

Groupe sanguin :
Donneur:
Typage HLA :

Donneur:

Fiche d’informations serotheque

ProApAEGHLACU!
Dr Y BOUCHEDOUB
Dr v L BOUDJILLA

Prénom :

Pathologie initiale/origine :
Adresse :

Médecin traitant :

Receveur

Receveur

Date de prélévement

S e e e it e

Fxamens effectues Resultats i

AC Cx M
dosy & | dosn & T 1 e




m

CENTRE HOSPITALO-UNIVERSITAIRE DE BLIDA
LABORATOIRE DE BIOLOGIE

Unitée Hospitalo-Universitaire d'lmmunologie

Blida. e

Resultats du typags HLA et ¢iu Cress Matceh initial

RECEVEUR

Nom :

Prénom

Technique de Microlymphocytotoxicité

DONNEUR
Nom -

Prénom

Technique de Microlymphocytotoxicite

HLA classe |

HLA classe I

Technique de Biclogie Muoléculaire

HLA classe |

HLA olasse H

Technique de Biologie Moléculaire

HLA classe |

{LA classe i} :

HLA classe |

HLA classe |l :

Résultat du Cross Match Initial :

Sérum du :

Cross Match Initial

CXNil par Microlymphocytotoxicite

Le chef d'unite




La version informatisée des dossiers des malades
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Annexe S :

Globules rouges g
Eosinophiles
Neutrophiles
Basophiles
Monocvies
Lymphocytes

Plaquettes

Taille (pm)
76575
12012-15%)
12012-1%)
4.5(9-1h
IS (1520

9 (8-14)

[ 3]
0
-

Taille et densité des cellules sanguines

Densite

YR (LORY-1. 185

L9 10871046,

FUSS (L8217

LA LT tas

LOTHHLO63 1075,

LO63 (LO57- 16Ty

Lado

Vitesse de
seédimentation

"4




Annexe 6 : Protocole de separation des LY totaux par technique de Ficoll

nrggs

¥

3-Centrifugation

6-Addition de
Ia solution de
Hanks

5-Centrifugation




Annexe 7 : Le protocole

e
"

de séparation des LY parte

chnique de bille

v

B




Protocole d’estimation des lvinphocytes

Remplissage de seringue a micton par la solution mére

ﬂ_“
”_'
N 23
1'...‘

‘e
- e
-3
-t
-8

S csee

- ey,

Dépots des gouttes sur la plaque

L.’estimation au microscope
a fluorescence




Annexe 8 : Le protocole de typage par technique serologique : LCT

1- Préparation des plaques de Térasaki :

I-Addition d huile de

2-Addition d’cau physiologique

2-Le typage par LCT proprement dit :

Les plaques de typage remplis




BYaRT

T

Incubation des plaques

L T S “

- R ‘ L "3 -

L B T

L - "G g kg =
LI N T
28 B 2 4 o

g - » 2 LS
> 2L

= - o B . )

s 2200l

Incubation des plaques




3-La lecture :

La lecture sur microscope
fluorescent

3 IO Se callules morres 13 20% de vethies mortes

Réaction "6~

Les résultats possibles
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1- Extraction de ’ADN par technique de quiagen :

Annexe 10 : Le protocole de typage par biologie moleculaire PCR-SSP

Prélevement

e Bufty-coat

- S

prsmaneen

Centritugation

Aspiration de
Bufty-coat

Le Bufty-coat dans un
Eppendorf




Agitation au Vortex

L Eppendorf apres

L Eppendorf dans le
thermoblok

Agitation au
Vortex

agitation
e

&

s

Transfert de

contenu dans
une colonne
de QUIAGEN




Remplacement de la
poubelle par une autre

Addition de la
solution AW1

pendorf

ntriftuge 5417 C

Centrifugation

Addition de la
soltion AW?2




“.,
2
»

Centrifugation

ehpendod
Centriuge 5417C

Addition de la solution

Centrifugation

L”ADN apres extraction
reparti en deux
Eppendrofs et prét pour
le typage




2- Le typage par PCR-SSP :

A-Préparation de la plaque de Micro-SSP

d ‘}\ TR LArABRTIA, NG

foot e

Sortir la plaque et les réactifs

IH ——

o,

Melange D-mix/ Taq avec le
tampon PCR

Deépdt de controle négatit

vl 4G

N

w304




Addition de 'ADN sur le
melange D-mix, Taq

Prendre 10 ul de melange

Vortexer le melange

Repartition de melange DNA/
D-mix/ Taq dans les puits de

la plaque




e

B-Réalisation de la PCR :

Fermeture de la plaque

e e e T LR
s PN

INV 633&3 .

Placement des plaques au
thermocycleur

C-Electrophorése sur gel d’agarose :

¢ Preparation de gel :

Peser d'agarose

Addition de la solution
tamponte




' a

Placement de melange dans le
micro-onde pdt 3a 4 min

Le melange apres dissolution
d’agarose

Addition de Bromure

dethidium

Ecoulement de melange sur la
plague de migration




La plaque préte pour
["utilisation

AR e

Addition de Tampon

Sortir la plaque de
thermocycleur

La migration sur gel :




Transfert de produits
d’amplification dans les puits
de la plaque de migration

La migration

s




D-Lecture et interprétation :

Lecture sou UV Gel doc

Interpretation des resultats /
Logiciel HLA fusion




Annexe 11: Protocole de la technique ELISA LAT-M *:

Distribution du tampon+
serum controle

..

Ajout du serum

Ajout du conjugue

L 4

Préparation du substrat et son
ajout

]
-

Ajout solution

Incuber th
puis favage



Lecture Resultat

F T BEE - e

TenT ety

B




Annexe 12: Protocole du Cross match par LCT

Séparations des Lym totaux, LT et LB a partir du sang dilué

Zoa :
Lpeni ¥

tofaux

Huiler la plaque




Ajout des cellules

Coloration

Lecture
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