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Résumé : 

Introduction : La transplantation rénale est actuellement la solution la plus efficace et la plus 

économique pour la prise en charge de l'insuffisance rénale chronique en phase terminale. 

Elle entraîne cependant une puissante réponse immunitaire dirigée contre le greffon 

allogénique qui nécessite la prise d'un traitement immunosuppresseur à vie. Cette réponse 

allogénique définie par le rejet est dirigée contre des structures tissulaires nommées AL! HLA 

portés par différents types cellulaires. 

Pour prévenir ce risque, les malades sont suivis au cours de leur attente de greffe, et même 

après, afin de rechercher l'apparition dans leurs sérums d'Ac délétères pour le greffon qui 

pourront diminuer sa survie à long terme. Ces Ac sont recherchés surtout après un événement 

immunisant qui favorise l'allo immunisation. L'élément clé du suivi est la constitution de la 

sérothèque qui englobe tous les sérums prélevés du patient. 

La recherche de ces Ac est effectuée par différentes techniques dont leur sensibilité et 

spécificité sont différentes. 

Mettre en évidence les facteurs conduisant à une allo immunisation et influençant 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 l'utilisation des immunosuppresseurs et d'autres 

moyens thérapeutiques (désensibilisation) selon différents schémas instaurés et afin 

d'augmenter les chances de survie du nouvel greffon. 

Objectif : évaluer le suivi les malades en prés et en post greffe 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 à l'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 à effectuer un test de cross match par technique 

sérologique, au même temps une étape 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 

FILA par technique ELISA est effectuée systématiquement dont les résultats révélés positifs 

en screening seront l'objectifs d'une éventuelle identification. 

Résultats : Au total 359 couples ont été explorés. 203 d'entre eux font partie du CHI .  de 

Blida. La prédominance des receveurs était masculine (62%) avec un moyen âge égal à 

31ans. Les résultats d'étude de compatibilité ont révélé une compatibilité semi identique 

majoritaire entre les couples explorés (78%) et même 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 II) a été clairement observée chez les patients qui ont fait des 

phénomènes 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 polytransfusés (P=0,001 et OR=0,24 pour la classe I) et (P=0,001 et OR=3,47 

pour la classe II). Parmi les malades explorés (359). 128 ont été greffés dont 66 font partie 



du CHU de Blida. La recherche d'Ac chez ces malades greffés a révélé une positivité (classe I 

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 asti HLA avant la greffe. 

Conclusion : La greffe est une étape dans le parcours de soin du patient. où elle est 

positionnée comme le meilleur moyen thérapeutique. Travailler en amont de la ureffe. c'est 

assurer une prise en charge des patients pour éviter le risque de rejet du nouvel greffon. C'est 

aussi favoriser la collaboration entre professionnels de santé pour inscrire les patients et 

améliorer l'accès à la greffe par une bonne constitution de sérothèque. Travailler en aval, 

c'est développer des réseaux de soins qui assurent un suivi coordonné et de qualité au plus 

près du patient greffé. 

Mots clés : 
Transplantation, rejet, Ag HLA, sérothèque, événement immunisant. l'alto immunisation. 

immunosuppresseurs. 



Summarv: 

Introduction: Transplanting a kidney is currently the most efficient and the most economical 

solution in case of a chronic terminal kidnev deficiencv. 

This solution strongly answers the immune system against the allogenic transplant which 

needs a lifelong treatment. This allogenic answer, defined by the rejection. is directed against 

cell structures called Ag HLA expressed by different cell types. 

To prevent this risk, patients are watched w hile 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 sérothèque 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 kidnev. 

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

would be safe. It consists firstly 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 classify 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 FILA (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 of Ab anti HLA is clearly observed in the patients \\ ho  have 

shown immunising phenomena (solo transfusion or in association with one or man\ 

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 II). A mong the explored patients (359), 128 of them have been transplanted among \\ ho  

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. h 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 sérothèque. Working after 

means developing cure networks \\ hich  guarantee a coordinated control and quality towards 

the transplanted patients. 

Key words: 	Transplantation. reject. Ag HI A. sérothèque. immunising event. 

alloimmunisation, immunosuppresseurs. 
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Introduction :  

La transplantation rénale (TR) est une thérapie qui consiste à 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 l'espérance de vie 

des patients (65). 

Une transplantation réalisée entre individus génétiquement différents mais appartenant à la 

même espèce est définie comme une allogreffe ou greffe allogénique. c'est le cas d'une TR. 

L'obstacle majeur d'une allogreffe qui est à l'origine des différences génétiques entre le 

donneur et le receveur est le rejet qui est un phénomène de nature immunologique. faisant 

intervenir aussi bien les mécanismes de l'immunité cellulaire que ceux de l'immunité humorale. 

entraînent des lésions du parenchyme rénal pouvant évoluer jusqu'à la destruction totale du 

greffon et la perte de sa fonction, dont les principaux alloantigènes incriminées dans cette 

réponse sont les produits des gènes du complexe majeur d'histocompatibilité (CMH) exprimés 

par le greffon (109). 

En plus de ces Ag HLA. interviennent dans le rejet les Ag érythrocytaires ABO. les Ag de 

systèmes mineurs d'histocompatibilité et des Ag propres aux monocytes. aux cellules 

endothéliales et épithéliales (198). 

La réponse immune de type cellulaire et/ou humorale, dirigée contre tous ces antigènes portés 

par le greffon. permet de distinguer différents types de rejets qui selon leurs mécanismes 

immunopathologique, leurs intensité et leurs délai d'apparition peuvent être : hyper aigus. aigus 

ou chroniques (198). 

Des progrès considérables ont été réalisés ces dernières années. dans le cadre de réduire 

l'action du système immunitaire et donc prévenir et maitriser ces rejets. d'une part la 

connaissance de l'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 paramètre clé du suivi immunologique est représenté par la constitution d'une sérothèque 

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 à un événement 

immunisant. 

Au même temps la maitrise de ces connaissances permettant d' instaurer un schéma 

thérapeutique adapté pour chaque patient. 



Ce présent travaille a porté sur un suivi des malades greffés ou candidats à la greffe recrutés 

au niveau de l'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 moyens thérapeutique d'autre part et donc 

assurer la survie du greffon. 

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

I-Histoire et découverte du système FILA :  

Le complexe majeur d'histocompatibilité (CMH) est un ensemble de gènes, qui 
s'expriment sous forme de molécules de surface de nature glycoprotéique. Ces molécules sont 
des alloantigènes impliqués dans le phénomène de rejet, qui peut survenir lors des 
transplantations rénales. (18) 

Sa découverte a connu plusieurs étapes établies à travers des différents travaux au cours de 

l'histoire 

En 1936, les travaux de Garer et Snell, sur le transfert de tumeurs de souris greffées à 

d'autres souris, ont montré que la greffe était rejetée en cas d'histoincornpatibilité ou tolérée 

en cas d'histocompatibilité. Ce rejet et cette tolérance sont génétiquement dépendants Cela 

amène à la découverte d'un système d'histocompatibilité appelé H:  chez la souris et de 

plusieurs systèmes mineurs. L'existence du CMH a été confirmé ensuite chez tous les 

mammifères, où il porte des noms différents. (18) 

En 1958, J. Dausset met en évidence, dans le sérum d'un sujet atteint d'aplasie médullaire 
et polytransfusé, un alloanticorps qui agglutine les leucocytes de certains sujets. Cela est à 
l'origine de la découverte d'un système allotypique humain appelé FILA ultérieurement mis 
en évidence au niveau de la surface des leucocytes, puis de presque toutes les cellules de 
l'organisme. A l'origine, HLA correspondait à human leucocyte locus A. mais est maintenant 
souvent traduit par humait leucocyte antigen. (18) 

Au cours des études de survie de greffe cutanée, entre donneur et receveur HLA identique 
ou différent, ce système s'est révélé le CMH de l'homme. (18) 

La fonction physiologique du CMH n'a été découverte qu'ultérieurement. La propriété de 
répondre à un antigène particulier dépends du CMI-L appelé pour cette raison gènes de la 
réponse immune. Ultérieurement, Dohertv et Zinkernagel firent en 1974 une découverte 
extrêmement importante la réponse immune vis-à-vis d'un agent viral est restreinte au CMH 
de l'individu. (18) 

En 1969, Patel et Terasaki apportèrent une preuve convaincante de la responsabilité des 

anticorps anti-HLA dans la survenue des rejets de type humoral et décrivaient la technique du 

cross-match par microlymphocytotoxicité dépendante du complément (complmeni-

d(Tencient Éytetexicin° CDC), qui est encore utilisée à l'heure actuelle. (123) 

En 1987, Cristallisation de la première molécule du CMH de classe 1. (69) 

En 1996, Cristallisation du premier complexe TCR-CMH-peptide. (69) 

La connaissance de ce système (CMH) a permis de comprendre les mécanismes de rejet 

d'une greffe d'organe survenant de façon quasi inévitable entre deux individus non apparentés. 

(60) 
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Il-Implication du système HLA dans la transplantation rénale :  

L'importance et l'implication du système FILA était clairement définie dans les 

transplantions rénales depuis tant d'années, grâce aux différentes études établies sur ces gènes 

et leurs molécules. Actuellement, il est reconnu comme étant l'élément central dans le 

contrôle de la réponse immune. (176) 

II-1 Description du système HLA : 

La connaissance des gènes FILA, les molécules qui résultent de leur expression ainsi leurs 

caractéristiques permettent de comprendre le rôle qu'ils peuvent assurer dans les réponses 

face à un greffon. 

I1-1-1 Organisation génétique du complexe HLA : 

La région FILA est située sur le bras court de la sixième paire chromosomique, elle 

comporte de nombreux gènes, partagés en trois classes de structure similaire niais non 

identique, et de fonctions différentes. (60) (Fig.1) 

Ces gènes sont dit classiques ou non classiques. 

-Les gènes classiques sont repartis en 3 classes 

le système HL,-1 de classe I comprend principalement les gènes FILA-A, -B et -C. ils 

codent pour la chaîne ct des molécules de classe I (60). Leur désignation reflète l'ordre 

historique de leur découverte et non leur localisation sur le Chromosome. (176) 

le système IILA de classe II situé dans la région D, est constitué d'un ensemble de 

familles de gènes dont les principales sont HLA-DR (gènes DRA et DRB1), HLA-DQ 

(DQA et DQB) et HLA-DP (DPA et DPB). Pour chacune des familles, il existe des 

gênes fonctionnels et des gènes non fonctionnels (pseudo-gènes). Ils codent pour les 

chaires a et (3 des molécules de classe II. (60) 

Située entre les régions I et Il (entre B et DR), la région III ne renferme pas de gènes 

intervenant dans la présentation antigénique. Elle contient des gènes codant pour des 

protéines du système du complément (C2. C4, facteur B), pour le TNE et pour les 

lymphotoxines. (60) 

-Les gènes HLA non classiques, de classe L ou de classe II, présentent une structure 

proche, plus ou moins polymorphes, pouvant être impliqués dans certaines étapes des 

réponses immunitaires. (60) 
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Gemme structure of the humai MHC chromosome 6 
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Figure I : schéma représentatif de la localisation des gènes FILA sur le bras cours du 

chromosome 6. 

Les gènes FILA sont organisés en plusieurs exons qui correspondent à différents domaines. 

• Evons de classe I sont en nombre de 8, le premier exon code la région 5' non traduite 

et les 24 acide aminé Gia) du peptide signal, Les exons 2, 3 et 4 codent respectivement 

les 3 domaines extramembranaires, les derniers exons codent le peptide de connexion, 

les régions transmembranaires et cytoplasmiques et la région 3' non traduite_ (45) 

L'exon 8 code seulement la région 3' non traduite pour les gênes du locus B, il code 

également la fin de la chaine intra c,,loplasmique des gènes du locus A. (45) (Fig.2) 

Figure 2:  schéma représentatif des exons de FILA I. (03) 

• .»...\-(m de classe Il : sont au nombre de 5, le premier exon code la séquence 	non 

traduite et le peptide signal. Les exons 2 et 3 codent respectivement les domaines a l  et 

a, de la chante a, ou f31, f32 de la chante f3. 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 régions DRB I et DPLG 1. la r gion 

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

Figure 3: schéma représentatif des exons de FILA II. (03) 

11-1-2 :  Structure des molécules _EWA: 

Toutes les molécules du FILA ont en commun d'être composées d'une poche 

extramembranaire fixant les peptides, d'une paire de domaine <K Immunoglobuline-like », d'un 

domaine transmembranaire de fixation à la cellule puis d'une région intra cytoplasmique. 

( 14 I ) 

Les molécules HL-i- I sont composés de deux chaînes polypeptidiques une chaîne lourde 

a, implantée dans la membrane cellulaire, et une chaine légère, la [32microglobuline, qui est 

protéine non glycosylée, associée de façon non covalente a la chaîne lourde a (45), dont son 

gène correspondant est situe sur le chromosome 15. (60) 

La partie extracellulaire de la chaine a est formée de trois domaines a L  u2. (4, comportant 

chacun 90 aa. (45) 

Chaque domaine correspond à un exon distinct. Les domaines a3  et Pqnicroglobuline sont 

relativement conservés et son homologues à un domaine constant d'une immunoglobuline. 

(45) 
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Figure 4  : Molécule HLA de classe 1. Les régions hypervariables sont indiquées sur les 

domaines al et 0.2. L'aspect tridimensionnel de la molécule et du site de fixation peptidique est 

représenté à droite. (60) 

En ce qui concerne les molécules 111.-1- II, elles sont .formées de deux chaines 

glycoprotéiques transmembranaires v et f3  associées de façon non covalentes. La chaine (1, est 

plus glycosylée que la chaine f3. (45) 

La molécule avec 4 domaines a une structure tridimensionnelle comparable à celle de la 

molécule 1 : les domaines u2  et [32 _ immunoglobuliniques juxta membranaires supportent les 

domaines u t  et f3, N-terminaux qui forme le site de présentation du peptide antigénique. (45) 

Figure 5 : Molécule HLA de classe Il. L'aspect tridimensionnel de la molécule et du site de 

fixation peptidique est représenté à droite (45) 
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tt-I-3 Expression des molécules HLA  : 

L'expression des molécules HLA dépend de leur classe, du type cellulaire et est influencée 

par des cytokines pro inflammatoires. (60) Par exemple. L'interféron-7 induit soit une hyper 

expression membranaire des molécules FILA de classe 1 et IL soit une expression de ces 

molécules à la surface des cellules qui en sont normalement dépourvues. 

Les molécules HLA de classe I sont exprimées à la surface de pratiquement toutes les 

cellules nucléées de l'organisme (les érythrocytes sont donc dépourvus) (107). Cependant des 

travaux ont montré que certains types cellulaires n'exprimaient pas de molécules HLA de 

classe 1 (hépatocytes, par exemple) ou en exprimaient un taux très faible. (60) 

Quant aux molécules do classe H, ils ont une expression cellulaire plus restreinte. ils ne 

sont exprimées que par un nombre réduit de types cellulaires. principalement e les 

lymphocytes B. les cellules de la lignée myélo-monocytaire et les lymphocytes T activés. (60) 

II-1-4  Les caractéristiques du système HLA  

Dans leur ensemble, les gènes HLA possèdent 3 caractéristiques importantes 

✓ h)/(Inotphisme : chaque gène est multi-allélique, sauf HLA-DRA. 

✓ Codominance chez un sujet hétérozygote, les deux allèles sont exprimés. (Fig.6) 

✓ Etrone liaison tous les gènes situés sur un même chromosome se transmettent en 
bloc à la descendance sous forme d'haplotype. (l8) 

Figure 6 :  Expression co-dominante des gènes 1-ILA 

Il-14-1 Le polymorphisme  (60) 

C'est par la comparaison des individus d'une population que peut être défini le 

polymorphisme du système FILA.  

Il existe plusieurs dizaines de gènes HLA de classe I. Les trois principaux sont les gènes 

HLA A, -B et -C. Ces gènes sont polymorphes (polyallèliques). 

Les principales familles de gènes HLA de classe IL FILA-DR -DC) -DP, sont constituées 

de plusieurs gènes. On dénombre des centaines de gènes au niveau de la famille DR le gêne 
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Exons 5 - 8 	 Exons 5 - 8 

Chaîne cc 	132 micro 	 Chaîne ci 	chaîne p 
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DRA invariant codant pour la chaîne DRa et plusieurs aussi pour DRB dont quatre sont 

fonctionnels et polymorphes (B1, B3, B4 et B5), codant pour les chaînes DR[3. La molécule 

membranaire mature HLA-DR est formée de l'association d'une chaîne DRa et d'une chaîne 

DR13. Seuls les gènes DRB sont responsables du polymorphisme du composant HLA-DR. En 

ce qui concerne les composants HLA-DQ et FILA-DP, les gènes DQ.A DQB et DPA sont 

polyal él igues. 

En effet, il existe une correspondance entre les exons au niveau des gènes FILA et des 

entités structurales et fonctionnelles appelées " domaines 	au niveau des protéines. Cette 

correspondance est parfaite pour les domaines extramembranaires. 

Le polymorphisme au niveau des molécules FILA de classe I est porté par les domaines al 

et a2, les plus distaux par rapport à la membrane cellulaire. En effet. la  chante légère la [12-

microglobuline est monomorphique. 

Quant aux molécules HLA de classe II, Les variations des séquences en nucléotides et en 

acides aminés sont encore ici, principalement localisées aux domaines extérieurs al et 131 sous 

forme de régions hypervariables. Les domaines a2 et f32 sont par contre conservés. 

Figure 7: schéma représentatif des exons porteurs du polymorphisme (03) 

11-1-4-2 Etude du polymorphisme (typage HLA):  

L'analyse et la dénomination des antigènes FILA se pratiquent habituellement au moyen de 

test appelé « sérologique » et par « biologie moléculaire ». 

tl-1-4-2-1 La technique sérologique :  

Les méthodes sérologiques recherchent à identifier les protéines exprimées à la surface des 

cellules à l'aide d'anticorps spécifiques. On parle alors de typage HLA (141). 

La technique de référence est la « microlymphocvtotoxicité » utilisée surtout pour le 

phénotypage du FILA A (24 Spécificités), HLA B (52 spécificités), FILA C (18 spécificités), 

mais elle ne permet de discriminer que peu de specificité pour HLA 11 (18). 

9 



Partie bibliographique 	 Rappel sur le système majeur d'histocompatibilité 

Cette méthode consiste, à l'aide d'anticorps anti-HLA caractérisés, à rechercher la 

présence de l'antigène correspondant sur les cellules que l'on veut typer. (208) 

Les antisértuns utilisés peuvent reconnaitre soit des épitopes privés correspondant aux 

segments polymorphes spécifiques d'antigènes, soit des épitopes publics qui sont partagés 

entre différents antigènes FILA (BW4. BW6, DR53) soit des splits sérologiques. (18) 

Cette technique est rapide mais la reconnaissance ne dépasse pas le niveau générique. (208) 

11-1-4-2-2 Le typage par biologie moléculaire :  

Les progrès des techniques moléculaires ont conduit à un changement fondamental dans la 

méthodologie du typage des molécules FILA de Classe 11. Elles offrent plusieurs avantages 

par rapport a la méthode sérologique. (208) elles donnent le génotypage HLA. 

Elle permet une détermination au niveau générique et allélique. Plusieurs techniques 

existent, toutes passent par une étape de PCR (réaction en chaîne par polvmérase), qui permet 

d'amplifier la région du gène que l'on veut étudier. (208) 

II- l-4-2-2-a PCR-SSO (saience specific oligonucléotide):  

Consiste à amplifier la région de l'ADN génomique qui représente un polymorphisme 

d'intérêt. Les amorces choisis sont localisés dans des régions hautement conservées encadrant 

la zone polymorphe. 

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

Elle désigne une amplification basée sur l'utilisation d'amorces localisées dans la région 

polymorphe de façon à permettre une amplification spécifique d'un allèle ou d'un groupe 

d'allèle. 

11-1-4-2-2-c Typage IILA par séquençage ou PCR-SBT (séquence based typing) :  

Il consiste a séquencer directement la région polymorphe du gène FILA obtenue par PCR 
en determinant la succession des nucléotides qui le compose (208) 

11-1-4-3 Transmission génétique : (18) 

Les différents gènes proches les uns des autres se transmettent en bloc à la descendance et 

constituent un haplotype. Il existe un grand nombre de gènes dans le FILA et un grand 

polymorphisme le nombre d'haplotypes différents est très important. 

Exemple pour élucider la transmission génétique à partir des parents à leur enfants, on 

donne aux deux haplotypes paternels l'appellation a et b et ceux de la mère c et d. il existe 4 

possibilités d'enfants ac ad bc bd avec en plus, mais rarement, des enfants avec des 

gènes paternels ou maternels recombinés. 

Dans les fratries, on observe 4 situations 
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41- HLA identique dans 25°.0 de cas. Les deux frères ou soeurs ont reçus le même 

haplotype. Ils sont donc identiques pour HLA A B, C', DR, [)Q et donc pour toute la 

région du CMH humain. 

FILA serai-identique (50°.0 de cas) ils ont entre eux qu'un seul haplotype identique 

maternel ou paternel. 

4- HLA différent (25?/0 de cas) aucun haplotype n'est semblable. 

Ce mode de transmission est important a connaitre dans la transplantation rénale. La 

meilleure solution pour un receveur est de trouver un donneur intrafannlial représenté par un 

frère ou une soeur FILA identique, il faut tenir compte de la carte génétique, pour avoir une 

compatibilité maximale. 

Figure 8: schéma représentatif de la transmission génétique à partir des parents vers leurs 

enfants. (03) 

11-1-5 Nomenclature du sy stème HLA : 

La nomenclature des gènes HL A classiques est très précise et harmonisée au niveau 

international (107), Elle a été mise au point par un groupe d'experts de l'OMS (IMGT/HLA) 

qui en garantit la mise à jour et la pérennité. Elle permet d'intégrer les nouveaux allèles FILA 

au fur et à mesure de leur découverte_ (60) cette comité responsable de la nomenclature e été 

crée en 1968 (220). 

Il existe deux niveaux pour définir le typage HLA (01) 

Typage HLA de niveau générique qui est de basse résolution et est obtenue par méthode 

sérologique et aussi par biologie moléculaire, il permet d'identifier des familles 

d'allotypes désignées par le nom du gène et un numéro ou deux précédé ou non de la lettre 

w (workshop signifiant une nomenclature provisoire). Exemple HLA Al, HLA BW4 , 

HLA DRW-4, HLA DPI (101) 

-Les spécificités larges sont indiqués entre parenthèses aptes la division (ou spins). (07) 
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Exemple : 

HLA A23(9) 

FILA A24 (9) 

HLA B5I (5) 

HLA DR11 (5) 

FILA DRU (5) 

-Pour le locus C. la lettre w est accolée à C pour éviter toute contusion avec les protéines du 

complément. Exemple 111A CW4. (07) 

Typag,e FILA de niveau allélique qui est de haute résolution, donne l'allèle exact 

présent sur le chromosome de la personne à typer. Il est obtenu par technique de 

biologie moléculaire. Sur le plan de la nomenclature, un allèle défini au niveau 

génomique est désigné comme suit gène étudié et son numéro suivi d'un astérisque * 

puis de 4 à 5 chiffres • 

• Un chiffre pour la chaine elle-même. Par exemple pour le DR, il existe plusieurs 

chaines 3 f31, [33, [34 [35 

• Un * sépare cette partie localisant le gène, de l'allèle ou du variant allélique. 

• Les allèles sont désignés par 2 chiffres qui correspondent, en général à la 

spécificité antigénique définie par technique sérologique. 

Les deux derniers chiffres correspondent aux variants alléliques de l'allèle. 

Exemples 

- FILA B27 s'écrit FILA 13*2701 à 24 

- HLA DR4 s'écrit HLA DRO3*0201 0402 ect... 

- HLA DR53 s'écrit HLA 134*0401. (101) 

Ftyphen usecl to separate 	 Steffix usecl ta denote 
gerie marne from FILA prefix 	 changes in expression 

Separator 	 Field Separators 

H LA-A*1'02:101:01:02Ni 
HUA Prefix 	 Ge. ne 	 Field 41; used ta show 

cliffiererices in a 
FIœId 3; alletie group 	 non-cocling riegion 

FfitrIci 	specific FILA protein 

IFIslci 3; useci ta show a synonyrrious ("IVA 
substitution within the cobing region 

Figure 9 : exemple d'une nomenclature FILA-A2  obtenue par une haute résolution. 

- En Janvier 2011, le nombre des :Allèles HiLA est 6 074 (D'aprèy htip: 	 ): 

o FILA classe 1.4721. 

o FILA classe II 1353. 
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Note la nomenclature officiellement reconnue pour les spécificités HLA ainsi que celle des 

différents allèles identifiés est donnée en Annexe N°1. 

Figure IO: représentation graphique montrant la découverte de nouveaux allèles FILA depuis 

1087 jusqu'au 2013 (220). 

III -Principales fonctions du FILA :  

Les molécules d'histocompatibilité ont un rôle fondamental de présenter le peptide dégradé 

à partir de l'antigène aux lymphocytes auxiliaires et cytotoxiques. La spécificité de la 

reconnaissance est une réaction à trois partenaires la molécule du FILA, le peptide 

antigénique dégradé el. le TCR (208). 

III-1 Molécules HLA-1:  

Leur rôle est essentiel dans les réactions qui font intervenir les lymphocytes cytotoxiques 
CD8 . Les molécules HLA- I présentent au TCR des lymphocytes T CD8 un peptide 
endogène virale ou un autopeptide La plupart des peptides présentés aux lymphocytes CDS 
par le HLA de classe 1 comportent 9 aa. 	i 

Le lym T CD8 n'interagit avec une cellule infectee que s'il reconnait par son TCR 

l'antigène viral et le CMH de la cellule.  

La molécule T CD8 -  se lie au CMH au niveau du domaine u.3 renforçant l'adhésion du 

TCR à son ligand. 
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Iii-2 Molécules Il LA- Il:  

Ces molécules présentent aux lymphocytes CD4+ un peptide d'origine exogène issu de 

protéine antigénique endocytée et dégradée par les cellules présentatrices d'antigène. Les 

peptides présentés par les molécules FILA de classe II sont plus longs (autour de 15 aa). 

Le lvm T auxiliaire CD4+ par son TCR reconnait l'antigène et le CMH. La molécule 

CD4+ complète la reconnaissance par une interaction avec le domaine 132 du 

Elles interviennent aussi dans les interactions entre le lym B et T auxiliaires qui conduisent à 
la production d'Ac. De même que dans les interactions entre deux lymphocytes auxiliaires 
CD4+ conduisant à la production de lymphokines (141).  

111-3 Réponse allogénique et rejet de greffe  

La surface d'une cellule est une mosaïque de molécules FILA I et II. Au cours d'une 

réponse allogénique, les lymphocytes éduqués pour tolérer les molécules FILA et les antigènes 

du soi reconnaissent comme étrangères les molécules du FILA d'autrui. 

La réaction allogénique est une réaction immunitaire de rejet comportant une étape de 

prolifération (induite par le HLA II) et une étape de cytotoxicité spécifique (induite par le 

FILA I) (181). (Voire chapitre II) 

VI - Les molécules HLA apparentées NI 1C (A, B) et Les Ag mineurs 

d'histocompatibilité 

Entre les gènes FILA-A et FILA-B, on retrouve des gènes appelés MIC (A et B) pour 

Major Hislocompalihilav t'omples- class I chair 	genes rl et B (18). 

Ces molécules « HLA-I like » possèdent la structure minimale des molécules FILA de classe 

cependant, ils ne sont pas associés à la p2-microglobuline à la surface cellulaire, et ils ne 

fixent pas de ligands peptidiques conventionnels (141). 

Ces molécules sont essentiellement exprimées par les cellules épithéliales intestinales et 

thymiques, leur l'expression n'est pas induite par l'interféron_ mais par le stress cellulaire. 

Ce phénomène est lié à la présence dans la région promotrice des gènes MIC d'éléments 

régulés par le choc thermique. Elles sont reconnues par certains récepteurs de cellules NK 

(NKG2D) ou de lymphocytes T non conventionnels. L'interaction MICAiMICB et NKGD 

provoque une réponse cytolytique des lymphocytes T et NK dirigée contre les cellules 

exprimant les protéines MIC. (141) 
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La molécule MW, en raison de son polymorphisme important, est considérée aujourd'hui 

comme un des systèmes antigéniques mineurs les plus robustes par sa capacité à induire des 

alloanticorps. Cependant, un effet pathogène des anticorps anti-MIC sur le greffon rénal 

demeure à ce jour, non formellement établi (126). 

En effet, leur rôle a été suggéré dans les phénomènes de rejet tardif ou chronique (37) 
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Chapitre 11 : Mécanisme de la réponse allogénique Le Rejet 

La TR est ayant tout caractérisé par une réponse immunitaire contre l'organe, qui conduit au 

rejet. 11 existe schématiquement trois types du rejet 

l- Le rejet hyperaïgu :  

Le rejet hyperaigu survient dans les heures (quelque secondes à quelque minute) qui suivent 

la transplantation. 11 est lié à l'existence d'anticorps(Ac) préformés (Ac lyniphocytotoxiques de 

nature lu-,G de haute affinité retrouvés dans le sérum du receveur, et diriges contre les antigènes 

du donneur) (10). 

1- 	1- cible antigénique :  
L'alloimmunisation est le phénomène d'apparition d'Ac dans un organisme qui a reçu des 

Ag d'un sujet de la mente espèce dont les alloAg incriminés sont: 

• Les alloAg des groupes sanguins ABO exprimés par les cellules endothéliales du 

donneur. 

• Les alloAg HLA présentés sous la forme de complexe HLAIpeptide. 

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

• AlloAc naturels préformés vis-à-vis des Ag des groupes sanguins ABO sont des Ac 

naturels réguliers, c'est à dire qu'ils existent de façon constante chez tout individu qui ne 

possède pas le(s) Ag(s) A et/ou B, en dehors de toute stimulation antigénique. 

• AlloAc anti-HLA apparaissent dans trois circonstances, transfusions, grossesse ou 

transplantation peuvent conduire à une immunisation dans le système FILA. Cette 

immunisation est d'autant plus forte en intensité (titre d'Ac), plus polyréactive (nombre de 

spécificité anti HLA détectées) et plus prolongée lorsque ces circonstances sont combinées 

I-2-a Transfusion  

Haward à montrer en 1978 que l'immunisation anti HLA était un phénomène fréquent chez 

les patients recevant des transfusions plaquettaires puisque 70°--  d'entre eux développaient des 
,Acs (205). 

La relation entre le nombre de transfusion et l'apparition des Acs est discutée 

alloimmunisation résultant de transfusion ne semble pas être 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 FILA appariaient après 3à 4 semaines suivant le premier 

épisode transfusionnel, une apparition plus rapide serait en faveur d'un épisode anamnestique, 

une sensibilisation antérieur augmente de façon significative la fréquence de l'apparition des 
Acs lors des transfusions (193). 
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1-2- b- Grossesse  

Une alto immunisation anti HUA est très fréquente 10% après la première grosses et 

chez les multipares au-delà de deux grossesses et surtout après l'accouchement. De même, si 

seulement 10% des patientes s'immunisent dans les suites d'une grossesse. ce chiffre passe à 

50% en cas de transfusion (179). 

1-2- e Transplantation  

Après détransplantation d'un greffon rénal, moins de l0°o des patients développent des 

anticorps anti-HLA en l'absence de transfusion_ Si, pendant cette période, les Patients sont 

transi-Uses. Wei, d* entre eux développent alors des anticorps anti HUA à un titre élevé (180). 

N.B  

Une immunisation forte et durable est presque toujours la conséquence de l'association de 

transfusions à une grossesse ou une transplantation. Cette immunisation évolue au cours du 

temps de trois manières possibles 

- Persistance des anticorps, mème en l'absence de stimulations ultérieures. 

- Disparition « simple » des Acs. 

- Disparition par un mécanisme actif, lié à l'apparition d'anticorps anti-anticorps appelés 

anti-idiotypes (15 ). 

La présence de tels Ac anti-idiotvpes est responsable d'une inhibition de l'action des Ac 

anti-HLA, par exemple dans un test de cytotoxicité (131) ce qui explique leur effet bénéfique 

sur la survie du greffon après transplantation (169)_ 

1-3- Déroulement de la réponse immunitaire :  

Les Acs préformés se fixent sur leur Ag cibles exprimé à la surface des cellules 

endothéliales dont la plupart des fonctions effectrices des allo-Acs sont médiés par leur 
fragment Fc (47). 

L'activation du complément et de la cytotoxicité dépendante des Acs (cytotoxicité 

dépendante de la présence d'Ac (antibody-dependent cell cytotoxicitv) (ADCC)), sont les 

principaux mécanismes capables d'infliger des dommages à l'organe transplanté 

L'activation de la cascade du complément par voie classique suite à la fixation de Clq au 

fragment Fc d'un Ac (les Acs capable de fixer C l q sont de classe IgM, lei I, IgG2 et I.g,G3), 

lié à son Ag cible à la membrane cellulaire entraine la formation du complexe d'attaque 

membranaire (C5b6789), structure polyprotéique formant un pore à travers les membranes 

plasmiques et induisant la lyse cellulaire. Il s'agit de cytotoxicité dépendante du complément 
(complément dependent cvtotoxicity). 

Ln parallèle d'activation de système de complément_ certains produits de clivage solubles 

des protéines du complément (C3a. C5a.) sont chimiotactiques et favorisent le recrutement de 

cellules inflammatoires (macrophages, neutrophiles et les cellules NK). D'autres facteurs de 

complément (C3b) fixes sur les membranes endothéliales peuvent d'ailleurs induire l'activation 

17 

• 



	

(11.••1( U 	I HV. 

(Olt 	0 

( 

.4 1 ,  

. ,11%t f 	 ‘,..11%t 

1 il 4,g 

	j 

a 

• le 

Partie bibliographique 	 Mécanisme de la réponse allogénique Le rejet 

des cellules endothéliales elles --même (augmentation de [expression de molécules d'adhésion, 

de cytokines pro inflammatoires, de chémokines) exprimant des récepteurs du complément 

(CRlet CR3) (37). (Fig. 11) 

Figure 11 : Activation de systeme de complément par la voie classique (EMC 2007) 

Les Acs anti FILA liés à leur Ag cible sur une membrane cellulaire peuvent se lier 

simultanément par leur fragment Fc à des récepteurs du Fc (Fe ;'Un) exprimés à la surface de 

divers cellules (Natural triller (NK) et macrophage). La molécule CD16 est un FcR exprime par 

les cellules NK. La liaison de CD16 à un fragment Fc d'Ac induit l'activation de la cellule NK, 

la sécrétion de cytokines (1IN 7, TNFa) et la libération du contenu de granules cytotoxiques en 

contact avec la cellule cible de [alloAc, induisant sa lyse c'est le phénomène d'ADCC (31) 

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

pro inflammatoires. (Fig. 12) 

Figure 12 : Représentation schématique du Phénomène ADCC « ‘ntibody-depend Tt. 

cellular cytotoxicity » (EMC 2007) 
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Les lésions de l'endothélium par les mécanismes effecteurs précédents entrainent des 

modifications secondaires locales comprenant l'activation plaquettaires et de la coagulation 

grâce au facteur de Von Willebrand, la prolifération des cellules endothéliales et des cellules 

musculaires lisses subintimales, et des lésions parenchymateuse du greffon liées au recrutement 

local de cellules immunes et inflammatoires (37). 

1-4 Conséquences :  

Par conséquences 	une destruction de l'endothélium du greffon, entrainent 	une 

thrombose et une nécrose hémorragique du greffon. nécessitant la transplantectomie 

d'urgence ()f'ig. 13) 

Figure 13 : représentation schématique de la réponse allogénique lors d'un rejet hyperaigu 

1-5 diagnostic: 

1-5-a-Clinique: 

Le rein devient mou et de couleur aubergine dés le déclampage artériel. des taches 

cvaniques apparaissent à sa surface, la détransplantation est immédiate. Parfois aussi, en 

présence d'une anurie postopératoire immédiate (10). (Fig. 14) 

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

Les lésions sont principalement vasculaires avec congestion des capillaires péritubulaires 

(avec rupture de certains d'entre eux), thrombose de toutes les sections vasculaires avec 

nécrose fibrinoïde des parois et nécrose du parenchyme associée à de larges zones de suffusion 

hémorragique. De nombreux polynucléaires sont présents dans les capillaires glomerulaires. 

(214). (Fig. 15) 

Hyperacute 
kiciney 

Figure 15 : Coupe histologique dim rein présentant un rejet hyperaigu 

1-6 Prévention et traitement :  

Il n'existe pas de traitement médicamenteux, le seul traitement est chirurgicale qui consiste à 

la détransplantation en urgence, Par contre on peut prévenir l'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 ami FILA spécifique du donneur (DSA), la 
prévention repose sur 

,/ La réalisation d'un cross match juste avant la transplantation, et donc 

l'exclusion des donneurs 	qui 	partage 	des 	Ag 	FILA 	contre 
lesquels le receveur est immunisé . 

Il-Le rejet aigu:  

Le premier épisode du rejet aigu survient souvent clans les trois premiers mois qui 

suivent la transplantation . comme il peut survenir dès le quatrième jour post opératoire. 

Sur le plan physiopathologique, les rejets aigus peuvent titre divises en deux catégories : le 

rejet aigu cellulaire et le rejet aigu humoral. Approximativement 90 9:b des épisodes du rejet 

aigu sont principalement médiés par un mécanisme cellulaire alors qu'on estime qu'il existe 

une participation de l'immunité humorale dans 20 à 30 ?/0 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 antigènes d'histocompatibilité : FILA) propres au donneur et portés par le 

greffon. 

Le rôle de molécules apparentées aux molécules du FILA, telles que MICA, a été suggéré, 

ainsi que d'autres systèmes antigéniques encore mal définis, tels que les Ag de l'endothélium. 

pourraient contribuer au rejet aigu d'allogreffe (143) 

Il- 2- Déroulement de la réponse immunitaire :  

La réponse du système immunitaire se produit en trois phases distinctes la phase de 

reconnaissance des alla antigènes, suivie de l'activation des lymphocytes spécifique d'Ag, 

et enfin de la phase effectrice qui aboutit inéluctablement, en l'absence d'immunosuppression, 

au rejet et à la perte de fonction de l'organe greffée. 

11.- 2-1- Mécanismes moléculaire et cellulaires de l'alloreconnaissance : 

Cette reconnaissance peut avoir lieu selon deux modes, non mutuellement exclusifs, directe 

et indirecte, qui se distinguent par l'origine de la CPA interagissant avec la cellule T une 

troisième voie d'alloreconnaissance dite semi-directe a récemment été proposée. 

Il-2-1- a : allareconnaissance directe :  

Les lymphocytes T reconnaissent les molécules du 1-ILA allogenique sous leur forme native, 

exprimées à la membrane cellulaire des CPA du donneur. Cette reconnaissance directe n'obéit 

pas aux lois de restriction syngénique puisqu'elle n'est pas restreinte par le FILA autologue. 

Bien que le répertoire lymphocytaire T soit sélectionné dans le thymus sur la base d'une 

affinité du TCR suffisante pour les complexes FILA autologue/peptide du "soi", la fréquence 

des lymphocytes T capables de reconnaitre par la voie directe les molécules du FILA vis-à-vis 

desquelles elles n'ont pas été "éduquées" est paradoxalement très éleyee. Il est en effet estimé 
que 0 	à 10(?) du répertoire T d'un individu est capable de reconnaitre des allo..Ag (21), 

tandis que la fréquence des cellules T spécifique d'un peptide antigénique conventionnel 

donne, d'origine infectieuse par exemple, est de moins de I sur 100000 (98). 

Ces fréquences élevées des lymphocytes T alloreactifs explique en partie l'intensité 

particulière de la réponse allogénique directe in vitro en dehors de toute sensibilisation 

préalable. De façon similaire, elle est responsable in vitro des fortes réponses prolifératives. 

observées lors de la culture de lymphocyte T en réponse de CPA allogéniques (réaction ou 
culture lymphocytaire mixte, MLR oi.r MLC). 

Les lymphocytes T alloreactifs appartiennent au répertoire lymphocytaire T normal et un 

phénomène de réactivité croisée (ou de mimétisme moléculaire) permet la reconnaissance 

directe les cellules T spécifiques d'un complexe du IlL.A. autologue "AH-peptide X" sont 
également capable de reconnaitre un complexe FFLA allogénique de type "B+peptide Y». 
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Certaines caractéristiques intrinsèques de la reconnaissance du TCR(177) sont à la base de 

l'alloreconnaissance directe 

• La diversité intrinsèque de la réponse du repero re T (de l'ordre de 15 \ 10 

spécificités représentées). 

• La sélection du répertoire T périphérique sur la base d'une affinité relativement 

faible du TCR pour les ligands thymiques FILA autologue peptides de soi, 
permettant une réactivité croisée en périphérie (vis-à-vis de ligands FILA autologue 

peptides exogènes) 

• Enfin la relative "dégénérescence "de la reconnaissance —" 

Deux hypothèses distinctes mais non exclusives ont été proposées pour expliquer la 
fréquence particulièrement élevée des lymphocytes T alloréactifs (117). 

La première hypothèse postule que la reconnaissance des lymphocytes T alloréactifs est 

dépendante des peptides présentés par les molécules de FILA allogenique(24). 

Celle-ci peut en théorie former des complexes avec des peptides issus du donneur (peptides 
allogéniques) ou du receveur (peptide de soi). Chaque complexe forme peut stimuler un clone 
lymphocytaire indépendant. Le large panel de complexes FILA allogénique 	peptide 
(allogénique ou autologue) susceptibles d'être reconnus comme étrangers serait donc à 
l'origine de la fréquence élevée du répertoire alloréactifs. 

Il existe des arguments expérimentaux en faveur de cette hypothèse. parfois appelé modèle 
de la haute fréquence des déterminations allogénique. 

La seconde hypothèse, appelée modèle de la haute densité des déterminants allogéniques, 
stipule à l'inverse que l'alloreconnaissance directe est dirigée vers la molécule du FILA 
allogénique, de façon indépendante des peptides présentes (12). Ainsi, toutes les molécules du 
FILA allogénique exprimees à la surface d'une cellule présentatrice d'antigène du receveur 
représenteraient autant les ligands potentiels pour les Ly T alloréactifs. Dans ce modèle, la 

fréquence des précurseurs T alloréactifs n'est pas particulièrement élevée des déterminants 

allogéniques présentés qui est responsable de l'engagement dans le répertoire alloreactif d'un 
grand nombre de lymphocytes T, même de faible affinité. Ceci s'oppose à la faible densité de 
complexes FILA autologue / peptide exogène présente à la surface des CPA du receveur, qui 
limite la réponse lymphocytaire T aux cellules dont le récepteur est de haute affinité. 

N .B :  

L'identification de clones alloréactifs et l'étude cristallographique des interaction entre TCR 
alloreactif et complexes FILA-peptide n'ont pas permis de favoriser définitivement l'une ou 

l'autre de ces hypothèses, probablement toutes deux valides suivant le degré de dépendance 
individuelle des TCR alloréactifs vis-à-vis des peptides présentés (175). 
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11-2-1 b : alloreconnaissance indirecte : 

Les LYT du receveur reconnaissent les molécules du HLA allogenique qui ont été capturées 

et dégradées par les CPA du receveur avant d- ètre présentées sous forme de peptides 

complexées aux molécules du FILA autologue(20). 

Ce mode de reconnaissance obéit donc aux lois de restriction syngénique. La plupart des 

peptides présentés par la voie indirecte aux LYT du receveur sont dérivés des régions 

polymorphes des molécules du FILA du donneur. 

Les LYT CD4-i-sont naturellement activés par une voie indirecte puisque les Ag exogènes 

rejoignent le circuit d'appretement /presentation antigénique des molécules FILA de classe II.  

Le phénomène de présentation croisée (cross priming) permet aux allo Ag internalisés de 

rejoindre la voie d'appretement présentation des molécules FILA de classe I. et donc 

l'activation de LYT CDS+ par la voie indirecte (183). (Fig. 16) 

Figure 16 Représentation schématique mécanisme d'alloreconnaissance (EMC 2007) 

A directe 	B indirecte 

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

Le lieu des événements de reconnaissance allogénique initiaux (organe transplanté ou 

organes lymphoïde secondaires), ainsi que des CPA impliqués restent des questions encore 

débattues, et les modeles proposés dépendent de la voie d'alloreconnaissance considérée. 

ln vivo, les phénomènes d'alloreconnaissance directe sont initiés par la présentation aux LY 

T alloréactifs des molécules du FILA allogénique exprimées à la surface de CPA du donneur 

présentes dans le greffon au moment de la transplantation. 11 s'agit essentiellement de cellules 

dendritiques(CD), mais également de LY B et de monocytes. Ces leucocytes issus du donneur 

dits "passagers". migrent hors de la greffe 24 à 48 heurs après la transplantation vers les 
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organes lymphoïdes secondaires (ganglions lymphatique et rate) (114). où ils activent par la 

voie directe les LY T alloréactifs CD4 t-- et C.D8t- du receveur(192). 

Expérimentalement, la déplétion des CD issues du donneur avant la transplantation permet 

d'améliorer la survie du greffon allogénique (118). et l'absence de l'organe lymphoïde 

secondaire conduit a l'absence d'initiation de la réponse allogénique (112). 

Les LY T alloréactifs naïf CD4- et CD84- sont en principe activés dans les organes 

lymphoïdes secondaires. Il est cependant possible que l'activation de certaines cellules T alto 

réactives se produise au sein même du greffon, soit par les CPA du donneur encore présentes 

dans le greffon, soit par les cellules endothéliales activées (101). 

Quelques études ont en effet suggéré que des cellules non hématopoïétiques, telle que les 

cellules endothéliales du greffon, puissent activer par la voie directe les cellules T du receveur, 

tout au moins les cellules CD8+ (103 y 

11 est généralement admis que la voie directe d - alloreconnaissance intervient essentiellement 

à la phase suivant la transplantation, et serait peu ou pas impliquée dans les phénomènes de 

rejet tardif En effet, la fréquence des LY T capables d'alloréactivités directe décroit au cours 

du temps chez les transplantés rénaux (Baker RI, Elernandez-Fuentes N1P et all 2001). Cette 

diminution de fréquence est liée d'une part à la disparition des CPA issues du donneur mais 

également à l'induction de phénomène de tolérance périphérique (délétion, anergie) par les 

cellules parenchymateuse du greffon(14). 

Les phénomènes d'alloreconnaissance indirecte nécessitent la capture et la présentation des 

alloAg du greffon par les CPA du receveur. Plusieurs mécanismes de présentation peuvent en 

théorie être impliqués. La source des alloAg capturés par les CPA du receveur dans les organes 

lymphoïdes secondaire peut être constituée par des CPA du donneur apoptiques du fait de 

l'activation locale de réponse directes, ou bien par des molécules solubles du FILA allogénique 

relarguées du greffon vers la circulation sanguine ./ lymphatique(55). 

Les CPA du receveur qui remplacent progressivement les CPA du donneur dans le greffon 

sont également susceptible de capter des alloAg au sein même du greffon et de migrer vers les 

organes lymphoïdes secondaires(53), La nature de mécanisme intervenant de façon 

prédominante in vivo reste à élucider. 

En l'absence d'immunosuppression, la fréquence des LY T activés par la voie indirecte 

d'alloreconnaissance est inférieur à celle des cellules T activées par la voie directe. IL a pu être 

estimé que les LY T capables d'alloreconnaissance indirecte représentaient de 5 à 10°:0 du 

répertoire alloreactif total (67). 
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U-2-3 Phase d'activation lymphocytaire :  

11-2-3-a : Activation des LY T CD4+  

Une activation efficace des LY T aboutissent à leur prolifération et leur différenciation en 

cellules effectrices nécessite la génération de trois types de signaux lors de l'évènement de 

reconnaissance antigénique. 

À- Le premier signale est représenté par l'interaction du TCR avec un complexe FILA/ peptide 

exprimé par une CPA. Ce signale. auquel participe le corécepteur CD4. est traduit à 

l'intérieur de la cellule grâce au complexe CD3 associé au TCR à la surface du LY selon les 

étapes suivants 

-Il début par l'activation de récepteur T, schématiquement les P1P2 (phosphatidylinositol 

4,5- bi phosphate membranaire ) sont dégradés en 1P3 (l'inositol triphosphate ) et en DAG 

diacide glycérol) l'IP3 se fixe sur un récepteur cvtosolique spécifique et libère le calcium 

ionisé de ses réserves, l'augmentation de taux de Ca ionisé combiné à l'action d'une 

enzyme calmoduline active une autre enzyme la calcinurine , la calcinurine activé permet 

la déphosphorylation d'un facteur nucléaire NFAT( Facteur Nucléaire des Lymphocytes T 

Activé) la quelle migres à l'intérieur de noyaux de LY. 

-Dans le même temps DAG actives une protéine kinase C est d'une part agit en synergie 

avec 1P3 et d'autre part dissocié le facteur nucléaire NFvB de son inhibiteur, les deux 

facteurs (NFAT et NEKB) migrent vert le noyaux pour déprimer les gênes déterminant la 

synthèse de cytokines comme l'interleukine (IL) 2 amorce de la prolifération 

lymphocytaire 

-NFAT et NFKB induisent au même temps le passage de la cellule de la phase GO (l'état 

quiescente) à la phase G1 (début de la préparation à la mitose et à la prolifération) (10). 

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

2eme signale. 

4- Le second signale, dit de costimulation, est constitué par des interactions entre molécules 

accessoires exprimées de la part et d'autre de l'interface LY T /CPA. Trois groupe de 

molécules sont impliquées dans le second signale les molécules d'adhésion, des molécules 

dites accessoires et les molécules de costimulation(174). 

Les integrines à la surface de la cellule T, et en particulier imphocile fonction 

associated antigel! (LI A) I qui se lie à ri/tierce/h/fur udheion muleculc (ICAAb 1 ou 2 sur 

la C'PA, sont responsables d'une adhésion optimale entre deux cellules, permettant a la 

synapse immunologique de s'établir. Les molécules accessoires ont pour rôle de stabiliser 

cette interaction, et comprennent notamment CD2 sur le LA' T et LAF-3 sur la CPA.  

Les molécules de costimulation sont des protéines membranaire exprimés par le LY T qui 

appartiennent à la superfamille CD28 ou à la superfamille du TNF et des récepteurs du TNF 
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(telle que CD40 L), elles ont un rôle de coopération avec les signaux intracellulaire issus de 

TCR. 

En présence de signale 1 (TCR) et du signale 2(costimulation positi\ e), les cellules T est 

activées permettent outre la synthèse des IL comme IL2. lL4, IL5. et  ILÔ, L'expression des 

gènes codant pour la chaine cz (ou CD25) du récepteurs de IL2, c'est elle qu'il lui confer une 

haute affinité pour IL2. 

4- Le troisième signale La stimulation de ce récepteurs par IL2 initié la prolifération et 

présente le troisième signale. cette stimulation est autocrine, et paracrine lorsque l'IL2 agit 

sur un LY T situé à proximité. 

La fixation de 1'1[2 sur son récepteur entraine une nouvelle cascade de phosphorisation qui 

aboutis à une activation d'une Kinase dénommé mTOR (molecular-target-of-rapamyein) 

l'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 Cil a la 

phase S celle de la réplication de l'ADN puis son entre en mitose celle-ci nécessite une 

duplication de l'ADN et une synthèse d'acide nucléique a partir de bases puriques ou 

pyrimidiques (80) .(Fig. 17) 

Figure 17 Représentation schématique de l'activation lymphocytaire T (EMC 2007) 
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L'activation de LY T CD-L1---- aboutit à sa prolifération clonale et sa différenciation en 

cellule effectrices de type auxiliaires productrices de cytokines, Certains l„,Y T CD4-4- sont 

toutefois doués de cytotoxicité 

De façon simplifiée on distingue deux profils de production cvtokinique par les 

lymphocytes auxiliaires 

Le profil Thl (1L2, 	niais aussi TNFu) qui favorise la réponse à médiation 

cellulaire et on parle donc de rejet aigu cellulaire 

Le profil 112 (IL4, IL13, IL5, 1L6 et IL10) qui favorise les réponses de type 

humoral et on parle donc de rejet aigu humoral (18). 

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

Cette activation nécessite comme premier signale la reconnaissance de peptides issus de la 

molécule HLA de classe 1 du donneur présentés par des cellules dendritiques. Cette 

présentation peut être assurée de façon directe par des cellules dendritiques interstitielles du 

greffon et dans un deuxième temps par les cellules dendritiques du receveur via un mécanisme 

de cross présentation. Cette présentation croisée prend place après phagocytose de cellules 

parenchymateuses du greffon et génération d'un signal antigénique constitué par des peptides 

allogéniques de classe I fixés sur des molécules de classe I autologue. La différenciation des 

clones CD8+ est dépendante d'un deuxième signal représenté par la fixation de I'1L2 sur son 

récepteur spécifique. L'lL2 est fournie principalement par les LY CD4-+ alloréactifs(7). 

L'activation de LY T CD8± aboutit à sa prolifération clonale et sa différenciation en cellule 

effectrices cytotoxiques tandis que les LY T 	sont également capables de produire des 
cytokines, notamment de FIENT 

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

En l'absence de sensibilisation allogénique antérieur (grossesse. transfusion, transplantation) 

les réponses lymphocytaire B primaire diriger contre des alioAg FILA survient dans les 

organes lymphoïdes secondaires où résident les LY B naïfs au sien de follicules lymphoïdes 

primaires. 

Elles sont initiées par la liaison du récepteur du LY B (BCR, qui est une tg M membranaire) 

aux molécules HLA allogéniques. Celles-ci sont exprimées à la surface des CPA du donneur, 

mais peuvent également être libérer sous forme de molécules solubles ou de vésicules 

membranaire (exosomes). Le BCR reconnait en effet les Ag HLA sous leur forme native, non 

apprêtée par des CPA Cette reconnaissance a lieu dans les organes lymphoïdes secondaires à la 

phase d'activation initiale de la réponse allogenique, mais également dans l'organe transplanté, 

une fois la réponse initiée. Elle induit l'activation des LYB naïfs., leur migration vers la zone T-

B du ganglion et leur prolifération, qui aboutit à la formation d'un follicule lymphoïde 

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 activées peuvent suivre alors deux voies de différentiation, l'une au sein du CG, l'autre en 

dehors de CG (130). 

En dehors de CG, certaines cellules B se différentient en plasmocytes a demi-vie brève., 

responsable de la première vague de production d'Ac, en général de classe 1g NI. 

A l'intérieur du CG, les cellules B qui prolifèrent subissent d'une part la commutation 

isotopique lgG, et d'autre part des mutations somatiques du site de reconnaissance antigénique. 

Au sein du CG, certains de ces LY B se différencient alors en plasmocytes sécrétant des Ac 

matures d'isotype lgG et de haute affinité. La durée de vie de ces plasmocytes peut 'etre brève 

dans les organes lymphoïdes secondaire (ganglions et rate) (185), ou prolongée dans la moelle 

osseuse ( 132). 

Au cours de la réponse primaire, certaines cellules B se différencient en cellules mémoires 

capables de réponse prolifératives et sécrétrice d'Ac très rapide en cas d'exposition secondaire 

à l'Au. 

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

L'activation des LY T a également pour conséquence des modifications de phénotype 

membranaire de ces cellules avec perte de l'expression de certaines protéines responsable de la 

circulation des cellules naïves dans les organes lymphoïdes secondaire (CD62 L „ CCR7) et 

acquisition d'autre récepteurs membranaires( tel que CXCR4 et de nombreux autre récepteurs 

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 l'allogreffe fait 

intervenir une série d'interactions complexes impliquant d'abord des molécules d'adhésion 

exprimées par les cellules endothéliales activées, les sélectines ( E-sélectine ) (161). 

L'établissement de liaison entre les sélectines endothéliale et leurs ligands lymphocytaires 

(L-sélectine ou CD 62 L) entraine le ralentissement du lymphocyte et le phénomène de iyilling 

le long de l'endothélium. (Fig. 18) 

Figure 18 Représentation schématique des étapes de la transmigration lymphocytaire 

(E11C 2007). 
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Au cours d'une seconde phase, le lymphocyte ralenti est expose aux signaux de 

l'environnement local (chimokines, cytokines et médiateurs pro inflammatoires, produits entre 

autre par l'endothélium active) et l'expression lymphocytaire de plusieurs intéesines est 

augmentée. notamment celle de l'intégrine a.4f3i ou vers laie acti‘ation antigen (VLA) 4, dont 

le ligand a la surface des cellules endothéliales est la vascular cell adhesion molecule 

(VCAM ) 1 

Au cours d'une troisième phase, il y a activation de la molécule d'adhesion lymphocyte LFA 

I. qui se lie à ICAM -1 et ICAM-2 exprimées sur l'endothélium. Le renforcement des 

interactions de ces trois signaux aboutit à l'arrêt du lymphocyte qui est littéralement attaché a la 

surface de l'endothélium.  

Dans une quatrième phase finale, il ya migration transendothéliale du lymphocyte qui est 

dépendante de signaux induits par les ligands de C1)31 et des junctional adhesion molécules 

(JAM) 

N .B :  

Les lésions d - ischémie du greffon secondaire au traumatisme chirurgical de la 

transplantation induisent la production de cytokines qui activent l'expression dans 

l'endothélium vasculaire des sélectines (induites par l'IL-I notamment), de VCAM-1 et 

ICAM- I, Elles initient donc le recrutement des lymphocytes et autres cellules 

inflammatoires au sien du greffon. 

11-3 Mécanismes effecteurs du rejet de greffe : 

11-3-1 Rôle des effecteurs cellulaires :  

La différenciation des LY TCD8 en effecteurs cytotoxiques nécessite l'aide de la cellule 

CD4+ auxiliaire Thl activées par la même (52). Paradoxalement, les LY ICD4+ de la voie 

indirecte sont capable d'exercer leurs fonctions auxiliaires vis-à-vis de cellules CD84- activées 

par la voie directe. 

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

Les cellules CD4 et C'D8-f- actives par la voie de reconnaissance directe peuvent aisément 

exercer leurs fonctions effectrices au sein même du greffon où sont exprimées les alloAg vis-à-

v is desquelles elles ont été sensibilisées. Les cellules cibles de ces [Y T alloréactifs sont en 

premier lieu les cellules endothéliales du donneur. L'endothélium activé exprimant les 

molécules du HLA de classe I constituent la cible des LY T CD8f effecteurs cytotoxiques. 

Le rôle des IN CD4--- dans l'agression de l'endothélium vasculaire est moins clair(104) 

Les lésions de l'endothélium lors de rejet aigu comprennent une endothélite et de 

l'inflammation, et il est tentant de spéculer que des phénomènes de reconnaissance directe de 

l'endothélium participent à certaines formes de rejet aigu associe à des signes évident de 

yascidaropathie. (61), Les cellules parenchymateuses du greffon peuvent également être la 
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cible des LYT CD4+ et T CDS- directement alloréactifs, après leur migration 

transendothéliale_ Ainsi, les cellules tubulaires rénales peuvent constituer la cible principale de 

la réponse alla réactive effectrice avec introduction de lésions de tubulite caractéristique_ 

II-3-t-b : La reconnaissance indirecte à la phase effectrice :  

Le rôle pathogénique des -LY T CD4 actives par la voie indirecte dans les phénomènes de 

rejet a clairement été établi(43), leur fréquence élevée serait associée au rejet aigu(86), alors 

que des fréquences plus faibles seraient plus impliquées dans des phénomènes chroniques avec 

induction de lésions de fibrose et de vasculopathie (162). 

Le rôle pathogène de LY CD8-+ activés par la voie indirecte suggère par certains modèles 

expérimentaux d'allogreffe de peau (82) En revanche. dans un modèle de greffe d'organe 

vascularisé, ou l'endothélium constitue la première cible de la réponse effectrice alloreactives, 

les LY T CDS capables cfalloréactivités indirecte ne semblent pas participer aux phénomènes 

de rejet du greffon (206). 

Plusieurs mécanismes peuvent être proposés pour expliquer le rôle pathogène de cellule T 

spécifiques de complexe FILA du receveur 	allopeptide a priori non exprimés dans 

l'allogreffe 

Des cellules hématopoïétique du receveur peuvent coloniser le réseau vasculaire du greffon 

et se différencier en cellules endothéliales (78) potentiellement capables d'endocytée et de 

présenter des alloAg dans le contexte du CMLI du receveur(97). Ce type de présentation 

indirecte peut également se produire à la jonction entre le réseau vasculaire issu du donneur et 

celui du receveur (82). 

Une autre possibilité est le recrutement au sein du greffon de CPA du receveur capables 

d'endocytée et de présenter des alloAg à des LY CD4+ et CD8+ également recrutée 

localement. Ces cellules T activées par la voie indirecte pourrait alors induire des lésions 

inflammatoires non spécifiques selon divers mécanismes (hypersensibilité retardée, cytotoxicite 

bystander, médiateurs pro inflammatoires tels que ffNF-if...). 

4-- cvtotoxicité des L'Y CD8+ :  

Les fonctions cytotoxiques des cellules T CDS effectrices sont activées dans 

l'allogreffe par l'interaction du TCR avec les complexes FILA / peptide spécifique exprimes 

par la cellule cible, de façon peu dépendante de signaux de costimulation (172). 

Les granules de cytotoxicite préformés fusionnent alors avec la membrane plasmique de 

la cellule T et leur contenu est libéré dans la synapse immunologique. Les granules 

cytotoxiques contiennent de la perforine et des granzvmes ainsi que des protéines comme la 

serglycine, la calréticuline, la granulvsine et Las ligand (FasL). 

En présence de calcium, les molécules perforine se mulimérisent et forment un complexe 

qui s'insère dans la membrane de la cellule cible, permettant le passage facilité du contenu 

des granules_ notamment du granzvme B, dans le cytoplasme de la cellule cible. Le 
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granzyme B induit alors l'apoptose cellulaire par clivage direct ou indirect de la procaspase 

l'activation de la caspase 3 aboutit à la fragmentation de l'ADN cellulaire et à la mort 

cellulaire. 

Les cellules CDS+ cytotoxiques peuvent aussi induire la mort cellulaire par une voie 

dépendante de Fas la molécule Fast, peut être libérée dans la synapse immunologique à 

partir des granules cytotoxiques ou peut etre exprimés à la surface de la cellule effectrice ; la 

liaison de FasL à la molécule Fas exprimés par la cellule cible induit l'apoptose par les 

mêmes mécanismes effecteurs caspase-dépendants que le granzyme B. 

La conversion des fonctions cvtctoxiques in vitro de Lv T alloréactifs issu de patients 

déficients pour Las suggere toutefois que l'activation cytolytique de ces Lv est 

essentiellement dépendante de l'exocvtose des granules cytotoxiques, et donc de la perforine 

et du granzyme B(217) 

De plus, Vanalyse de l'expression de Las et FasL au sein même du greffon n'indique pas 

de râle significatif de la voie FasiTasL au cours du rejet aigu(164).Au cour du rejet 

d'allogreffe, la voie du granzyme B semble donc prédominante. (Fig.19) 

Fragmentation de l'ADN 

Figure 19 Cytotoxicité des lymphocytes T et voies d'apoptose (EMC 2007) 

4- Hypersensibilité retardée  

Les LY CD4-7- de phénotype Thl sont les principaux éléments responsables des réactions 

d'hypersensibilité retardée au cours du rejet de greffe. Après reconnaissance à l'intérieur de 

greffon des molécules du FILA de classe II allogénique, ces cellules T sécrètent des 

cytokines pro-inflammatoires telles que l'INLy et le TNFit, qui activent les monocytes et les 

macrophages recrutés localement. Cette activation permet d- amplifier la sécrétion locale de 

31 

fl 



Partie bibliographique 	 Mécanisme de la réponse allogénique Le rejet 

cytokines, de chémokines et le recrutement de cellules mononuelées. et  aboutit à la 

production d'enzyme protéolytiques, d'oxvde nitrique et d'autres facteurs solubles qui 

entretiennent le processus inflammatoire. De nombreux médiateurs de 1- inflammation 

produit localement ont un retentissement direct sur les fonctions de l'organe greffé.  

Les LY T CD4-- de phénotype Th2 peuvent également participer à la réaction 

d'hypersensibilité retardée, par la sécrétion de cytokines comme l'IL4, ILS et 1L13 capables 

de recruter et d'activer les polynucléaires éosinophiles au site de la réaction. Ceux ci 

peuvent alors libérer de nombreuses substances pro-inflannatoires(172). 

4- phénomène de tolérance :  

Les 1.-Y 	alloréactifs sensibilisés par la voie indirecte se différencient 

préférentiellement en cellules auxiliaires de type Th I, Les conditions d'activation des LY 

alloréactifs CD4+ par la voie de reconnaissance indirecte (en terme de costimulation) 

peuvent toutefois influencer leur différenciation et les orienter vers un phénotype régulateur 

avec production de cytokines anti inflammatoires (IL I Oet TGFP transforming grov,,th 

factor), le rôle de telle cellule régulatrices CD4+ induites par la voie indirecte semble 

essentiel au maintien de la tolérance d'allogreffe (90). 

H-3-2 Rôle des effecteurs humoral :  

Le développement d'une réponse humorale avec production d'AC de type IgG nécessite une 

coopération entre LY B et LY T auxiliaires(23). 

Cette coopération fait intervenir la production de cytokines de type Thl et Th2 par les LY T, 

et des interactions cellulaires non spécifique d'Ag par l'intermédiaire de molécules de 

costimulation (du type CD28/ CD8O-CD86, CD40 /CD40 L...etc.), et spécifiques d'Ag du type 

TCRi complexe HLA- allopeptide. En effet, les lymphocytes B après leur activation initiale par 

leur BCR internalisent l'Ag reconnu, en l'occurrence des molécules du FILA du donneur, et les 

présentent aux cellules TCD4-t- auxiliaires sous forme de peptides complexée aux molécules du 

FILA de classe II du receveur. Les cellules impliquées dans la coopération T-B sont donc des 

LY Cal+ capable de reconnaissance indirecte(62) 

Le développement d'une réponse lymphocytaire B aboutit à la production de plasmocytes à 

durée de vie longue qui migrent vers la moelle osseuse où ils sécrétent continuellement des Ac 

et ce de façon indépendante des LY T auxiliaires(182). Le maintien d'une production constante 

d'alloanticorps spécifiques du greffon (donor specific antibody (DSA) peut être la conséquence 

à la fois de la durée de vie prolongée de ces plasmocytes mais aussi de la différentiation 

permanente de nouveaux lymphocytes B mémoires (200). (Fig.20) 
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igure 20 :  Représentation schématique de la réponse humorale et centre germinatif 

(ENIC 2007). 

Les Ac ainsi formés exercent les mêmes fonctions effectrices 

(Cvtotoxicité dépendante de complément et FADCC) (Voir le titre I -3) 

de rejet hyperatgu 

II-4 Les Conséquences  

: Les effecteurs cellulaires sont responsables d' : 

infiltration cellulaire qui peut être diffuse ou locale, la densité cellulaire étant 

irrégulière, avec des renforcements autour des structures vasculaires et même une intrusion 

dans les éléments tubulaires (c'est la lésion dite de « tubulite »). les capillaires peritubulaires et 

les parois vasculaires. 

*Une nécrose tubulaire est fréquemment associée, plus ou moins étendue. Elle peut être la 

conséquence tardive des lésions ischémiques en rapport avec la conservation du greffon, 

*Une atteinte des glomérules qui peuvent avoir un aspect ischémique avec des parois 

plissées, peu de lumières visibles, des chambres urinaires élargies. Parfois, les cellules 

épithéliales et endothéliales sont turgescentes et des cellules circulantes de type monocvtaires 

sont visibles dans les lumières. Une thrombose intracapillaire est le témoin d'un rejet sévère. 

(10). 

* Enfin, en ce qui concerne les lésions vasculaires, les capillaires péritubulaires peuvent être 

congestifs et la rupture de certains d'entre eux responsable d'une suffusion hémorragique. 

Dans les artérioles et les artères interlobulaires, les cellules endothéliales sont turgescentes et 

bombent dans la lumière vasculaire.. un stade plus avancé, les cellules endothéliales peuvent 
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proliférer (endartérite proliférative), et la lumière se thrombose avec désorganisation des 

cellules du média (10) (Figure 21) 

1I-4-b : Les effecteurs humoral sont responsables d'  

*Une nécrose tubulaire aiguë, une atteinte vasculaire parfois sévère peut etre 

responsable d'un authentique tableau de microangiopathie thrombotique, des suffusions 

hémorragiques et une fixation péritubulaire de C-I-d. (10) (Fig 21) 

Figure 21 :  -Représentation schématique du rein présentant un rejet aigu 

H-5 Le diagnostic  

II-5-a : Clinique :  

Le diagnostic du rejet aigu est celui d'une insuffisance rénale aiguë survenant chez un 

patient transplanté avant ou non repris une diurèse et/ou une fonction rénale. 

Le diagnostic positif repose d'une part sur des critères négatifs, c'est-a-dire l'élimination 

de toutes les autres causes d'insuffisance rénale aiguë (obstructives. infectieuses., toxiques. 

etc.). et d'autre part sur des criteres positifs dont aucun n'est absolument spécifique C'est a 

dire la difficulté de porter ce diagnostic, et ce d'autant qu'un traitement potentiellement 

dangereux en est la conséquence logique (10). 

1I-5-b : Déséquilibres associés :  

On n'observe quasiment plus les signes classiques de la crise du transplant qui comportaient 

cliniquement un greffon gros et sensible, une fosse iliaque empâtée. une pression artérielle 

élevée, une diurèse diminuée, un état subfébrile„ et dans les urines, une protéinurie, une 

natriurèse effondrée et une créatininurie élevée( 10). 
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11-5-c : Histologique : 

Les lésions histologiques observées sont [oedème interstitiel, [infiltration cellulaire de 
l'interstitium, la nécrose tubulaire, les lésions glomérulaires et vasculaires. En microscopie 
optique, le tissu de soutien est infiltré par un œdème qui dissocie les éléments du parenchyme. 

On note souvent la positivité du fragment du complément, le C4d, sur les capillaires 

peritubulaires et la présence dans le sang périphérique de DSA (10). (Fig. 22) 

À- En plus de ces critères de diagnostic, on note également la présence de certains marqueurs 

associés à ce type de rejet dont: (Fig. 23) 

il semble que les cellules CDS cytotoxique soient prédominantes par rapport aux 

cellules CD4 auxiliaire dont cellules activées expriment des Ag de classe Il et des 

récepteurs pour l'IL 2 [utilisation de ces marqueurs a un intérêt physiopathogénique 

ruais peu d'applications cliniques à l'heure actuelle( 136). 

.-- Une expression intense des Ag de classe II par les cellules tubulaires est un argument 
indirect en faveur d'un rejet aigu cellulaire(10) 

35 



*ç 	•r e 

0 

Partie bibliographique 
	

Mécanisme de la réponse allogénique Le rejet 

• e, 

C 

Figure 22  : Aspect histologique typique d•un rejet aigu cellulaire, 

A. Infiltrat cellulaire mononuelée et fibro-cedeme. 
B. Tubulite. 

C. Arterite ntimale. (ENIC 2007) 

Figure 23 : (ENIC 2007)  

A. Aspect histologique typique d•un rejet aigu humoral. 
13. Fibro-oedeme et dilatation des capillaires p,..ritubulaires remplis de cellules inflammatoires_ 
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Figure 24  Des coupes histologiques comparati\ es cfun rejet aigu cellulaire et humoral 
(ENIC 2007) 

N.B 

Les critères diagnostiques histologiques de rejet aigu actuellement admis sont décrits 

dans la classification de Banff(I0). (Annexe 2) (Fig. 24) 

II-6 Prévention et traitement  

La prévention de rejet aigu repose essentiellement sur la surveillance immunologique des 

malades greffés en vu d'instaurer une stratégie thérapeutique adéquate pour chaque malade 

dont les principaux piliers de cette stratégie sont 

✓ Les immunosuppresseurs 

• Les corticoïdes 

✓ La plasmaphérèse 

(Voire chapitre IV La prise en charge thérapeutique des malades greffés) 
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Ill- Le rejet chronique et la néphropathie chronique du transplant :  

Pendant très longtemps cependant, la terminologie de rejet chronique a été synonyme de 

perte progressive de la fonction du greffon sans que la cause de cette perte soit évidente.  

Il faudra attendre le début des années 1990 pour que le rejet chronique commence à être 

élucidé. Une première phase consista à ne plus utiliser ce terme et à le remplacer par le terme 

de néphropathie chronique d'allogreffe (NCA) (186), terme qui soulignait le fait que la perte 

progressive de fonction du greffon n'était pas due uniquement à des lésions immunologiques de 

rejet chronique mais également à des lésions non immunologiques de néphrotoxicité des 

immunosuppresseurs ou de récidive de la néphropathie initiale. 

Quelle que soit la cause de cette NCA, il existe dans tous les cas des lésions non spécifiques 

de fibrose interstitielle et d'atrophie tubulaire. A ces lésions non spécifiques, peuvent s'associer 

des lésions évocatrices d'une cause comme des lésions de rejet proprement dit, plutôt cellulaire 

ou plutôt humoral, des lésions de nephrotoxicité des immunosuppresseurs ...(187). 

La terminologie s'est donc encore modifiée et le terme de néphropathie chronique 

d'allogreffe a disparu au profit d'une terminologie purement histologique, la fibrose 

interstitielle avec atrophie tubulaire RAT) et le ternie de rejet a été réservé aux seules lésions 

d'origine immunologique (10). 

II1-1 Déroulement de la réponse immunitaire :  

Les mécanismes moléculaires de ce rejet chronique, qui limite la durée de vie des organes 

transplantés, sont mal connus. Il s'agit probablement d'une réponse immunitaire chronique, à 

bas bruit, initiée par une présentation indirecte des alloAg, et dirigée contre les structures 

vasculaires. et  particulièrement endothéliales, du greffon. Les processus de réparation des 

dommages liés à cette agression font appel à la synthèse de facteurs de croissance, comme le 

qui induisent la fibrose et le rétrécissement progressif de la paroi des vaisseaux (204). 

Une fréquence accrue de cellules T capables d'alloréactivités indirecte a pu toutefois être 

mise en évidence chez des patients atteints de rejet chronique d'allogreffe(209) et dans 

plusieurs modèles expérimentaux de rejet chronique(170) , suggèrent un rôle majeur de la voie 

d'allo reconnaissance indirecte dans les phénomènes de rejet chronique. 

III-2 Rôle des Ac dans le rejet chronique : 

Des données récentes suggèrent que certains rejets chroniques sont dus à des alloAc. 

Toutefois, les causes et les manifestations du rejet chronique qui se caractérisent 

histologiquement par une glomerulopatIne et une artériosclérose (NCA) sont multiples, et les 

circonstances au cours desquelles les alloAc ont un rôle prépondérant restant encore à 

déterminer. Les patients développant des Ac anti FILA post transplantation ont un risque plus 

élevé de glomérulopathie et de perte de greffon(159). 
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Les cas de glomerulopathie sont plus fréquemment associés à des dépôts de C4d dans les 

capillaires péritubulaires et à la présence d'Ac anti HL,-1 spécifique du gretTon(8l). 

Le rôle d'Ac non HLA a également été proposé, en particulier des Ac anti endothélium. Une 

étude a également observé la presence d4c antivimentine (un constituant du cartilage) chez une 

proportion importante de patients transplantés rénaux avec NCA (39). (Fig. 25) 

Figure 25 25 Représentation schématique d'un rein lors de rejet chronique. 

III-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 libèrent des facteurs de croissance qui vont stimuler les 

cellules mésenchymateuses et ainsi déclencher un processus de fibrose. 

• Il fait suite a une ischémie prolongée provoquée par des lésions vasculaires. 

On peut également retrouver des thromboses vasculaires induites par la prolifération de 

cellules musculaires. Ce processus est également appelé artériosclérose accélérée 

ou artériolosclérose du greffon (10)_ (Fig. 26) 
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III-4 Diagnostic :  
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III-4-a : Clinique : 

I 

111-4-b : Histologique :  

R 

R 
Ainsi, l'atteinte vasculaire est quasi constante marquée par une 	endartérite 	oblitérante 

/11 	
qui s'associe trés souvent a des lésions de fibrose, d'atrophie tubulaire et glomérulaire(203). 

(Fig. 27) 

I 

Facteurs 

immunologiques 

Facteurs 

non immunologiques 

Figure 26 : Néphropathie chronique du transplant. 

A. Facteurs impliqués clans la néphropathie chronique du transplant.  

B. Aspect histologique typique de néphropathie chronique du transplant avec 

fibrose interstitielle et atrophie tubulaire. (EMC 2007) 

Sur le plan diagnostique tout d'abord, il est fondamental de définir si les lésions 

responsables de la perte du greffon sont initiées par des facteurs immunologiques ou non 

immunologiques, car dans un cas il convient de renforcer l'immunosuppression ou de la 

modifier et dans l'autre, bien souvent, au contraire de la diminuer. 

Sur le plan clinique le rejet chronique se traduit par une perte lente, mais progressive de la 

fonction du greffon, on peut noter une diurèse diminuée, l'apparition d'oedèmes en particulier 

dans les jambes et une douleur au niveau du greffon(10). 

Les lesions histologiques évoquant un rejet chronique stricto sensu sont essentiellement la 

glomerulopathie d'allogreffe et la présence de lésions artérielles fibroproliferatives_ auxquelles 

peut s'ajouter la présence de Cod le long des capillaires péritubulaires (49). 
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Figure 27 : Aspect histologique typique d'un rejet chronique. 

Glomerulopathie d'alloureffe (trichrome de Masson). 

B. Glomérulopathie d'allogreffe (coloration argentique) noter [aspect en doubles contours. 

C. Endartérite fibroproliférative (EMC 2007) 

Prévention et traitement : 

Le traitement du rejet chronique reste donc mal défini et est un domaine d'investigation 

important. Il pourrait reposer, dans l'avenir, sur des approches très différentes de celles utilisées 

actuellement, en utilisant des molécules anti-fibrosantes ou bloquant la prolifération vasculaire. 

Enfin, le meilleur contrôle de la réponse lymphocytaire B pourrait aussi limiter le 

développement du rejet chronique, souvent médiés par des anticorps (I 86). 
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Chapitre IH  : Prise en charge immunologique des malades en pré et en post greffe rénale : 

La crainte majeure devant la réussite d'une transplantation rénale est la survenue d'une 
réponse immunitaire dirigée contre le greffon. De ce fait, le patient est soumis à des 
prélèvements de sang de façon systématique afin de rechercher la présence d'un risque de rejet 
sur le transplant, à partir desquels se constitue la sérothéque qui serve de base à la réalisation des 
différents examens immunologiques. 

I Evaluation et préparation du receveur :  

Cette étape est fondamentale pour la réalisation d'une transplantation, et nécessite d' 

Informer les penients 

Les receveurs doivent être informés sur les avantages que peuvent les apporter la 
transplantation rénale (qualité de vie, liberté d'action, possibilité de grossesse... ) et les risques 
encourus (mortalité, échec, infection sévere, effets secondaires des immunosuppresseurs .).(96) 

Inscrire les malades : 

L'inscription sur le registre des malades candidats à la greffe nécessite le diagnostic précis de 
la maladie ainsi que l'évaluation de ces risques de récidive (97).Ce registre servira à porter toutes 
les étapes réalisées et les résultats obtenus au cours de son suivi avant la réalisation de la greffe 
ainsi qu'après. 

Les paramètres de suivi du couple sont fondés essentiellement sur l'établissement d'un bilan 
biologique (Groupage ABO, Sérologie virale) et d'un bilan immunologique qui consiste à étudier 
la compatibilité HLA entre le D/R et la recherche et l'identification des Acs ami HL A(98). 

II L'étude de la compatibilité HLA : 

II-1 Le typage HLA :  

Pour typer les molécules HLA de classe I et IL on doit déterminer soit les Ag à la surface des 
cellules lymphocytaires par méthodes sérologiques ou par l'identification des gènes codant pour 
des molécules FILA par biologie moléculaire (BM). (99) (Fig 28) 
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Figure 28 : schéma représentatif du typage FILA par I-3M et par méthode s ologique(99). 

1-1-1 le typage IILA par sérologie :  
La microlvmphocytotoxicité Complément dépendante (LCT) est considérée depuis 1964 

comme la technique de référence (Terasaki et Mac Clelland ) 

Principe :  
LCT consiste à incuber les lymphocytes à typer en présence des Ac monoclonaux anti-

HLA de classe I ou de classe II de spécificité connue dans des micropuits séparés, auxquels est 
ajouté du complément hétérologue de lapin, afin de lyser les cellules portant l'Ag 
correspondant au sérum utilisé.(100) 

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

Le typage est effectué sur des Ly totaux (T+13) pour les Ag de classe 1, et sur des 

mononuclées débarrassées des Ly T (102) ou enrichies en Ly B pour le typage de FILA classe 
11, ces Ly sont séparés préalablement soit par centrifugation en gradient de densité ou par billes 
mmunomagnétiques.( 103 ) 

Figure 29 : représentation schématique du typage HLA par LCT (104) 
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Avantages  

✓ Technique simple et rapide.(105) 

✓ Utilisé surtout pour le phénotype FILA de classe I.(106) 

✓ permet une résolution de niveau générique.(107) 

Inconvénients :  

✓ Discrimination limitée 	reconnaissance de déterminants antigéniques communs à 

plusieurs molécules HLA très proches. 

✓ Difficultés d'assignation surtout pour la classe Il (DP). 108)  

✓ Réactions croisées deux molécules FILA codées pas des allèles très différents peuvent 

être reconnues par un même Ac. ( 99 ) 

✓ Manque d'Ac monospécifiques. 

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

Il-t-2 le Typage LILA par biologie moléculaire 

Les techniques de biologie moléculaire permettent d'atteindre un niveau de résolution 

générique similaire aux méthodes (.‹ sérologiques » mais aussi d'obtenir un niveau de résolution 

de typage allélique « haute résolution ».(109) Plusieurs techniques existent, toutes ont en 

commun une étape d'amplification enzymatique PCR (Polymérase Chain Réaction), qui permet 

d'amplifier les gènes qui codent pour les molécules HLA que l'on veut génotyper.(10 I ) 

Principe :  

La PCR est une réaction de polymérisation consistant en une amplification spécifique d'une 

partie de la matrice d'ADN bornée par deux amorces complémentaires des extrémités 3' de la 

séquence nucléotidique par la DNA-polymérase, elle permet d'obtenir d'importantes quantités 

d'une séquence d'ADN spécifique.(1 10) (Fig 30) 

Avant de passer à l'amplification de [ADN, on a recours à différentes méthodes d'extraction, 

de dosage et de contrôle de qualité d'ADN 

L'extraction est effectuée par plusieurs techniques 

• L 'extraction ait phénol chloroforme qui est basée sur la solubilité différentielle des 

acides nucléiques (AN) dans deux phases non miscibles. 

• Le saling ont qui utilise des solutions salines à forte concentration. 

• Le Oniagen : Extraction par utilisation de colonne de silice (technique Quiagen QIAmp 
DNA Blood Mini Kit). 

La concentration et la pureté de l'ADN sont évaluées par spectrophotométrie (les bases 

puriques et pyrimidiques absorbant fortement dans [UV à 260 mn). 
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Le contrôle de qualité de l'ADN s'effectue par une analyse électrophorétique sur gel 

d'agarose soumis à un champ électrique, les acides nucléiques chargés négativement et leur 

distance de migration dépend de leur poids moléculaire, de la concentration d'agarose et de 

l'intensité du courant appliqué.( 110) 

Figure 30 : schéma représentatif des étapes d'amplification de l'ADN par PCR 

Avantage :  

✓ Amélioration de la discrimination par rapport à LCT. 

✓ Détermination du numéro de série allélique.  

✓ Le typage de niveau générique des gènes HLA 	B et DRB1 est suffisant pour les 

transplantations rénales, de plus la BM permet le typage de FILA Cw, DPB1, DOAl. et  

le typage des MICA.. (99) 

Inconvénients : 

✓ Délicate à réaliser et à interpréter. 

✓ Risque d'inter contamination lors de prélèvement ou de la manipulation. 

✓ Possibilité de dégradation des acides nucléiques. 

Plusieurs variétés de techniques basées sur la PCR ont été développées au cours du temps afin 

d'obtenir des résultats plus précises de typage 

11-1-2-a Typage FILA par PCR - SSO « séquence specific oligonucléotide » :  

La PCR SSO est employée pour le typage HLA classe II, elle repose sur l'hybridation entre 

une sonde constituée d'un oligonucléotide synthétique et spécifique d'un allèle HLA--DP 

./DRIDQ.  et  de l'un des segments d'ADN du sujet à typer et amplifier à l'aide d'amorce flanquant 
la partie polymorphe par PCR. (108) 

L'ADN amplifié est déposé sur un support solide, dénaturé à pH alcalin pour pouvoir être 

accessible aux sondes et ensuite hybridé avec des sondes oligonucléotidiques marquées capables 

de détecter des différences de séquences entre allèles ou groupes d'allèles_ En effet, pour être 

discriminantes, ces sondes doivent posséder des séquences variables situées en milieu de 
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séquence. L'hybridation est enfin révélée par des systèmes de détection isotopiques au début, et 

actuellement par colorimétrie et émission de fluorescence (110) (Fig 31) 

Streulav,d re 

je% 
ADN cible 

Support de nitrocellulose  

Figure 31  représentation schématique de la technique PCR SSO 

II-1-2-b Tvnage -FILA par PCR - SSP « Seouence Specific Primer» :  

La PCR-SSP est basée sur l'utilisation d'amorces spécifiques d'un allèle ou d'un groupe 

d'allèles en fonction du degré de résolution de l'amorce. 

Dans ce cas l'amplification par PCR ne se fait que sur l'allèle ou groupe d'allèle recherché. 

11 suffira donc simplement de déterminer si l'amplification s'est réalisée ou non.( I 11 ) (Fig32) 

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

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

C'est une variante de PCR SSO consistant en une hybridation reverse de l'ADN génomique 

amplifié avec des amorces marquées par-  la biotine avec des sondes fixées sur un support solide: 
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microspheres en polystyrène .Les hybrides sont révélés par fluorométrie (la R - phvcoerythrine) 

(110) 

Principe :  

Le produit amplifié à l'aide d'amorces spécifiques biotinylées est dénaturé et mis en contact 

avec un mélange de billes contenant les sondes fixées. Après lavage, seuls persistent les 

fragments hybridés sur leur sonde spécifique et enfin le marquage des fragments fixés sur les 

billes est analysé de la fluorescence émise par la phycoérythrine excitée...(1 10) (Fig 33) 

Un couple de laser analyse les fluorescences émises par les différents fluorophores 
Le laser rouge excite les fluorochromes qui sont à [intérieur des billes et permet leur 

classification selon leur code couleur. 

Le laser vert excite le fluorochrome situé à l'extérieur des billes pour distinguer la 

réaction positive et négative.(112) 

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

Avantages :  

✓ Rapide. 

✓ Réduction des étapes de lavages et de dénaturation de [ADN. 

✓ Bonne praticabilite. 

✓ Interprétation objective et non subjective.(114) 

✓ Détection d'allèles spécifiques. 

✓ Grande Spécificité et sensibilité. 

✓ Très bonne résolution générique et allélique pour DRB1 (lait 1-1D).( 115) 
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Inconvénients  

V Coûteuse 

II-I-2-d Le Séquençage PCR SBT : Sequence Based Typing »:  

Actuellement, le typage HLA par séquençage PCR SBT es la méthode idéale pour l'étude 
de polymorphisme. 
Elle consiste à 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 méthode de synthèse enzymatique qui consiste à initier la 

polymérisation de l'ADN à l'aide d'une amorce complémentaire à une partie du fragment d'ADN 
à séquencer. 

L'élongation de l'amorce est réalisée. par une ADN polymérase dépourvue d'activité 
exonucléase en présence d'un mélang,e des quatres dé.soxyribonucléotides (dATP, d(,TP, KiTP, 
dTTP) et une faible concentration de quatres didésoxynucléotides (ddATP, ddCTP, ddGTP ou 
ddTTP) chacun associé à un marqueur fluorescent différent. Une fois incorporés dans le nouveau 
brin synthétisé, ces didésoxynucléotides empêchent la poursuite de l'élongation. 

en résulte un mélange de fragments d'ADN de tailles croissantes, qui se terminent à toutes les 

positions dans la séquence. 

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

Une dernière étape de traitement bioinformatique permet alors la reconstruction d'un génome 
entier à partir de tous les fragments séquencés.(117) 

L'interprétation du séquençage se fait par comparaison avec une banque de données contenant 
toutes les séquences FILA mise à jour régulièrement. 
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Premier Etape : 

Deuxième étape : 

Troisième étape : 

Figure 34 : schéma représentatif des 3 étapes de séquençage 

Avantages :  

✓ lève des ambigUités, détection de nouveaux allèles. 
✓ Analyse automatique. 

✓ Permet de lire plusieurs centaines de nucléotides avec une très bonne qualité. 

✓ Rendement augmenté par automatisation et utilisation de séquenceurs multi 

capillaires.(1 15) 
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✓ Rendement faible pour PCR SBT mono allelique.(115) 

Il-2 L'intérêt de t 'page HLA :  

Les résultats de typage permettent de définir la compatibilité HLA entre le donneur et le 

receveur par la détermination du nombre d'incompatibilités, nombre de miss match (MM) ou 

d'identité (ID) FILA 

Par exp: 	R: .A*01 A*02 Ir08 	DR*03 DR*--1 

D: A*01 .A*29 B*08 B",-1-1 DR*03 DR*0-1 	5 ID + 1 MM (1 18) 

Donc on peut classer les couples Di R en 

- identique 

- senti identique 

- non identique 

La survie du greffon dépend du nombre d'incompatibilités HLA entre donneur/receveur. 

Exemple de survie des greffons selon l'incompatibilité HLA au niveau de 	HUG « hôpitaux 
universitaires de Genève » (les résultats après Sans de greffe): 

• 1MM 72°.,  
• 2MIVI 699(0 

3MM 50°,,/ (119) 

Donc une bonne compatibilité FILA diminue la fréquence des crises de rejet et contribue à une 

survie prolongée du greffon.(106 ) 

Les typages FILA génériques de classe I (FILA, FILA B) et de classe Il (HLA DR, HLA DQ) 
du donneur et du receveur sont réalisés deux fois à partir de prélèvements effectués à des dates 
différentes pour déterminer la compatibilité (DiR).(120) 

Un typage allélique du donneur peut s'avérer nécessaire si le receveur est immunisé. 

50 

Inconvénients :  

• Conteuse 

I 

I 

I 

I 

I 

I 

11-3 Recommandation: 

1 

I 

I 

I 

I 

I 

I 

• 



Partie bibliographique Prise en charge immunologique des malades en pré et en post greffe rénale 

III le suivi des malades:  

Le laboratoire d'histocompatibilité mis en jeu une stratégie de suivi des malades tout au long 

de la période d'attente de la greffe et même aprés , dans un but de rechercher la présence de tous 

éléments pouvant conduire à la survenue d'une réponse immunitaire entrainant un échec de la 

greffe. (12 I ) 

Cette stratégie est ajustée au cours du temps, dans un premier lieu, elle est préventive de rejet 

hvperaïgu par la recherche d'une allo-immunisation en amant de la greffe, avec une adaptation 

d'un traitement immunosuppresseur préventif 

Dans un second lieu, elle consiste à une surveillance des malades greffés basée sur la 
recherche des Ac, ainsi que d'autres tests supplémentaires nécessaires pour la mise en évidence 
d'une réponse allogénique précoce (le rejet aigu) ou tardif (le rejet chronique) pour l'ajustement 
du protocole thérapeutique en cas d'une suspicion de rejet.022) 

Le suivi des malades en pré et en post greffe est basée essentiellement sur la constitution 

d'une serotheque. 

La constitution d'une séroihèque 

La sérothéque représente une collecte des sérums prélevés durant toute la durée de suivi, qui 

servira à la recherche des anticorps anti FILA et à la réalisation du cross match (CXM). 

Elle est constituée de 

-Sérum du premier jour. 

-Sérums prélevés chaque >mois. 

-Sérum du jour (48h avant la greffe). 

- Sérums prélevés systématiquement après la greffe. 

-Sérums prélevés après tout événement immunisant survenant avant ou après la greffe 

(transfusion, grossesse, vaccination, greffe), selon un protocole défini. 

-----> la conservation des .sCrunrs: 

Les sérums des patients sont obtenus à partir d'un prélèvement de 10 ml de sang sur tube sec. 

Après centrifugation le sérum est transféré dans des tubes à hémolyse et dans des tubes 

rhésus.( 105) 

La conservation des sérums est faite aussi sur des tubes Eppendorf de 1,5 ml, 

Les sérums peuvent être conservés à une température ambiante pendant 4 jours maximum, et 
au réfrigérateur pendant 7 jours maximum.(123) 
La conservation à longue durée se fait à une température de -30c' ou à -80e dans des tubes à 
hémolyse pour la recherche des Ac Lymphocytotoxiques et dans des tubes Rhésus pour le 
CXM.(03) 
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11114 la surveillance d'une alloimmunisation :  

Les Ac anti FILA sont souvent la cause de la perte précoce du greffon. ce qui semble indiquer 

que des techniques de CXM et de recherche des Acs plus sensibles peuvent être utilisé pour 

anticiper et prévenir ces échecs, dont la nécessité de réaliser un dépistage de ces Acs. En cas de 

positivité de la recherche on doit identifier s'ils sont spécifiques du donneur appelés DSA 

(donor specific antibodv) ou non spécifiques.(124) 

III-14 Technique de recherche et d'identification des Ac anti-fILA : 
Ils peuvent être détectés par deux types de tests 

- Cellulaires « complement dependent cytotoxicity 

- En phase solide « ELISA et Luminex ››. (125) 

III-I-i-a Lymphocvtotoxicité complément dépendante (LCT)  
Elle est considérée comme La technique fondatrice à laquelle a été reproché un manque de 

spécificité et de sensibilité, actuellement elle est moins utilisée.(126) 

Principe :  

Cette méthode fait appel à un panel de cellules mononuclées parfaitement phénotypées en 
FILA qui sont mise en présence du sérum du receveur, et en cas de présence d'allo Ac, 

l'activation du complément par le complexe immun formé va conduire à la lyse de la cellule, 

révélée en microscopie par l'incorporation d'un colorant vital.(127) 

Avantage :  

✓ Détermination de PRA « panel reactive antibodies » c'est le pourcentage de 

positivité d'un ou des serum(s) teste(s) sur la totalité du panel de lymphocytes.(99) 

Inconvénients :  

V Ne détecte pas que des Ac anti FILA (elle peut mettre en évidence des anticorps anti-

FILA aussi bien IgG qu'lgM ainsi que les Ac non FILA, les auto Ac). 

✓ Les résultats dépendent de la qualité du complément et de l'évaluation de la lyse qui 

est subjectif. (128 ) 

✓ Peu standardisée (panel). 

V Interprétation délicate. 

✓ Difficilement automatisable. 

✓ Pas très sensible (sérum mufti specifique).(99) 

• • 	 • 
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H -1-I-b ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay):  

ELISA est une méthode immuno-enzymatique de type sandwich. Elle permet la recherche et 

l'identification des Acs anti-HLA en utilisant des Ags FILA de classe I ou de classe II purifiés 

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 FILA purifiés de classe 1 

et II. La présence d'Acs spécifiques anti-HLA du sérum à tester entraine la formation de 

complexes Ag-Ac révélés après incubation par un conjugué (Ac) anti-IgG humaines couplé a 

une enzyme permettant une lecture par une réaction colorimetrique après ajout du substrat.(I28) 

(Fig 35) 

Une appréciation de la coloration obtenue est effectuée par lecture à 630 nm à l'aide d'un lecteur 

spécifique pour la lecture des plaques de Terasaki.(112) 

Identification des anticorps anti-HLA : 

L'identification des spécificités des Ac anti-HLA s'effectue sur des microplaques où chaque 

puits est coatée par un ou deux Ag de classe 1 ou 1E(110) 

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

AN antages:  

✓ Plus sensible que LCT.(1 12) 

✓ Rapide et Reproductible.(129) 

✓ Ne détecte que les Ac anti FILA, 

✓ Ne détecte que les lgG (sauf adaptation).  

✓ Automatisable et Relativement standardisée. 

✓ Interprétation facile. 
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✓ Moins couteuse. 

✓ Utilise 3 type de kits pour : - le screnning (détection des AC anti FILA, positive ou 

négative en utilisant un pool d'Ag). 

-l'identification (on utilise 2 ou 3 Ag dans un puits). 

- l'Haute Définition (on utilise un seul Ag de spécificité définie par puits). (99) 

inconvénients :  

✓ Moins sensible que Luminex.(112) 

✓ elle peut détecter les IgNI 

III-1-1-c Technologie Luminex  

En raison de l'amélioration récente des méthodes de détection des Ac anti HLA dans le sérum 

des patients, les laboratoires disposent d'outils plus sensibles tels que Luminex, pour prédire la 

spécificité de ces Ac donc évaluer le risque du patient face à un donneur potentiel.(35) 

Principe  

Cette technique de détection et d'identification des Ac ami FILA utilise des microsphères 

recouvertes d'Ag HLA isolés et purifiés comme support de détection.( 126) 

Les Ac anti FILA présents dans le sérum à tester réagissent spécifiquement avec les molécules 

HLA présentes à la surface des billes, puis révélés par un Ac secondaire IgG humaines marqué à 

la phvcoérvihrine et discriminés par 1 intensité de leur fluorescence-(I28)La lecture est effectuée 
par  l'appareil humnex  (Hg  36) 

Elle permet de tester simultanément en microplaque, 90 sérums contre un mélange de 100 billes 

colorées portant chacune une spécificité FILA différente:( 110) 

Figure 36 : représentation schématique de la techenique de recherche des Ac anti FILA par 
LUNE EX (114) 
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Avantage :  

✓ Plus sensible et plus spécifique qu'EL1SA.(1 12) 

✓ identification et/ou le dosage de plusieurs Ac anti HLA en dessous du seuil de détection 

des autres techniques.(125) 

✓ nécessite un faible volume: 100 d'échantillon. 

✓ ne détecte que les Ac anti FILA. 

✓ ne détecte que les 1g-G Anti HLA. 

✓ ne détecte pas les auto-anticorps. 

✓ détecte les Ac ami HLA qui ne fixent pas le complément et qui sont délétères pour le 

greffon. (114 ) 

v Suivi semi quantitatif 

-MLI ( Mean Fluoresecence intensitv) L'intensité relative de fluorescence 

c'est une Valeur des fluorescences observées pour chaque bille qui est corrélée à sa 

concentration et à son affinité. 

SA: nombre de billes positives (112) 

Utilise 3 types de kits pour le Screening, l'Identification et surtout l'haute définition 

(single Ag) (99) 

Inconvénients 

✓ Interprétation parfois délicate. 

✓ Plus coûteuse que les autres techniques. 

III-I-2 Technique de cross match 

C'est une épreuve de compatibilité croisée destinée à dépister des Acs anti-HLA cytotoxiques, 

capables de fixer le complément, d'isotype IgG et spécifique des Ag HLA de classe I du 

donneur ces Ac peuvent entraîner un rejet hyper-aigu.(110) 

Le cross match est obligatoire avant toute transplantation rénale et il est effectue par LCT ou 
par cytometrie en flux(105), et récemment même par Luminex 

Cross match Dar lvmrshocvtotoxicité :  

La technique de CXM par LUE est la plus ancienne, elle est réalisée sur des plaques de 

terasaki.(124) 

Principe :  

Ce test consiste à incuber les lymphocytes du donneur potentiel avec le sérum du receveur, 

puis à mettre en évidence l'éventuelle fixation des Ac par cvtotoxicité de type 1gCi après ajout 

du complément de lapin.(124) 
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La positivité est révélée par une destruction des Lys et une coloration grâce à un colorant vital 

ou fluorescent. Par cette technique la positivité est reconnue comme une contre-indication 

formelle a la transplantation.(131 132) (Fig 37) 

Le CXM est obligatoirement réalisé avec 

- Les lymphocytes totaux ou les lymphocytes T pour les anticorps ami- FILA de classe 

--> Les cellules B surtout en cas de 	greffe. 

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

Depuis l'introduction du CXM, les pertes de greffon pour rejet hyper-aigu ont quasiment 
disparul 114 ) 

Mais cette technique manque de sensibilité et parfois de spécificité 

-Ln cross-match positif n'est pas toujours dû à des anticorps délétères 

-un cross-match négatif ne signifie pas l'absence d'anticorps délétéres, même si leur 

concentration est moindre. 

Des modifications techniques ont donc été apportées au fil du temps pour améliorer la 

sensibilité 

✓ l'augmentation du nombre de lavages (pour diminuer les facteurs bloquant l'activité du 

complément). 

✓ l'augmentation du temps d'incubation (pour tenir compte des anticorps de faible affinité) 

✓ L'adjonction de globuline humaine asti-chaînes légères happa (AGH) qui permet la 

détection de faibles taux d'anticorps cytotoxiques ou non.(126) 

✓ l'adjonction d'un agent réducteur diethvl thiothréitol (DTT) pour distinguer les IgG et 

les IgM.(132) 

Les sérums du receveur sont conservés en sérothèque tout au long du suivi du patient afin 

d'effecteur un CXM final.(99) 

Figure 37 : représentation schématique du CROSS MATCH par L. 	I 
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111-1-2-b Cross match par cvtometrie en flux (FCX;. )  

Au début des années 1980, les techniques de cytométrie de flux ont été appliquées à la 

réalisation du cross-match avec une amélioration de la sensibilité-(133 134) 

Mais les résultats de ces CXM restent controverses car très sensibles et pas assez 

spécifiques.( 126 ) 

Principe :  

11 se réalise par incubation des lymphocytes du 

donneur avec les sérums du receveur, après des 

étapes de lavage. 

Les Acs fixés à la surface des Ly sont révélés 

gràce à un fluorescent dirigé contre le fragment Fc 

des IgG humaines. 

lin double marquage à l'aide d'un Ac marqué à la 

phycoérythrine anti-CD3 (sélectionnant les ly T) ou 

anti- CD19 (sélectionnant les ly B) permet de 

préciser sur quelle population Lymphocytaire sont 

fixés les Acs détectés.(124)124  

La fluorescence est analysée par cytofluorimétrie. 
(110) 

avantages :  

Nz la sensibilité est augmentée de 10 à 100 fois par rapport aux techniques de référence.(133) 

Inconvénients : 

✓ Pas assez spécifique (la mise en évidence des anticorps réellement délétères, l'était 

beaucoup moins).(126) 

✓ l'amélioration de la sensibilité était incontestable. 

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

de récepteurs Fc à la surface des lymphocytes, fixant des anticorps quelle qu'en soit la 

spécificité, ou encore de la fixation d'anticorps non-ami-FILA à leur ligands sur les 

ly mphocytes.( 133) 

III-1-2-c cross match par Luminex : (LumXM) 
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Afin d'augmenter la sensibilité et la spécificité de la réaction de cross match, la technologie 

Luminex est développée a partir de la technique de cytometrie en flux., dont on utilise des billes à 

la place des cellules. 

Principe :  

Les billes sont coatées par des molécules HLA du donneur, qui sont précipités auparavant à 

partir des membranes cellulaires, elles sont utilisées pour la recherche des Acs ami ITLA 

cytotoxiques complément dépendant dans le sérum du receveur.(135) 

La méthode est très sensible, elle permet de détecter un cross match négatif par LCT. 

Les dernières études de « European Society for Organ Transplantation 2012» Ont confirmé que 

les patients avec LurnXIM positif ont un risque de rejet plus élevé.(136) 

Note :  L'interprétation de cross match par les différentes méthodes de LCT. cytométrie en 

flux et luminex en cas de donneur vivant (137) 

Cross Match par 1.0 F des' Cross Match Par C tornetne en Recherche Des Acs Par 1 aurnne 	D' --kt )11 a I a ( 	:1. ' c 	t_ 

h 1 3 1 lut\ 
-' 

4- 	 H 	 non 
--r- 

	

1 ± 	 i non 	 , 
_,. 	 [ 

i---   
-1-   + NIFI  '10000 	 , 010 

: -; 	 - 	 , OUI 
ll. 	 -l- 

	

; - 	 001 
__1, 	 i 

Non contre indication a la greffe. 	Oui greffe possible. 

En cas de CXM par Ly T POSITIF la greffe est contre indiquée. 

111-2 : Intérêt de recherche et d'identification des Ac anti HLA :  

La recherche et l'identification des Ac anti HLA soit par méthodes cellulaires ou en phase 

solide permet de: 

✓ Gasser Les patients en non immunisés, immunisés ou huer immunisés selon la valeur du 

PRA, cette immunisation est acquise par les événements immunisants: 

• Patients non immunisés (PRA 	) :  

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

En cas d'absence de production d'Ac anti HLA après événement immunisant définit un état 

de non réponse » immunologique.(97) 

• Patients immunisés ( 1%> PRA < 80% )  : 

1...,orsqu'on détecte dans le sérum du patient au moins une spécificité anti-HLA 
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• Patients hrperimmunisés (PRA > 80%) :  

Ce sont des patients dits à « haut risque immunologique », dont la recherche des Ac a révélé 
la présence d' Ac préformés dirigés principalement contre les molécules HLA.(97) 
L'hyper immunisation est un obstacle majeur de la survie du greffon.( 130) 

•7  Classer les Ag HLA en Ag « permis » ou « interdits » 
• Antigènes HLA interdits  ce sont les antigènes contre lesquels existent des Acs détectés 

dirigés contre eux. Un Ag qui a été défini comme interdit quelle que soit la technique 

utilisée, ne peut plus etre classe ultérieurement en Ag permis. 
• Antigènes HLA permis  un Ag est considéré comme permis si toutes les réactivités pour 

cet antigène sur tous les sérums testés sont négatives par toutes les techniques réalisées, 
dont la technique de « Single Antigen » (Luminex).( 138) 

✓ diminuer les CXM « inutiles ».(99) 
,7  Prédire la spécificité de ces Ac et pour évaluer le risque du patient face a un donneur. 

potentiel. 
✓ Prévenir le rejet hyper aigu avant la greffe et la surveillance d'apparition des Acs en post 

greffe afin d'établir un diagnostic précoce. 

III-2-1 prévention en amont de la greffe :  

Il est bien établi que les Acs anti-FILA préformés, sont à l'origine du rejet hyper aigu.(139) Sa 
prévention repose sur la recherche et l'identification régulière des Acs anti- HLA de classe I et 
II, et par la pratique systématique d'un CXM pré greffe.( 112) 
Pour en garantir une meilleure acceptation du greffon et sa longue survie, des démarches de 
prévention sont instituées en désignant un protocole adéquat de suivi. 

protocole de recherche d'une alloimmunisation  

Les modalités de suivi des patients en attente de greffe changent d'un laboratoire à un autre 
selon la disponibilité des techniques. Il existe ditïérents types de recommandations établies par 
les agences responsables de la greffe rénale. 

Le protocole suivant est établie par l'agence de la Biomedecine de France, qui sert de 
référence pour beaucoup de laboratoire d'immunologie 

La recherche des anticorps anti  FILA 
-La Recherche d'anticorps anti-HLA de classe I et de classe II est recommandée tout les trois 
mois, et l'intervalle entre 2 prélèvements ne doit pas dépasser 6 mois. 
-La recherche se fait par une technique sensible (ELISA, Luminex) et une fois par LCT sur 
lymphocytes T ou totaux, avec et sans (DIT) sur un panel. 
- la recherche d'anticorps d'isotype IgM en LCT sur lymphocytes T ou totaux est recommandée 
une fois par an. 
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- En cas de positivité de la recherche, l'identification des spécificités Acs devra être réalisée par 

une technique sensible. 

• en cas d'événement immunisant 

On doit contrôler la modification du profil Acs à deux reprises après l'événement (protocole 
transtbsionnel entre J15 et J21, et à J30). 
En absence d'Ac anti FILA après plusieurs événements immunisants essentiellement sous forme 
de transfusions sanguines, le receveur est dit « non répondeur ». Or, en présence d'Ac anti 

HLA, le receveur est dit « 

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

• pour les patients immunisés 

-Un prélèvement tous les 3 mois est recommandé- 
Le dépistage d'anticorps anti-HLA en technique sensible peut ne plus être effectué lorsque le 
patient est connu immunisé en classe I et en classe II. 

-Les spécificités anti-HLA de classe I et de classe II doivent être identifiées par technique 
sensible, si besoin par une technique « Haute Définition ». 
-Une recherche d'anticorps en LCT sur lymphocytes T ou totaux est recommandée une fois par 
an (comprenant une recherche d'isotype IgM) et sur le sérum du pic d'immunisation (pour la 
détermination du PRA). 

-Le passage du statut de non immunisé au statut d'immunisé doit être confirmé sur un deuxième 
prélèvement si possible à 3 mois du précédent. 

Cross match  
-un cross match initial est effectué sur le premier sérum prélevé. 

Il est recommandé d'effectuer un premier cross match à distance de la greffe, pour détecter 
une éventuelle réactivité contre le donneur non mise en évidence par les tests de recherche 
d'anticorps anti-HLA. 

- un CXM sur le sérum 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 
■ Le sérum le plus récent date de plus de trois mois pour un patient immunisé ou de plus de 

six mois pour un patient non immunise, 
• un événement immunisant a eu lieu entre la date de prélèvement 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 prélevés après événement immunisant et un sérum récent. 
-Le CXM doit être effèctue sur lymphocytes T et B, par technique de LCT mais un FCXM est 
recommandé. 
-Le CXM doit être réalisé avec et sans DU sur lymphocytes T ou totaux par technique LCT. 
-La réalisation d'un CXM sur lymphocytes B est recommandée. 
- Un auto cross-match peut être réalisée pour faciliter l'interprétation des résultats. 
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- Si le CXM est positif (quelle que soit la technique)_ il est impératif de réaliser une étude des 
sérums du receveur par une technique sensible d'identification même si le dépistage d' Acs en 
technique sensible est négatif. 
-Tout CXM positif (IgG) par technique LCT sur sérum de moins de trois mois avec lymphocytes 
totaux ou T est une contre-indication à la transplantation en l'absence d'explication liée à la 
présence d'auto-anticorps. 
-Un CXM positif 1gM sur les lymphocytes T, sur le sérum le plus récent peut être dû à un début 
d'immunisation anti-FILA et doit être discuté avec l'équipe de transplantation afin de préciser les 
évènements cliniques récents. 

-Le CXM positif sur lymphocytes B n'est pas une contre-indication absolue mais doit thire 
l'objet d'une discussion entre le biologiste et le clinicien. 
-Il est recommandé de conserver plusieurs aliquotes de cellules congelées du donneur pour la 
réalisation du CXM post-greffe.( 120) 

-Selon le plan de l'agence de BIOMEDECINE 2012-2016 , il est recommandé de mettre en 
place le dispositif de dons croisés d'organes prévu par la loi de bioéthique de 201 .1.En cas 
d'incompatibilité 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) 

Figure 39  : représentation schématique du protocole de suivi des patients en pré et post greffe rénale 

Remarque :  

Un traitement préventif est installé quelques jours avant la réalisation 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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Ill-2-2 La surveillance des malades greffés :  

La prévention du rejet (aigu et chronique) est le but principal de suivi en post greffe rénale., 

elle est basée sur la 	surveillance d'apparition des signes d'une réponse allogénique, 
essentiellement l'apparition des Acs, afin d'établir un diagnostic précoce et précis de rejet, et 
donc assurer une prise en charge thérapeutique rapide adapter le traitement immunosuppresseur 
etiou instaurer un traitement spécifique.(106) 

III-2-2-a Le protocole de suivi d'apparition des Ac :  
Il repose essentiellement sur la constitution d'une séroth que en post greffe (hg 39) 
La recherche systématique d'Acs anti FILA se fait par des techniques sensibles (ELISA ou 

LUMINEX) en post greffe à 
✓ 17. 
✓ J15. 
✓ J30. 
✓ Après 3mois. 
✓ Après ()mois. 
✓ Après un an. 

✓ Puis chaque 6mois. 

Une recherche spécifique est réalisée 
À- En cas d'un événement immunisant 

• Vaccination : un prélèvement sera effectué à la recherche des Acs après chaque 

vaccination. 

• Grossesse : un suivi sera effectué tous les mois à partir du troisième mois de la 

grossesse. 

• Transfusion : la recherche d'anticorps anti-FILA doit être réalisée selon le protocole 
transfusionnel (voir protocole de suivi avant la greffe). 

• Tramplantectomie (retour en dialyse) la recherche d'anticorps anti-HLA à répartir 
au cours des 6 mois suivants sont recommandées.(141) 

Situations_partieulières 

• Une indication clinique: augmentation de la créatinine sérique faisant suspecter un 
épisode de rejet.(125) 

• En cas d'une diminution de l'immunosuppression. 
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111-2-2-b Conduite à 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 immunisés, 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 être spécifiques ou non du 
donneur, on doit donc compléter les examens pour une détermination des spécificités par une 

technique sensible.(142) 

e'Evemple  : 
Les échantillons revenus positifs (MFf>1000) avec la technique LUMINEX de dépistage, 

sont testés en technique LUMINEX « single antigen flow beads » (une spécificité antigénique 

sur chaque bille) permettant de déterminer les spécificités des anticorps. 
Les billes positives sont ensuite analysées selon les incompatibilités 1-ILA entre le donneur et 

le receveur pour identifier les anticorps dirigés spécifiquement contre des antigènes du 
donneur ( 125) 

Après identification on distingue deux cas 

• DSA Négatif absence d'Acs spécifiques du donneur, donc on continue toujours le 
contrôle d'apparition des Acs anti EWA selon le protocole précédant. 

Sur le plan thérapeutique, on continue toujours avec le traitement préventif (voir 

traitement).  

• DSA Positif la présence d' Acs spécifiques du donneur, qui est un signe d'alerte en 

faveur d'un rejet 
4 Par C)Cit1 posi gri.* 
Les patients avec DSA + et CXM + ont un risque de rejet plus élevé par rapport au 

patients qui ont un DSA- et CXM - .(143) 

—}Par ELISA : le risque de rejet est plus élevé chez les patients avec DSA positif 
score 6-8 par rapport a ceux qui ont un score de 4.(143) 

—)Par L MLVEV : Une valeur de DSA >5200 Mn, signifie un risque de 100% de 
rejet aigu avec 0% de faux positif, alors qu'une valeur de DSA <5200 MFI, signifie un 
risque de 50% de rejet aigu avec 50% de faux positif(144) 

Remarque :  

I- Les patients ayant une titration élevée d'Ac anti-FILA dans le mois suivant la greffe. 
présentent plus de rejets aigus sévères, alors que ceux avec une titration plus basse ont tendance 
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à faire des rejets chroniques, suggérant que la titration et le monitoring des alloanticorps 

pourraient être utiles pour présumer du risque de rejet.(145, 146) 

2-Dans certains cas, les Ac sont détectables alors que le greffon est encore fonctionnel dans 

d'autres cas, les Ac ne deviennent détectables qu'après l'arrêt de I* immunosuppression ou 

après transplantectomie.(147 124) 

Diagnostic de certitudes de rejet devant un DSA positif :  

• Clinique et bioloeique  : 

Le diagnostic clinique est évoqué devant une insuffisance rénale aiguë, confirmé sur le plan 

biologique par le dosage des marqueurs de la fonction rénale dont on note 

-Créatininémie >2 mg/dl. 

- Clairance K 60 ml /min 

- Urée : le rapport entre urée urinaire et urée sanguine est inférieur à 10.(148, 149) 

■ Histologique  : 

Jusqu'à l'heure actuelle et selon la classification de Banff la biopsie est l'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 à 93% des cas à l'existence 

de DSA circulants (anti FILA I> anti FILA II> anti FILA I et II), qui est un signe spécifique 

de rejet humoral (150 124) 

-La fixation de C4d est corrélée à la présence de DSA circulant dans 88% des cas, ce qui 

pourrait témoigner d'une agression alto immune active.(151) 

-En plus de dépôt de C4d au niveau des capillaires péritubulaires (CPT), on note également 

la présence d'un infiltrat cellulaire.(152) (Voir chapitre II 5) 

Figure 40 : Représentation schématique des stades de rejet à médiation humorale(153) 
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Figure 41 e schéma de sui immunologique en post greffe 
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Note : 

En cas de suspicion de rejet à médiation humorale (C4d 	et en l'absence d'anticorps anti-FILA 

dirigés contre le donneur détectables, une recherche complémentaire d'allo-anticorps non HLA 

(ex e anti- MW A et B) peut être effectuée. (154) 

Marqueurs prédictifs de rejet :  

Ces dernières années, les scientifiques s'attachent à identifier des marqueurs biologiques qui 
pourraient les aider à diagnostiquer un rejet, voire prévoir le devenir à long terme du greffon. 

De tels marqueurs sont nécessaires, non seulement pour connaître un état de tolérance chez les 
patients prenant un traitement immunosuppresseur. mais également pour estimer le degré (le 
réponse d'un patient à un traitement, prédire la dégradation d'un transplant avant les premiers 
signes fonctionnels, déjà trop tardif(124). Parmi ces marqueurs 

-Le dosage de CD30 dans le sérum par ELISA, (c'est un marqueur des LT actives).(155) 

La mesure de sCD30 est effectuée en pré et en post greffe et un niveau plus élevé, seul ou en 
association avec de forts taux d'Acs anti HLA de classe II est associe à une augmentation 
du risque de rejet.(156) 

-La détection de Beta-2-microglobuline (F32M) (157): le taux de B2M est augmenté en cas 

de rejet aigu ou chronique, mais un taux inférieur à 3.7 µg/ml  ne signifie pas un risque de 

rejet.( I 58) 

-la mesure du taux d' ARNm au niveau des urines pour le Granzyrne B et FOXP3 est un 

bon marqueur prédictif du rejet cellulaire aigu et de son devenir (159 160). elle se fait par 

l'amplification de l'ARN m par PCR .(161) 
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NB: 

En plus de suivi immunologique, un protocole thérapeutique doit être mis en place 

obligatoirement pour chaque malade greffé, dont la nature, la dose, la durée de ce traitement 

est en fonction de l'état physiopathologique de chaque malade. 
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Chapitre IV Prise en charge thérapeutique 

Tout organe étranger implanté dans l'organisme est normalement rejeté sous l'influence des 

réponses immunitaires. Il est donc indispensable de supprimer ou atténuer la réaction du 

receveur à l'égard du greffon pour permettre sa survie en utilisant un traitement 

immunosuppresseur ( S ). ( 97) 

L'immunosuppression a pour but une meilleure acceptation de la greffe par le receveur, en 

utilisant des doses ni trop profondes provoquant la diminution de l'état immunitaire de 

transplanté, ni trop légères laissant se développer des phénomènes de rejet (162) tout en agissant 

à différentes étapes de: (voir tableau) 

,/ migration etiou l'activation des cellules dendritiques 

w' activation et la prolifération des lymphocytes par inhibition d'un ou plusieurs des quatres 

signaux d'activation. 

s7  infiltration du greffon. (163) 

Les schémas d'immunosuppression sont extrêmement divers selon 	les facteurs qui 
contribuent à majorer le risque immunologique des receveurs ainsi que les habitudes des équipes 
de transplantation. 
Ces facteurs sont notamment le nombre d'incompatibilités FILA, le jeune âge du receveur; l'âge 
avancé du donneur; la présence d'anticorps anti-FIL A préformés (PRA >0 "0), et la présence 
d'anticorps spécifiques du donneur (USA :MEI >1000).(164) 

Un traitement immunosuppresseur préventif et curatif indispensable chez tout patient 

transplanté. (07) 

En fonction des résultats de la recherche des Acs le traitement en post greffe est préventif 

et j-ou curatif : 

I- Le traitement préventif de rejet :  

Le traitement immunosuppresseur de référence dans la prévention du rejet de greffe est 

constitué d'une trithérapie associant classiquement un inhibiteur de la calcineurine (ICN), un 

antimétabolite et des corticostéroïdes (CS) .(165) (Voir tableau annex N°3) 

La conception du traitement immunosuppresseur préventif s'appuie sur l'association d'un 

traitement dit 	« d'induction » et d'un traitement dit « de maintenance » : 

1-a Traitement d'induction :  

Le traitement d'induction est censé diminuer l'incidence du rejet aigu dans les 3 mois qui 

suivent la transplantation. 

En fonction du risque immunologique, ce traitement est soit absent, soit administré à dose 

élevé et est parfois combiné à l'administration d'un traitement biologique. 
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la phase d'induction au tout début de la transplantation (la première semaine de greffe) est 
basée sur des traitements biologiques , il s'agit d'anticorps polyclonaux anti-LyT (GAL) chez les 
patients à haut risque immunologique ou des anticorps monoclonaux anti-récepteur de l'IL-2 
chez les patients à faible risque, puis une trithérapie chronique associant un ICN (ciclosporine , 
tacrolimus) , un Antimétabolite inhibiteur de la synthèse des purines (Mycophénolate Mofetyl 
(MMF), azathioprine(.AZT)) et les CS à dose rapidement dégressive. 
Avec cette association thérapeutique, l'incidence du rejet aigu est devenue < 10 ?eo, et la survie 

du greffon > 95 °/') à un an.( I66) 

Une trithérapie peut parfois être séquentielle, avec une introduction différée de la ciclosporine 

(entre le 5 eine et le 21 eme jour post greffe) ou de LUT (entre le 30 et le 40 eme jour post 

greffe). en vue de limiter les effets indésirables 

NB 

•7  chez des patients à risques tels les hyperimmunisés, on peut utiliser les (IVIg comme 

traitement adjuvant d'une quadritherapie (4 cures d'IVig administrées tous les 21 jours, la 

première cure étant débutée avant le déclampage du greffon) comportant un inhibiteur de 

la calcineurine, le mycophénolate mofétil, les corticoïdes et une induction par anticorps 

anti-CD25 ou anticorps anti-lymphocyte polyclonal .( 132) 

V Chez les patients présentant un risque immunologique faible à modéré, le sirolimus 

(inhibiteur de m ToR « Iorga caf repatnvcine ›.)) peut remplacer l'antimétabolite dans la 

trithérapie. (167) 

1-b Traitement d'entretien (de maintenance) :  

Le traitement de maintenance est nécessaire tout au long de la vie du greffon afin de limiter 

ou prévenir le développement du rejet chronique.(168) 

Durant cette phase, la trithérapie est souvent maintenue mais à dose plus faible. 

La période de maintenance commence à partir du 3eme mois de la greffe et elle est divisée en 

,7  Période de maintenance pré-adaptative de 3 à 6mois Associe des doses pleines 
d'ICN (tacrolimus ou ciclosporine), et d'anti-prolifératifs (MMF ou AZT), à une dose 
quotidienne plus faible de CS. 
Pendant cette période, les risques de survenue d'un rejet aigu cellulaire sont maximum (95 0 des 
rejets aigus surviennent pendant les 6 premiers mois. à cette raison la surveillance d'apparition 
des Acs et des signe de rejet est renforcée). C'est aussi pendant cette période que le déficit de 
l'immunité cellulaire est le plus profond et que le risque de survenue d'infection a germes 
opportunistes est le plus important, ce qui nécessite un traitement préventif systematique. 
Avec les traitements 1S actuels, l'incidence de survenue de rejet est diminuée au cours de la 
première année. 
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V Période de maintenance post-adaptative après le 6eme mois Permettant généralement 
une minimisation de l'immunosuppression à long terme avec une réduction des doses d'ICN ou 
les substituer par les inhibiteurs de m-TOR et souvent un arrêt des CS de façon à réduire les 
effets nephrologiques de ces molécules.(164) 

NB : La ciclosporine doit alors être progressivement supprimée sur une période de 4 a 8 
semaines durant la phase d'entretien, pour limiter la toxicité cumulée avec le sirolimus (les 

patients à faible risque immunologique) 
Chez les patients pour lesquels l'arrêt de la ciclosporine est un échec ou ne peut être envisagé, 

l'association de ciclosporine et de sirolimus ne doit pas être poursuivie au-delà de 3 mois après 
la transplantation.(167) 

Nouvelles approches thérapeutiques :  

Dans le but d'optimiser le traitement immunosuppresseur, des différentes options ont été 

proposé 

• La minimisation des doses d'ICN a distance de la transplantation, sont accompagnées soit du 
maintien inchangé du reste du traitement IS, soit de la majoration de l'un des deux autres IS 

(CS ou MW), soit du remplacement de l'un des deux autres 1S par un nouvel IS non 
néphrotoxique, soit enfin, de l'ajout d'un nouvel IS non néphrotoxique. 

• Les stratégies de conversion des ICN pour un IS non néphrotoxique, conversion plus ou 

moins précoce après la transplantation et s'adressant a des patients considérés comme stables 
ou au contraire, présentant une détérioration de la [onction de leur greffon mise sur le compte 
de la nephrotoxicite des ICN. 

• les stratégies de non introduction d'emblée des IC après la transplantation en utilisant a leur 
place des IS non néphrotoxique lors du 'une quadrithérapie séquentielle on utilise les Cs, les 
anti métaboliques et les Ac poly clonaux ( I-14jr) et les IC à partir de 14eme jours.(97) 

• Les stratégies d'induction de tolérance visant à ne plus utiliser d:1S une fois passe la phase 

initiale de la transplantation (168) et à bloquer au moment de la transplantation les signaux de 
la costimulation par des anticorps monoclonaux (anti-CD4OL) ou des protéines de fusion 
(CT L A4-1g).( 164 ) 

• Actuellement, il est suggéré d'envisager l'arrêt des CS durant la première semaine après la 
transplantation lorsque le risque immunologique est faible; dans le cas où un inhibiteur de 
mTOR (mainmalian larget of niiipatnycin) est employé, le groupe KDIGO (Kidney Disea.se 
Improving Global Outcomes) recommande de ne l'administrer qu'une fois la fonction du 
greffon établie et les lésions chirurgicales cicatrisées.(169) 

Evp : protocole de John Hopkins des patients à haut risque il ununologique en attente de 
greffe (le rein a partir d'un donneur vivant: 

• Protocole échanges plasmatiques suivi de l'immunoglobuline polyvalente (INT1g) jusq a 
négativation du CxNI poursuivi après la greffe: 
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-En moyenne 3 échange plasmatique EP -6) ayant greffe 

- moyenne 3.8 EP (0-19) après greffe 

• Immunosuppression: Daclizumab 5 doses, Tacrolimus, MMF, CS 

• Résultats: Disparition des DSA.(170) 

Le Succés de la désensibilisation est défini par 

v.  une diminution > 50°/0 des PRA.(171) 

✓ Un cross match par L.CT sur ly T négatif 

• Un cross match lvT FCXM <250 NIFI.(172) 

Ann-CD20 

FK 506 , 
[ MMF 

Anti-CD20 

Sterop:ies 

- 	9 	--- 	-- 	-6 	--- 	-4 	- 3 	-- 	- 

Figure 42 :ci\emple de protocole de désensibilisation chez un patient a haut risque immunologique au joim 
I lopkins llnspital 1->AI TIMOR) 

U- Le Traitement curatif du rejet :  

Malgré la mise en place d'un traitement préventif, une crise de rejet peut survenir. Dans ce 

cas le schéma thérapeutique mis en oeuvre est en fonction de la gravité et de l'évolution du rejet. 

Le risque maximal se situe pendant la première année. 

A l'heure actuelle, l'identification des différents types de rejet aigu a permis de modifier le 

schéma thérapeutique un peu trop simpliste. 

- en cas de rejet aigu cellulaire avec une négativité du marqueur C4d sur les CPT 

et en l'absence d'Acs circulants dirigés contre le donneur, le traitement consiste toujours à 

administrer des stéroïdes à fortes doses par voie intraveineuse, relayés par de fortes doses orales 

pendant une période de quelques jours à quelques semaines. 

En cas d'échec ou d'efficacité insuffisante, le rejet aigu est considéré comme u cortico-résistant 

» et les GAL_ sont utilisés. Ce traitement est relativement bien codifie.(168) 

A-- en cas de rejet aigu humoral avec une positivité du marqueur C4d sur les CPT (1 73) et la 

présence de DSA, le traitement est moins bien codifié. 

Le traitement associe à des titres divers, des CS à fortes doses mais également des EP destinés à 

épurer ces Acs délétères, des I. VIg aux mécanismes 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 la réalité est encore plus complexe dans la mesure où les caractéristiques cliniques des 

rejets ne sont pas toujours aussi caricaturales et que des formes cellulaires et humorales peuvent 

être associées. (175) 
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Les schémas thérapeutiques de rejet aigu sont variables selon les équipes. 11 comprend dans la 

plupart d'entre elles un renforcement de la corticothérapie, associé à une augmentation de la 

corticothérapie pendant au moins un mois et en association aux globulines anti-lymphocytaires, 

soit polyclonales, soit monoclonales (durant 8 alOir 

Ce schémas permet dans 90?-) des cas d'obtenir en quelques jours une amélioration de la fonction 

rénale.( 176) 

La désensibilisation  

Plusieurs protocoles ont été utilisés pour le traitement de rejet avec DSA+, les approches les 
plus courantes pour traiter le rejet aigu humoralsont 

v Les plasmaphérèses répétées.( 177) 
V les immunoglobulines intraveineuses (IVIG) a dose élevée_ (178) 

Ce dernier est utilisé chez certains patients dont l'état général semble difficilement compatible 

avec un traitement par anticorps antilymphoeytes. Lorsque il s'agit de rejets cortico-

résistants.( 179 180) 

V Le rituximab a également été couramment utilisé (181). il est prescrit en association avec 
les échanges plasmatiques et les immunoglobulines mira-veineuses 

NB: 

Les inhibiteurs du proteasome (bortézornib) et les inhibiteurs de la fraction terminale du 
complément (l'éculizumab ) sont des nouvelles thérapies qui visent a diminuer le taux de 
DSA.(182) 
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d'action de cytokines 

	

	antirecepteur de 
l'intcrleukine-2 
(basiliximab, 
daclizumab) 
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Inhibiteurs 
de.mTOR 
siroli mus, 
Eévérolimus t•-• L 

-Inhibiteurs de 4eme Signal Le 	 C'est 	un 	inhibiteur 
de synthèse d'acides cophénolate spécifique et non compétitif 
nucléiques 	 ou Nlofet\ l (MME) 	 bloque la voie 
antiproliferatit's 	 Ccllcept 

Inhibiteurs de 1' signal Ciclosporine 
d'acti‘ anon h. mphocvtaire 	Neoral 
inhibiteurs de calcineurines 	Tacrolimus 

Fk6.50 prograf 
Inhibiteurs de 2cme signal de Corticostéroïdes 
costimulation 

Classification 	 Molécules 

anticorps poh -clonait\ anti- La 
tIhmoglobul inc lymphocytes 

Effets 
indésirables 

Bloque la s,ynthese des cytokines (11.,2 -Nephrotoxicite 

	

IL4 INFa. TNF a .GNICSI: 	-HTA 
En inhibant l'activation des facteurs de ' -diabete 
transcription (NEM') 	Fig : 43 	' -D\ shpidén -H 
Réduction de l'inflammation par -l'atrophie 

Mode d'action 

inhibition de la sécrétion de cytokines en 
inhibant la fixation nucléaire des 
facteurs de transcription AP-I et 
NT -k[3 

En diminuant la prolifération des Ly -néphrotoxicité 
i nduite par les cytokines telles que moindre que 1CN 

1[2, VIL .3, 1 - 1L4 ou VIL,6 1 ' )̀ 	-tubulotoxique 
Anemie..19U  

réversible, -anemie 
de -leucopenie 
de -lymphome 

synthèse de novo des bases puriques -tumeurs 
(guanine) en inhibant la prolifération des -malignes 

Fig 45 	 cutanées.... 192  
s sont dirigés contre les lymphocytes -Réactions 

humains 	en 	particulier 	les allergiques 	et 

musculaire 
ostéoporose 
diabète diabète 

-d 'sllprdémie, 

-réactions 
anaphylactiques 
-Mieux tolérés.'" 

GAL lymphocytes T 11c  anaphylactique 
-thrombopénie 
maladie sérique'" 

Inhibiteurs de l' signal 	Ciclosporine 
d'activation   h mphocvtai re 	Tacrolimus 

Inhibiteurs de 2emc signal de Corticostéroïdes il 
costimulation 

anticorps 	AC 	antiligand 	de 	CD40 _bloquent 
monoclonaux 	l'interaction CD4O-CD4OL 

eàè! 
	

N'IR I 

Il 

Non Rapportés 

.174— 

proteines 
fusion 
(bclatacept 
,l'abatacept ) 

bloquent la liaison entre les molécules Non Rapportés 

B7 (CD80, CD86) et CD28 1').3  
Fig 46 

Inhibiteurs de 3eme signal 
d'action de cytokines 

Inhibiteurs 
de. mTOR Il 

// 

 

Inhibiteurs de -lente Signal 
de .snthèse d'acides 

nucléiques 
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L'azathioprine Ln inhibiteur des bases puriques. -leucopénie 
analogue des bases purines il altère la anémie, 
synthèse de l'ADN des lymphocytes'''.4  thrombopénie 

-hepatite 
NtDeuse 

Inhibiteurs de 2eme siimal de ' Corticostéroïdes y 
costimulation 

les anticorps monoclonaux 	Nluromonab 	Elimination des Ly T par liaison au -Iymphopénie 
(OKT3) 	CD3 et par stimulation de la , modérée 

phagocytose ou de la lyse par le - syndrome 
complément l ''" 	 détresse 

respiratoire 
aiotte" 

de. 

ICN 

Inhibiteurs de 3e me signai 

La désensibilisation 

tacrolimus. 

NINIF 	
11 

Plasmaphérèses 	purification sanguine extra corporelle, 
repose sur des échanges plasmatiques 
destinés à épurer les anticorps ami 

LHLA délétères"' 
Immunoadsorpn consiste à adsorber les anticorps anti- 
on 	 FILA sur une colonne de protéine A 

staphylococcique l3  

les IVIg 	agir soit 	par 1' intermédiaire du 
fragment IT(ab")2 des htG, soit par le 
fragment Fc qui fixe le complément 
( molécule C 

hypotension 
-frisson 
-fièvre 

-Reaction 
allergiques 
-nausées 
-vomissement 

Rituximab 
zanti CD10 

-H- 
Inhibiteur 	Du 
Proteasome 

bortézomib) 

Inhibition De La 
Fraction 
Terminale Du 
Complément 

éculizurnab)  

il 	entraîne une dëpletion massi e des 
mphocytes B 	ce qui conduit a une 

élimination rapide des cellules B du sang 
et des tissus'" 

entraîne Lapoptose des plasmocytes 
normaux, ce qui diminue la synthèse 
d allo-anticorps I 	 
En se liant au C5 a\ ec une haute 
affinité et inhibe ainsi l'acti‘ anon de 
la voie terminale du complément is2  

-frisson 
-cephalés 
-malaise 
-hypotension"s  
Non Rapporté 

Non R apporté 

Tableau• Classification des traitements de rejet. 

n 
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TRASCRIPTIONJ DES GENJES ( IL>  

Figure 43  : schéma représentatif de mode d'action des inhibiteurs de calcineurine 

Figure 44  schéma représentatif de mode d'action des Acs asti récepteur de l'1L2 
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Figure 45 représentation schématique du mécanisme d'action de 1r MN-11' 

Figure 46 représentation schématique du mécanisme d'action des protéines de fusion et des AC 
monoclonaux 
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Partie pratique 	 matériels et méthodes 

Partie pratique : 

Matériel et méthode :  

1-Matériel : 

1-1 :Matériel biologique :  

Notre travail a été réalisé au niveau de l'unité d'immunologie de Hassiba Ben Bouali du CHU 

de Blida. 

Il s'agit d'une étude rétrospective réalisée sur 359 patients insuffisants rénaux stade 

terminale hémodialyses transplantés ou en attente d'une transplantation, recrutés pendant 6 ans 

allant de janvier 2006 à Décembre 2012. 

1-2 Matériel non biologique : 

Il représente l'ensemble de matériels que nous avons utilisé au laboratoire (Annexe 3) 

• Verreries tubes ACD, tubes secs, tubes coniques, cellules Malassez, plaque de Terasaki 

lames et lamelles... 

• Appareillages pour typage FILA: Thermoblok, Vortex, micro-centrifugeuse, 

centrifugeuse, Extracteur d'ADN automatisé BIOROBOT. Cuve de migration, générateur. 

thermocycleur„ Translluminateur 200, geldoc, voltmètre logiciel de lecture de microplaque, 

microscope à fluorescence inversé. 

• Appareillage pour ELISA : Lecture ELISA à micro plaque. 

• Réactifs (kits utilisés One LAMBDA, LAT l ul Mixed, kit Quiagen DNA Blood, Micro- 

SSP DNA typing Trav 	) 

• Ainsi que les dossiers des malades composés d'une fiche de renseignements sur 

laquelle sont mentionnées des informations relatives à chaque couple D/R, Une fiche de 

sérothèque, une pour le typage HLA du couple D %R, et une fiche de résultats de la recherche et 

d'identification des Ac. (Annexe 4) 

Ces informations sont également portées sur un support informatisé afin de créer une source 

de données facilement consultable. 

Les informations représentées dans un fichier sous forme d'Excel sont : nain, prénom, sexe, 

age, date de 	prélèvement, date de l'insuffisance rénale, date de 	dialyse_ etc. et  toute 

autre information semble être nécessaire pour le suivi de ces malades (Annexe 4) 

Les études statistiques ont été effectuées grâce à un logiciel « Excel », et les études 

comparatives ont été réalisées par le logiciel « Compare », 
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Les malades recrutés dans notre échantillon ont bénéficié d'une épreuve de groupage ABO où 

la compatibilité a été exigée entre chaque couple DAR, ils sont envoyés au niveau de l'unité 

d'immunologie de Hassiba Ben Bouali pour compléter les autres tests immunologiques 

nécessaires pour une greffe ultérieur: 

Receveur 	 Donneur vivant 

Sélection ABO. 

HLA: A_ B et DR 

SUIVI 

eillite  Immunologique Ife'  

Ac préformés 
	

Ac post 

transplantation 

vti 	is d'un 
	 Vis-à-vis des Lv T 

panel d Ar 111..A 	 et B du donneur 
de classe : et:: 

Cross match prés 

transplantation 

Figure 47 : Diagramme des tests d'histocompatibilités effectuées au niveau de l'unité de 

Hassiba Ben Rouait. 

Il-1 Prélèvement :  

On prélève du sang veineux où on a besoin de 

• ?tubes pour le receveur l'un avec anticoagulant ACD (V-8 ,5m1) 	4 	pour le 

typage HLA et le CXM. L'autre tube sec (V-5m1) 4 pour la recherche des Ac anti 

FILA. 

• I seul tube pour le donneur sur ACD (V=8 ,5m1) 4 pour le typage HLA, et le CXM. 
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A-Prélèvement sur tube ACD. B-Prélevement sur tube sec. 

Figure 48:  Les prélèvements réalisés pour les différents tests immunologiques. 

I 
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I 
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matériels et méthodes 

Il-2 Etude de polvinorphisme HLA :  

L'étude du polymorphisme HLA s'effectue principalement par deux types de techniques 

• Les techniques sérologiques qui permettent de définir les Ag FILA. 

• Les techniques de biologie moléculaire qui permettent d'étudier les gènes. 

II-2-(Techniques sérologique :  

La détermination des Ag ITLA de classe I (A, B) et de classe Il (DR) se fait par réaction de 

microlymphocvtotoxicité (LCT). 

I 
Il-2-1-1 : Principe de la réaction de microlvmphoevtotoxicité (LCT) :  

Il s'agit d'une technique en deux temps dérivée de celle de Terasaki et qui consiste à incuber 

les LY du sujet à typer, préalablement isolés, avec des sérums tests en présence de complément 

1 

	

	de lapin utilisé en excès. Si les Lv sont porteurs de l'Ag correspondant au sérum utilisé. il  se 

produit une altération de la membrane cellulaire entrain= une lyse qui peut être révélée par un 

colorant vital ou fluorescent (bleu Trypan. éosine, Fluoroquench) 

II-2-1-1-A : Ac utilisés :  

Les Ac utilisés sont des Ac anti HLA de classe I et Il qui sont de deux sortes 

• Des alloantisérums ils proviennent de femmes multipares -4++, de polvtransfuses, ou 

d'immunisés volontaires. Les antisérums anti-classe I nécessitent une élimination des Ac anti 

classe II par adsorption sur plaquettes (DR-et AB+)9 kit AB 72, DR72. 

1/1 	
• Des Ac monoclonaux 9 kit LM144. 

II-2-1-1-B : Cibles utilisées :  

-Les Ly totaux du sang périphérique 9Typage FILA classe I (ABC). 

-Lv B périphériques 9 Typage HLA classe II (DR, DQ). 
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Il-24-2 Technique de séparation des Lv :  

Les tests immunologiques effectués dans ce conteste nécessitent des populations de 

lymphocytes purifiées, plusieurs techniques sont utilisées pour séparer les LY et les sous 

population lymphocytaire 

11-24-2-A : Séparation des Lv totaux (T+B)  

-.Principe 

La séparation en gradient de Ficoll Isopaque de densité (1,077) est basée sur la différence 

de densité existante entre les LY et les autres cellules plus denses tek que les érythrocytes et 

les polynucléaires. L'anneau de Ly est obtenu après centrifugation à grande vitesse pendant 

une courte durée de temps. 

-*Mode opératoire = (Annexe 6)  
- Diluer le sang total (un volume de 8„5 à 10 ml) au ',/2. en ajoutant de l'eau physiologique 

ou un tampon PBS à pH = 7,2. 

- Déposer doucement a la surface du MSL (1/3 NISL pour 2/3 sang dilué), dans un tube à 

fond conique, en plastique. 

- Centrifuger le tube 20 min à 1800t mn à 25°C. 

  

 

Plasma 1  

   

   

Figure 49:  Le résultat de séparation par technique de Ficoll. 

- Récupérer la couche de l'anneau lymphocytaire à l'interface entre le plasma et le 

mélano-e MSL. 

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

- Layer deux fois la suspension lymphocytaire dans de l'eau physiologique, par 
centrifugation à 2500t/mn pendant I omn. 

- Resuspendre le culot de Lv on ajoutant ',-- 500til de solution nutritif de Hanks c'est la 

solution mère de travail. (fig.50) 
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Figure 50: La solution mère de travail. 

- Enumérer au 1'2 au Lasarus sur cellules de Malassez. Le nombre de cellules en 

millions ml. est obtenu en appliquant la formules suivante 

ti,2,1000,100 

*N= nombre de cellules par champ 

A- Dépôt de mélange Lisants, solution mère 	B- Lecture sur microscope optique Ci AO. 

sur cellules Malassez. 

Figure 51: Enumeration sur cellule de Malassez. 

-Vérifier la variabilité des Ly et ajuster la suspension à 2000-2500 cellules lµl soit par une 

dilution (on ajoutant de solution de Hanks) soit par une concentration selon le nombre des 

lymphocytes, c'est la solution fille de travail. 

La suspension des Ly totaux est ainsi prête à l'emploi pour le typage FILA classe I (A, B,) et 

le cross match. 

II-2-1-2-B Séparation des Ly B :  
Pour le typage HLA DR, l'enrichissement en LY B est obligatoire et peut se faire par la 

séparation à l'aide de bille immunomagnétiques 
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.+Principe 
Les billes immunomagnétiques sont des particules paramagnétiques couplées à des Ac 

monoclonaux anti CD 19 (Fluorobeads B) permettant l'isolement rapide et spécifique des 1_,y 
B CD19+ à partir de sang total prélevé sur anti coagulant selon le protocole suivant 

-*Mode opératoire (Annexe 7) 

- Diluer le sang prélevé a partir du sang total (V--- 8,5m1) avec anti coagulant au ''2 dans de 

l'eau physiologique et mélanger délicatement.  

Figure 52: Le prélèvement de sang total sur ACD diluée avec de l'eau physiologique. 

Resuspendre très soigneusement les Fluorobeads avant l'emploi, et agiter environ 10 secondes. 

- Ajouter 1000 d'Ac monoclonaux anti CD 19 liés à des billes immunomagnétiques avec 2m1 

de sang préalablement dilué et boucher immédiatement le tube. 

- Agiter doucement le tube 3 min à 202°C pour permettre aux billes de fixer les cellules B, par 

retournement à la main. 
- Déboucher et placer le tube sur un aimant pendant 2min. 
- Eliminer le surnageant à l'aide d'une pipette, puis retirer le tube del aimant. 
- Laver les IX B dans (2m1) de solution de lavage. 
-Resuspendre doucement et replacer le tube sur l'aimant pour 1 min. 

-Eliminer le surnageant et répéter l'étape de lavage 2fois. 
-Resuspendre le culot lymphocytaire dans 10011 de solution nutritive de Hanks c'est la solution 

more. 
-Procéder à l'estimation en déposant par ordre 1 pi, 41, et 3 pl de la solution mére dans les puits 
de la plaque de 'Terasaki en rajoutant Stil de colorant (Fluoroquench) dans chaque puits. Et faire 
une estimation du nombre de Lv au microscope à fluorescence inverse (G.40) afin de choisir le 
volume adéquat de la solution mére à utiliser. 
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• Les Ly T peuvent être purifiés par la même technique, en utilisant des Fluorobeads-T de 

diamètre inferieur à Itt couplés à des Ac monoclonaux ami CD2. 

• Les Ly B peuvent être purifiées par la même technique décrite ci-dessus, a partir de la 

suspension de 1_,Y totaux. 

II-2-1-3 Typage FILA par technique de LCT : (Annexe 8) 

II-2-1-3 -A : Préparation des plaques de Terasaki :  

Les plaques utilisées sont à l'état lyophilisées en les rajoutant 

4 I µI de Veau physiologique 

-)1 goutte d'huile da paraffine.  

Ils sont donc prêt à l'emploi. 

II-2-1-3-B : Pour le typage IILA 

- Distribuer 1µl de la solution fille (suspension lymphocytaire) dans les plaques de Térasaki 

prêt à l'emploi par une seringue Hamilton -3> typage FILA (A, B). 

-Mettre le volume adéquat de la suspension lymphocytaire B dans des plaques de Térasaki 

pré à l'emploi-) typage FILA (DR. DO), 

-Ajouter 3 pl de complément de lapin, 

-Incuber pendant 1heure à +22°C. (f10- .55) 

-Ajouter 3 pl de solution de Fluoroquench. 

Figure 53  Les plaques de Térasaki apres incubation. 

I I-2-1-3-C : Lecture : 

4Après coloration à l'acridine orange /Bromure d'éthidium J1Fluorotiench) 

Cette coloration peut remplacer le bleu Trypan ou l'éosine dans le cas d'un typage FILA 

classe I, elle est la seule à pouvoir être utilisée pour le tvpage HLA classe II effectué après 

séparation sur billes magnétiques. La lecture des plaques se fait comme suit 

• La réaction positive montre des cellules mortes fluorescentes colorées 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 fluorescence rouge à 608nm. 
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Résultats Cellules 
mortes (%) 

I 1-20 Douteux 
négatif 

Interprétable 

6 51-80 	 Positif 

Très positif' 8 81-100 

0-10 	 Négatif 

21-50 	 Positif faible 

Observation au 
microscope à 
fluorescence 

4 

Score 

matériels et méthodes Partie pratique 

La réaction negative montre des cellules vivantes fluorescentes colorées en vert. 

L'acridine orange traverse la membrane des cellules intactes. se  lie au DNA des cellules vivantes 

et émet une fluorescence verte à 535 nm après une excitation à 440 nm. 

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

contient des cellules mortes, ce pourcentage devra être ajusté en conséquence. L'échelle standard 

est la suivante 

Tableau: Score selon l'échelle standard ASHI. 

F3 
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I1-2-1-3-D : Interprétation des résultats (Voir exemple en annexe 9) :  

L'interprétation du phénotype HLA se fait grâce aux plans de batteries indiquant la 

localisation et la spécificité des sérums. 

II-2-2 Techniques de biologie moléculaire :  

L'étude du polymorphisme HLA peut se faire aprés amplification génique in vitro par l'ADN 

polymérase (PCR). 

11-2-2-1 La PCR :  

La "Polymérase Chain Réaction" PCR ou amplification génique par la "DNA polymérase", 

consiste en une amplification spécifique, se faisant sur un mode exponentiel, d'une partie de la 

matrice d'ADN bornée par deux amorces complémentaires des extrémités 3 de la séquence 

nucléondique. 

Les réactifs nécessaires pour réaliser la PCR sont 

• La matrice d'ADN 

• Deux amorces oligonucléotidiques (Primers) 

• Les quatre désoxynucléotides tri-phosphate (dNTP) 

• La DNA polymérase thermorésistante 

• Un tampon salin adéquat contenant une concentration appropriée de MgCL2 . 

Chaque réaction d'amplification comporte trois étapes se succédant précisément et nécessitant 

chacune une température différente : (Fig. 54) 

• Etape de dénaturation elle correspond au passage du DNA double brin au DNA 

simple brin par chauffage +94°C pendant 30 secondes à I min. 

• Etape d'hybridation elle s'effectue à une temperature variant de + 45°C à + 70 ''C 

pendant 30 secondes en fonction da la Tm des amorces oligonucléotidiques. 

• Etape d'élongation elle correspond a l'extension des amorces par incubation avec la 

DNA- polymérase, et les quatre désoxyribonucléotides- triphosphates. à -'-72°C 

(température optimale de l'activité de l'enzyme) si bien qu'un nouveau brin de DNA 

peut être synthétisé. 



DNA à amplifier 

Dénaturation 

5' 	  3' 
3' 	 Amorce 

Amorce 	 3' 
3' 	  5' 

Synthèse de DNA 

5' 	  3' 
3' 

DNA néosynthétise' 

3' 
3'   5' 

Simple brin de DNA complémentaire, 

modèle pour la synthèse du DNA 

5' 
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Ces trois étapes actuellement, automatisées grâce à un thermocycleun sont répétées 15 à 00 

fois selon le protocole utilisé avec un optimum aux environs de 30 cycles. 

il amorce 

Synthèse 

de DNA 

amorce 

Et ainsi de suite 

Figure 54: Amplification de l'ADN par DNA polvmérase. 
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: Extraction de l'ADN à partir du sang périphérique : (Annexe 10) 

Il existe plusieurs techniques d'extraction de l'ADN à partir du sang périphérique. La 

technique utilisée dans notre laboratoire est la technique de QUIAGEN 

3Les réactifs de Kit 

• Buffer AL prés à l'emploi. 

• AWI 44 mi on lui rajoute 25ml d'éthanol. 

AW2 43ml on lui rajoute 30 ml d'éthanol. 

Buffer .AE prés à l'emploi. 

Figure 55:  réactifs du Kit de Quiagen. 

-*Mode opératoire Technique QUIAGEN (KIT 01 .vamp .,.1z) DNA Blood _blini Kit) 

-Centrifuger à 2000 T/ mn pendant 10mn à température ambiante un volume de 8,5 ml de 

sang total prélever sur un tube ACD (Figure) 

-Enlever, à l'aide d'une pipette pasteur. le Buffv-coat au maximum ('‘.'--200u1) jusqu'à 

obtenir un culot bien blanc. 

- Mettre le volume de 2000 de Buffy-coeat dans un Eppendorf et lui rajouter 200u1 de la 

solution AL et 241 de protéase sous forme liquide. 

-Remettre en suspension, au Vortex pendant quelques secondes. 

-Placer l'Eppendorf dans le thermoblok (pour la dénaturation de l'ADN) pendant 

10mn. 

-Ajouter 2041 de l'éthanol, et agiter on plaçant "Eppendorf dans le Vortex pendant 

quelques secondes. 

-Transférer le contenu de l'Eppendorf dans une colonne de QU1AGEN. 

-Centrifuger à 13000 tours pendant I min. 

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

-Ajouter 500u1 de la solution AWI ( solution de lavage) et centrifuger la colonne a j  Colonne 

13000 tours pendant lmn. 	 QtAGEN 

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

-Ajouter 500u1 de la solution AW2 et centrifuger à 14000 tours pendant 3min 

-Transférer la colonne à filtre dans un Eppendorf et Ajouter 200p1 du tampon AE. 

- laisser l'Eppendorf pendant 5min à une température ambiante. 

-Centrifuger a 13000 tours pendant 1min. 
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- L'ADN est alors prêt pour le typage HLA, après mesure de la densité optique de l'ADN 

extrait .  

-Diviser la quantité de I-  ADN sur 2 Eppendorf comme suit 

• 541 ->pour le typage FILA de classe Il. 

• Le reste—>pour le typage HLA de classe I. 

Figure 56: L'ADN après extraction. 

II-2-2-3 Tvpage HLA classe I Générique par PCR-SSP :  

Le_principe 

C'est une méthode de typage par PCR basée sur la spécificité d'amorces plutôt que sur 

l'hybridation avec des oligosondes. Cette spécificité repose sur le fait que le dernier nucléotide 

en 3.  de l'amorce doit obligatoirement s-  hybrider sur le brin d'ADN complémentaire pour que 

l'amplification soit positive dans les conditions réactionnelles choisies. 

Le typage est déterminé par conséquent par la présence ou l'absence du produit de PCR 

visualisé sur gel d'agarose. 

Chaque typage comporte plusieurs réactions PCR réalisées dans des tubes contenant des 

Primers lyophilisés spécifiques d'un allèle ou d'un groupe d'allèles ainsi qu'un contrôle interne 

qui valide la réaction PCR. 

-*Mode opératoire (Protocole ONE LAMBDA) 

a- Préparation de la plaque de  Micro-SS.P 

-Sortir les plaques de typage et le D-Mix (tampon contenant du MgCL2  et les 4 dNTP) et les 

laisser prendre la température ambiante. La Taq polymérase n'est retirée du froid qu'au moment 

de l'utilisation. 

-Prendre 5,41 de Taq polymérase et le verser dans le D-Nlix. 
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-Prendre 9 til de ce mélange (Taq/D-Mix) avec lui de tampon PCR et le mettre dans le puits HI 

c'est le contrôle négatif 

-Ajouter 111 pi du DNA dans le mélange D-Mix/Taq et agiter au vortex. 

-Répartir le mélange DNA!D-Mix!Taq à raison de 141 dans tous les puits des plaques sauf dans 

les puits contrôle négatif 

b- Réalisation de la PCR 

-Bien fermer la plaque à 1- aide de l'adhésif et la placer dans le thermocvcleur type GeneAnp 

PCR system 9700. 

-Poser dessus le tampon de pression et fermer le thermoculeur et lancer le programme de PCR 

(environ I F116 min pour ONE LAMBDA). 

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

e- Electroptiorese sur gel d'agarose 

• Préparation de gel 

-Prendre 1,25 g d'agarose en poudre et lui rajouté 50 ml de tampon tri borate EDTA. 

-Placer le mélange dans la micro-onde pendant 3à 4min. 

-Faire sortir le mélange de la micro-onde et lui rajouté quelques soutes de bromure d'é 

-Ecouler le mélange 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 l'émerger par un tampon PCR qui permettra le passage 

de courant électrique entre l'anode et la cathode. 

La plaque est alors prête à l'emploi. 

• La migration surgel : 

-Le produit d'amplification est transféré dans les 96 puits de la plaque de migration par une 

pipette multi canaux- 

-Couvrir la boite à électrophorèse et brancher sur le générateur. La migration se fait à140 volts 

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

-+Lecture et interprétation 

La visualisation des bandes d'électrophorèse est réalisée par lecture sous UV Geldoc (fig. A) et 

l'interprétation des résultats (fig.59.B) nécessite l'utilisation du logiciel et des planches fournies 

FILA Fusion dont . 

• Le contrôle interne doit être présent dans tous les puits sauf le témoin négatif 

• Si un gène FILA a été amplifié, une bande de migration supérieure au témoin est visible. 

Lecture de la plaque d - électrophorèse 

Par le Geldoc. 

B Interprétation. 

Figure 59 Lecture et interprétation d'un résultat de typage par PCR SSP. 
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• Le contrôle interne peut être faible ou inexistant dans les puits positifs. 

• Si le contrôle interne et /ou la bande positive sont vus dans le témoin négatif, la 

manipulation doit être refaite. 

Il-3 : Techni s ues de recherche des anticor s a 	LA : 

La recherche d'anticorps anti-HLA de classe I et II se fait dans les situations suivantes 

• Systématiquement chez les patients durant la période de suivie pré et post greffe. 

• Au cours des événements immunisants (transfusion, grossesse, greffe). 

La méthode utilisée dans le laboratoire pour leur recherche est la technique immunoenzvmatique 

ELISA sur un pool d'antigènes purifiés. 

II-3-I Recherche des anticorps asti FILA classe I et II d'isotype IgG par technique 

immunoenzymatique ELISA (ELISA LAT-m R ):  (voire annexe II) 

I-3-1-a : Principe  

Le kit ELISA-LAT (Lambda Antigen Try) est réalisé pour la détection des anticorps de type 

IgG anti-FILA de classe I et II spécifique chez les receveurs. Il contient tous les réactifs 

nécessaires à la réalisation du test. 

Les puits de plaques de Terasaki sont coatées avec des antigénes FILA purifiés sur colonnes 

d'affinité. La fixation spécifique des anticorps du sérum à tester avec le pool d'antigéne est 

détectée, après incubation_ avec un conjugué anti-IgG humaine couplé à la phosphate alcaline. 

La liaison du conjugué est révélée par un substrat spécifique de l'enzyme. Une mesure 

quantitative de la couleur bleue développée est effectuée par spectrophotométrie à 630 nm. 

: Mode opératoire :  

Tous les réactifs sont fournis, certains doivent être reconstitués 

Plaque de Terasaki 

Sérum contrôle 10x 

Eau distillée stérile 

Ig G antihumaine conjuguée à la phosphatase alcaline 100x 

Diluent pour anticorps lx 

Tampon pour lavage 10x 

Substrat colorimétrique, composant A et B 

Solution d'arrêt lx 

-Retirer les plaques de Terasaki (LAT) recouvertes d'antigènes FILA classe I ou 11 purifiés et 

lyophilises. 
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-Distribuer 

esteoJii2 

1041 de diluant des anticorps dans les puits 	A-B, 2 C-D-E. 

10p1 de sérums de contrôles dilués au 1/10 dans le diluant des anticorps (8p1 du serum 

contr)le+ 72µ1 de diluent) dans les puits 01S-D-E-F-G-H), 

- Et 10p1 de chaque échantillon dilué au 	dans le diluant des anticorps dans les différents 

puits. (on peut mettre 10 sérums dans une plaque). 

- Couvrir la plaque et incuber 1 heure à température ambiante (±20°_25°C). 

- Vider les puits par retournement. No pas laisser sécher les puits. 

- Distribuer 20p1 de solution de lavage 10x diluée au 1 / 1 0 dans de l'eau dés-ionisée par 

puits ou remplir la plaque de solution. 

Mélanger doucement et vider les puits par retournement. 

- Répéter une fois l'étape de lavage, 

- Ajouter 10p1 d - immun-sérum de souris anti-IgG humaine conjugué à la phosphatase 

alcaline dilué 1/100 avec le diluant des anticorps,(dans la rangée 1 r\dony[L),Ldu  

2eme, et sur les sérums). 

- Replacer le c)uvercle. Après une incubation de 40mn à 20-25T vider les puits par 

retournement et faire deux lavages. 

Ajouter 10p1 de substrat enzymatique BC1P après préparation par mélange d'un volume 

des solutions A et B (5541 de A 5500 du B) 

- Replacer le couvercle et incuber 15mn à 37°C et à l'obscurité. 

- Distribuer 541 de solution d'arret par puits. 

- Lire les résultats immédiatement, à l'oeil ou avec un lecteur ELISA adapté aux plaques de 
Terasaki à 630 nm. 
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1.11-3-1-c : Lecture des résultats et interprétation:  

Cette méthode permet la détection des Ac anti FILA. 

Un résultat positif se traduit par un changement de la coloration, les puits positifs adopteront une 
coloration bleue visible à l'oeil nue, (image A) 

La plaque de Terasaki est ensuite introduite dans un lecteur d'Elisa et qui sera analysé grâce à un 
logiciel 111-4 firsion. (Image B) 

• Les puits des sérums positifs apparaissent en rouge, de même que le contrôle positif doit 
l'être sinon les résultats ne seront pas interprétables. (image C) 

• Un résultat est négatif si les puits n'adopte pas de couleur bleu, et dans le logiciel 
n'apparaissent pas en rouge. 

matériels et méthodes 

* 
0 • 

B 

C 

Figure 60: interprétation des résultats 	par le log el 
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F1-3-1-d : Identification des Ac anti HLA et interprétation :  

En cas de positivité de la détection des allo Ac anti FILA, une étape d'identification de leur 

spécificité est effectuée afin de voire si ces Ac peuvent être délétères pour le greffon quand ils 

sont spécifiques des antigènes HLA du donneur. 

La méthode est réalisée de la même façon précédemment décrite au dessus, sauf que la dilution 

du sérum est de 1/3 sur des plaques de Terasaki. 

On effectue cette recherche sur deux plaques, une pour FILA classe t. dont laquelle on peut 

mettre un seul sérum, et l'autre pour la classe 11, dont on peut faire sur cette plaque 2 sérums. 

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

Lin exemple d'un résultat d'identification des Ac est donné en annexe. 
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Figure 62 : Ag dans les puits pour l'interprétation des résultats d'identification des Ac ami 

Classe Il 

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

11-3-2-a : Principe  

La réaction de cross match (CXM) consiste a mettre en présence le (les) sérum(s) du receveur 

avec les lymphocytes du donneur afin de dépister des anticorps cytotoxiques anti-donneur 

pouvant conduire au rejet hyperaïgu du greffon. Elle se fait principalement par 

microlymphocytotoxicité complément dépendante. 

Il peut être appelé CXM initial ou final selon le moment dont lequel il est effectué au cours du 

suivi du receveur 

- Le CM] est effectué sur le premier sérum du receveur. 

- Le CMF est demandé juste avant la greffe, il est réalisé a partir du sérum du jour et 

également sur d'autre sérum historique du malade. 

Cibles utilisés: 

Ce sont les lymphocytes totaux du donneur préparés extemporanément. 

Témoins : 

• Positifs il s'agit du sérum antilvmphocytaire (SAL) et sérum d'un patient dialysé 

hyperimmunisé. 
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• Négatif c'est du sérum AB decomplémenté, provenant d'un donneur de sang, non 

immunisé et sans anticorps lymphocytaires. 

Remarque :  

Un auto-cross match mettant en présence le sérum du receveur et ces cellules est souvent 

réalisé. La présence d'auto anticorps est confirmée par la positivité de la réaction de 

Lymphocytotoxicité avec les cellules autologues de l'individu. 

11-3-2-13 : Mode opératoire :  

- Prélèvement du sang total du receveur et donneur sur ACD (anticoagulant). 

Dilution à ''. avec de l'eau physiologique. 

• Séparation des lymphocytes totaux, des LT et LB à partir du sang du donneur par deux 

méthodes de séparation (sur Ficoll et par billes immunomagnétiques). 

Les Ly B et Ly T séparés. 	 Les Lv totaux. 

Figure 63 Les lymphocytes après leur séparation. 

• 	Sur la plaque de Terasaki 

C'est une plaque qui est composée de 12 lignes numérotés de 1-> 12 et de 8 colonnes de 

A -->f: 
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Figure 64 :  Plaque de Terasaki avant son remplissage. 

-Mettre de l'huile de paraffine dans tous les puits pour en éviter l'évaporation. 

-Distribuer dans les puits A. B, C et dans les puits D, E. F respectivement I pl, 41, 3111 du 

sérum. 

On peut mettre plusieurs sérums sur la même plaque et aussi l'autocross match. 

-Remplir les puits par les cellules séparées T et B et totaux (voire fig.65) avec un témoin positif 

et un autre négatif. 

A 
	

E 	F 
r-- 

1. 	 .7; 

4 

6 

- 

9 
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11 

1: 

Figure 65 :  Représentation schématique d'une plaque de Terasaki pour l'épreuve de CXM. 

-Incubation pendant 30mn. 

-Ajout du complément dans tous les puits. 
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-Incubation pendant 1-1-1. 

-Ajout du colorant << Fluoroquench >> (5m1) par une seringue Hamilton dans chaque puits. 

-Lecture à l'aide d'un microscope à fluorescence. 

N.B  

On réalise deux plaques de Terasaki pour un malade afin de confirmer les résultats. 

II-3-2-c Interprétation des résultats  

La lecture des résultats se fait par un microscope à fluorescence inversé. 

Témoin positif doit être positif représenté par une lyse cellulaire totale à 10eb. 

- Le témoin négatif doit être négatif c'est-à-dire une lyse à 0?/.0 (si faible pourcentage de 

mortalité, dite de base. les sérums suivants doivent être lus en comparaison avec le sérum 

-témoin négatif). 

Tout les sérums de + » supérieur à la base, est rendu positif sur [ensemble des sérums 

testés du receveur. Le cross match est rendu positif. 

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

Remarque afin d'éviter toute fausse positivité, distribuer toujours le témoin positif en dernier 

et avec une seringue différente. 
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RESULTATS  

Nous avons réalisé une élude rétrospective. a tin d'analyser les 359 dossiers des malades recrutés 

durant toute la période 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 
malades 

Le poureentage'Vo 	(2° 	38') 0 

Graphe 1: Répartition des malades selon le sexe. 

Dans notre échantillon, 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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Résultats 

2) Répartition des malades selon l'âge et les tranches d'âge :  

Age <20 20-30 ---, 30-40 40-50 

nombre  des 
malades 44 135 05 55 

Le pourcentage 1. 7?/0 38° 27% 159 	 

50-60 	>60 

38% 
40% 

35% 

30% 

25% 

20% 

15% 

10% 

5% 

0% 

 

27% 

   

12% 
15% 

  

7% 

1% 

 

20> 
	

20-30 
	

30-40 
	

40-50 
	

50-60 	60< 

Graphe 2: Répartition des malades selon rage et les tranches d'âge. 

La répartition des malades selon l'âge et les tranches d'âge a montré une prédominance des 

malades de la tranche d'âge comprise entre 20et 40s avec un pourcentage de 65°A, ce qui nous amène 

a dire que la majorité de nos malades avait un âge jeune. dont on a noté que la moyenne d'âge est de 

31 ans avec des extrêmes allant de 20 mois à 68 ans. 

3) Répartition des malades selon le CHU demandeur :  

CHU 	Blida 1 Parnet T .ouzou Tlemcene 	Béni 7 Sidi bel 1 Oran Bab et 1 Mustapha 
. 	 , 	

I 
. 	_L 	messous abbesse ,' 

Nombre des 	103 
i patents i--- 	1- 	 
Le 	56°/-'0 	 0t),,') 	69 /0 	çoro 	49 ;ii' 	 0.020;:, 

pourcentage 

99 

H 	 q— 

• 	 • 	 • 	 • 
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Graphe 3: Répartition des malades selon le service demandeur. 

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

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

comme suit 

CHU Parnet4 14°À) 

CHU Tizi ouzou 410% 

CHU Tlemcene 6% 

CHU Béni Messous -3 5% 

CHU Sidi Belabesse 44% 

CHU ORAN 43% 

CHU Bab El oued4 2% 

CHU Mustapha c'est le plus bas avec un pourcentage inferieur à 1% 

4) Répartition des malades selon le recrutement par an :  

Année 2006 	I 2008 2009 2010 2011 2012 2007 
Le pourcentage 
des malades % 4% 20% 37% 12% 10% 1 1° 0 6°0 
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N=359 1 

10% 
	11% 

I h 
2006 	2007 	2008 	2009 	2010 	2011 	2012 

Graphe 4 Répartition des malades selon le recrutement par an. 

En se basant sur le nombre des malades recrutés par an. on constate que le plus grand nombre 

d'entre eux a été reçu pendant l'année 2008 avec un pourcentage de 37% alors que le plus faible 

pourcentage des malades était en 2006 avec 4% seulement. entre ces deux extrêmes se situ les autres 

années dans l'ordre comme suit 

1...sannée 2007 avec un pourcentage de 20%. 

Les armées 2009, 2011, et 2010 avec un pourcentage semblable -',11% pour chaque année. 

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

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

Résultats de 
compatibilité 	H LA identique LILA serai identique HLA non identique 
Nombre des 

malades 	 5I 	 281 	 27 

Le pourcentage % 	14°./0 	 7eic L 

40% 

35% 

30% 

25% 

20% 

15% 

10% 

5% 

0% 

  

37% 

 

4% 

20% 

12% 
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N=359 
78% 

 

80% 

70% 

60% 

50% 

40% 

30% 

20% 

10% 

0% 

14% • 8% 

FILA identique 	HLA semi identique 	FILA non identique 

Graphe 5 : Répartition des malades selon les résultats du tvpaue HLA. 

L'analyse des résultais illustrés dans ce graphe concernant l'étude de la compatibilité FILA, montre 

que parmi nos couples D /R recrutes (N=359), 78% avaient des HLA semi identiques. 14% étaient 

identiques et 8% n'avaient aucune compatibilité FILA entre eux, ils sont donc non identiques. 

6) Répartition des malades selon les évènements immunisants :  

A- Transfusion :  

1- La présence de transfusion : 

Transfusion 
	

Transfusion (-) É transfusion (+) 

Nombre des patients 
	

116 	 2 

Le pourcentage% 
	

689. 
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N=359 
68% 

70% 

60% 

50% 32% 

40% 

30% 

20% 

10% 

0% 

transfusion - transfusion + 

Graphe 6 :  La répartition des malades selon la présence ou l'absence de transfusion. 

Parmi 359 malades recrutés. 68% ( 116) ont été transfuses au moins une fois contre 32% (243) qui 

n'ont été jamais transfusés. 

2- La fréquence de transfusion  

Transfusion 
Nombre des 
malades 

Lepourcentage % 

2  

0% 

1 2 3 >3 

Graphe 7 : Répartition des malades transfusés selon la fréquence de transfusion. 
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Sur 243 malades transfusés un pourcentage de 30% sont des polytransfuses (plus de 

3transfusion), le reste c'est des malades 70%, sont des malades qui ont subis moins de trois 

transfusions dont le pourcentage est représenté comme sui 

431% des malades ont reçu une seule transfusion. 

417% des malades ont reçu deux transfusions_ 

422% des malades ont reçu trois transfusions. 

B-Grossesse : 

Nombre de 
1 	grossesse 0 1 2 3 

7 

>3 

Nombre des 
malades 111 	111 6 'S« 2 13 

e pourcentage 'Vo 81% 4% 	 4% 1% ! 	Itrjo 

1 	2 	3 	>3 

Graphe 8 : Répartition des malades selon le nombre de Grossesse. 

Les résultats représentés dans ce graphe montre clairement que la majorité des femmes recrutées 

dans notre échantillon (81°/0) n'ont jamais fait de grossesse, contre 19% des femmes qui ont fait au 

moins une grossesse dont la répartition est la suivante 

44% des femmes ont -fait iseule grossesse et le même pourcentage pour les femmes qui ont fait 2 

grossesses. 
41% des femmes ont fait 3 grossesses. 
-+Et en fin 10% des femmes ont fait plus de trois grossesses avec un maximum de 9 grossesses. 
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7) Répartition des malades selon les résultats de la recherche des Ac  

A- Les 	de classe I et II :  

  

      

      

Résultats des Ac  
Nombre des 

malades 

Le pourcentage °/0 

Ac- 	Ac + 

301 	 58 

4 0 	l ° b° 8 	 0 

N=359 
84% 

90% 

80% 

70% 

60% 

50% 

40% 

30% 

20% 

10% 

0% 

16% 

Ac - Ac + 

Graphe 9 : Répartition des malades selon les résultats de la recherche d'Ac de Classe 1 et Il. 

Parmi les malades recrutés (N=359). seul 16 "À) ont développé des Ac anti FILA avant la greffe dont 

le recueille d'information n'était pas assez complet concernant le PRA pour dire qu'il s'agit des 

malades immunisés ou hyperimmunisés. 

Le reste des malades, représentés par un pourcentage de 84% n'ont pas développé des Ac anti 

HLA, ils sont donc considérés comme non immunisés. 

Pour plus de spécificité on a calculé la positivité en Ac de classe 1 et 11 séparément dont les 

résultats sont représentés dans les deux graphes suivants 

13- Les Ac de classe I : 

Résultats des Ac 	Ac classe I- , Ac classe 1+ 
i 

Nombre des patients 	308 	 ç l 
--, 

Le pourcentage % 	860i, 	 1.4"/0 
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N=359 
86% 

90% 

80% 

70% 

60% 

50% 

40% 

30% 

20% 

10% 

0% 

 

 

14% 

Ac- Ac+ 

Graphe 10 : Répartition des malades selon les résultats de la recherche d'Ac de Classe I. 

On note que_ parmi nos malades (N=359), 13% ont développé des Ac anti HLA de Classe I. contre 

86% qui n'ont pas développé d'Ac anti HIA de classe I. 

C- Les Ac de classe H 

Résultats des Ac 	- Ac classe H- Ac classe 11+ 
-f- 

Le nombre  des malades 	32 7 

Le pourcentage % 	9 I oio 	 9°'0 

N=359 

91% 

100% 

90% 

80% 

70% 

60% 

50% 

40% 

30% 

20% 

10% 

0% 

9% 

Ac- Ac+ 

  

Graphe 11 : Répartition des malades selon les résultats de la recherche d'Ac de Classe 11- 
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Pour les Ac anti FILA de classe 11, la positivité du résultat a été remarquée chez 9% des malades 

recrutés, alors que le reste des malades 91% avait des résultats négative concernant la présence d'Ac 

anti FILA da classe IL 

8) Répartition des malades selon les résultats de cross match :  

Résultat de CXM 

Nombre des malades 

Le pourcentage% 

 

; 

93° 

CXM (+) 

24 

  

    

N 359 

100% 

80% 

60% 

40% 

20% 

0% 

 

7% 

CXM + CXM - 

Graphe 12  : Répartition des malades selon les résultats du cross match. 

Les résultats obtenu concernant le cross match montre que ce dernier était négative sur tous les 

set-unis prélevés avant la greffe chez 93% des malades, alors qu'il était positif au moins une seul rois 

avant la greffe chez le reste des malades c'est-à-dire 7%. 

9) Fréquence d'apparition d'Ac anti HIA en cas d'événement immunisant (transfusion et /ou 

grossesse) :  

1- Les Ac de classe I:  

c classe 1 	Ac classe 1 - TOTAL 
En Présence 

'i d'événement immunisant 	12,819'0 	56,82% 	69,60°0 
En l'absence d'événement 

	

immunisant   1,40% 	28,90% 	 

TOTAL 

	

14°/0 	86° 	1000,..° 

93% 
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P=10- 3 
OR=4,69 

12,81% 
	À 	 

14,00% 

12,00% 

10,00% 

8,00% 

6,00% 

4,00% 

2,00% 

0,00% 

Evenement immunisant + 

Evenement immunisant - 

1,40% 

.1c de classe I ‘c de classe I 

Graphe 13 : Eyénements immunisants et apparition d'Ac ami FILA de classe I. 

L'analyse des résultats mentionnés dans ce graphe, nous amenons à dire qu'il existe une différence 

significative concernant l'apparition des Acs anti FILA de classe I entre les malades ayant des 

événements immunisants et les malades n'avant pas des événements immunisants (12,81 Vs 1, 40), 

cela est démontre par le calcule de P= 10 -3 . 

D'autre part, le calcule de OR= 4,69 et donc>I, illustre que l'événement immunisant est un 

facteur de risque en faveur d'apparition d'Ac anti FILA de classe I. 

2- Les ,ie de classe .11 

Ac classe II+ Ac classe TOTAL 
En Présence 

d'événement immunisant 7,80? i) 61,80°0 69,80% 

En l'absence d'événement 
immunisant 1,20% 29,20% 30,40% 

TOTAL 9% 91% 100% 
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8,00% 

7,00% 

6,00% 

5,00% 

4,00% 

3,00% 

2,00% 

1,00% 

0,00% 

Graphe 14 Evénements immunisants et l'apparition d'Ac anti HLA de classe Il. 

On constate que les résultats obtenu concernant l'apparition des Acs anti FILA de classe II, sont 

semblables avec les résultats précédents, avec une simple variation des valeurs dont: 

(7,80% Vs 1,20%) avec P=0.021 et OR=3,31. 

Donc on peut dire que quelque soit la classe d'Ac, l'événement immunisant est considéré comme un 

facteur de risque qui favorise leur apparition. 

10) Fréquence d'apparition d'Ac anti III„4 en cas de transfusion : 

I- Ac de classe I:  

Ac classe 1+ , Ac classe 1- Total 
Présence de 
transfusion 12,50°,0 55,109-'0 67,70%1 
Absence de 
transfusion 1,60° 0 30,60°0, 32,30°0, 

Total 14_20°0 85,70°0  	100°0 
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P=0,001 
OR=4,17 

12,50% 

1,60% 

Ac de classe I 
	

Ac de classe I 

▪ Transfusion + 

• Transfusion- 
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14,00% 

12,00% 

10,00% 

8,00% 

6,00% 

4,00% 

2,00% 

0,00% 

Graphe 15 : Transfusion et l'apparition d'Ac anti FILA de classe I. 

Les résultats illustrés dans ce graphe montrent clairement, qu'il existe une différence significative 

concernant l'apparition des Ac anti FILA de classe 1, entre les malades avant fait des transfusions et 

ceux qui n'ont jamais été transfusés, (12.5% Vs 1,60%), cela est démontré par le calcule de P= 0,001. 

Par ailleurs le calcule de OR= 4,17 >1. nous permettons de dire que la transfusion est un facteur 

de risque en faveur de développement d'Ac anti FILA de classe 

2- Ac de classe II : 

T 	 , 
Ac classe II+ 	Ac classe II- 	Total 

Transfusion + 	7.80% 	59,80 	 67,60% % 	
+-- 

Transfusion - 	1,10% 	31 10% 	32,40% 
-4-  

Total 	 9% 	 919'0 	. 	I 00% 
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,ke de classe .‘e de classe 11 

P=0,012 

OR=3,65 

1,10% 

Transfusion+ 

oi Transfusion- 

lAc classe I+ Ac classe I- 

1,60°0 30,60°0 

20°0 ,  1, 80'0 

0„8090 1,80°0 

9.40°,0 25,60°0 

Total 

32,300 0 

11,10°0 

21,10°0 

35°0 

0 

1 

2 

>2 

Total 
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8,00% 

7,00% 

6,00% 

5,00% 

4,00% 

3,00% 

2,00% 

1,00% 

0,00% 

Graphe 16 : Transfusion et l'apparition d'Ac anti FILA de classe II 

Les résultats obtenu, sont les mêmes avec les précédents en sens de variation, concernant 

l'apparition des Ac anti HLA de classe II sauf que les valeurs de P et OR sont différents dont on a 

(7,80 %%'s 1,1%) 4 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 FILA que ce soit de classe I ou II. 

11) Le nombre de transfusion et l'apparition d'Ac anti 111„1 : 

1- Ac de classe 1:  

14,20°085,69° 	1000 0 
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0 1 2 >2 

P= 0,001 

OR=0,24 

35,00% 

30,00% 

25,00% 

20,00% 

15,00% 

10,00% 

5,00% 

0,00% 

P= 0,179 
OR=0,44 

2,20% 1,80% 0,80% 1,80% 

30,60% 

P= 10-7 
OR= 4,70 

25,60% 

P= 0,301 

OR= 0,66 

AC CLASSE 1+ 

AC CLASSE I- 

Graphe 17 Fréquence des transfusions et apparition d'Ac anti FILA de classe 1. 

Les constatations des résultats illustrés dans ce graphe, nous orientons à motionner que 
—)Le risque d'apparition d'alloAc anti FILA de classe I augmente avec le nombre de transfusion, 

plus précisément après la 2eme transfusion pour notre échantillon, cela est démontré par le calcule de 

1)-10'7  et OR= 4,68. 
-Les malades n'ayant pas reçu une transfusion sont protégés contre une réponse allogénique 

humoral, dont P=0,001 et OR=0,24. 

2- Ac de classe II :  

Ac classe 11+ Ac classe 11- Total 

0 1,10°'0.  31,20% 	. . 32,300/o  

1 1,309/;) 19,709/0 21,16% 

2 0,809/-'0 10,50% 11,40% 

>2 5,60% 29,50% 35,09% 

Total 	 9% 91% 	 % 100  
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P=0,001 
OR=3,47 

29,50% 

19,70% 

P=0,703 
OR=0,79 

I 

AC CLASSE II+ 

a AC CLASSE II- 

10,50% 

0e  0,80% 

P=0,012 
OR= 0,27 

31,20% 35,00% 

30,00% 

25,00% 

20,00% 

15,00% 

10,00% 

5,00% 

0,00% 

P=0,424 
OR=0,67 
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Graphe 18 : Fréquence de transfusion et apparition d'Ac anti FILA classe II. 

Les résultats mentionnés dans ce graphe en matière de risque d'apparition d'Ac anti FILA de classe 

Il ont les mémes interprétations avec les résultats précédents (Ac de classe 1), sauf qu'une simple 

différence des valeurs de P et d'OR dont 

On note toujours un risque élevé d'apparition d'ail° Ac anti FILA de classe II, chez les malades 

qui ont subis plus de deux transfusions sanguine par rapport a ceux qui ont fait une ou deux 

transfusions, cela est illustré par le calcule de p=0,001 et OR=3,47. 

4Les malades n'ayant pas reçu une transfusion sanguine sont également protégés contre 

l'apparition d'Ac anti FILA de classe II dont P=0,012 et OR=0,27 

Il- Résultats de suivi des malades greffés :  

1) Répartition des malades selon la greffe :  

A) La totalité des malades :  

Greffe 

Nombre des malades 

Le pourcentage 

oui 
	

Non 

23I 

36°'o 	; 	(5-1°,-0 
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greffés 	 Non greffés 

Graphe 19 : Répartition des malades greffés. 

Parmi nos malades 36% (128) ont été greffés, alors que 64% (201) sont encore en attente d'une 

greffe. 

B) Les malades de Blida :  

Greffe 	 oui 	Non 

	

66 	136 Nombre des malades --- 

Le pourcentage_ 'V0 	33°0 	67°"0:: 

N= 203 67% 

70% 

60% 

50% 

40% 

30% 

20% 

10% 

0% 

33% 

Greffés Non greffés 

Graphe 20  Répartition des malades de Blida selon la realisation de la greffe. 

Parmi les malades explorés du CHU de Blida, 33% sont greffes, le reste 67% sont encore en attente. 
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C) Le taux des malades greffés selon les CHU :  

CHU 	' 	Blida 	Hors Blida 
nombre des 

greffés 66  	61 

Le pourcentage 
51°0 	48° 

46% 
Blida Hors Blida 

Graphe 21 Répartition des malades greffés à Blida et hors Blida. 

Parmi les malades greffés (IN=128) 52% font parti du CHU de Blida, tandis que 48% font parti des 

autres CHU. 

D) Ré partition des greffes effectués à Blida par année : 

Année de 
greffe 	2006 	2007 

Nombre des 
malades 	1 

, 2008 	2009 	2010 	2011 	, 2012 	2013 

	 12 	1 1 	5 	12 	8 	4  
Le 

pourcentage% 	18°'O 	17% , 	 12% 	6`)/0 
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Graphe 22  : Répartition des malades greffés de Blida par année. 

En se basant sur [activité de la réalisation des greffes au niveau du CHE 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 été observé au cours de l'année 2011. 

2) Répartition des malades greffés selon l'âge et les tranches d'âge  

, 

, r 
ge 

Nombre des 
malades 

<20 

10 

eo 

--4-- 20-30 

55 

43°,/o 

-4 , 	300 

44 

34°0 

40-50 

14 

11 0.0 
--+ 

-1-  

50-60 

5 

40/0 Le_pourcentage % 
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Graphe 23 Répartition des malades greffés selon l'age et les tranches d'âge. 

On constate que la population de nos malades était jeune. dont plus de 77:0 des malades qui ont 

bénéficié d'une greffe avant une tranche d'àge comprise entre 20 et 40 ans. 

Cela est confirmé par le calcule de la médiane qui égal à 26 ans avec des extrêmes allant de 10 ans 

jusqu'à 57 ans. 

3) Répartition des malades greffés selon le sexe :  

, 	 . 
, Sexe des malades , 	Homme 	

i  
, 	Femme 

Nombre des malades ' 	85 	 43 

Le p_oureentage  (Vo 
	669 0 	 3490 

34% 

Lig Homme 

Là Femme 

Graphe 24 : Répartition des malades greffés selon le sexe. 

On note une prédominance masculine des malades greffés (66% Vs 34%) avec un sexe ratio égal 

1 1 ,9. 
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4) Répartition des malades greffés selon la compatibilité HLA :  

La compatibilité 	FILA 	: HLA semi 	FILA non 
HLA 	identique 	! identique 	identique ---i 

Nombre des 
malades 	 24 	IO: 

Le pourcentaje 	, 	19(), i 	80(),, 	It)/0 

N--=128 80% 

80% 

70% 

60% 

50% 

40% 

30% 

20% 

10% 

0% 

19% 

 

HLA 	HLA semi 	FILA non 
identique 	identique 	identique 

Graphe 25 : Répartition des malades greffés selon la compatibilité FILA. 

En se basant sur les résultats d'étude de compatibilité, on constate que la majorité des greffes ont été 

réalisés entre des couples DIR semi identiques avec un pourcentage de 80 %, alors que19% 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 	Reje 

Le nombre des malades 

Le pourcentage % 

Rejet (+) 

83°o 	I7°( 
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Graphe 26 : Repartition des greffés de Blida selon la servenu de rejet. 

Au cours de la surveillance de nos malades greffés du CHU de Blida (66), on a noté que 17% (1l ) 
ont développé un épisode de rejet. 

6) Répartition des malades uni ont fait le rejet selon la compatibilité HLA :  

La compatibilité 1 HLA j HLA semi HLA non 
HLA identique identique identique 

Nombre des 
malades 

	

	 7 	 1 -4- 
Lepourcente % 	27:0 	64?-0 	9° '0 

0% 

Rejet - 	 Rejet+ 

Graphe 27 Répartition des malades qui ont fait le rejet selon la compatibilité HLA. 
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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 résultats de la recherche des Ac avant la greffe :  

A) La totalité des malades :  

Résultats des Ac 

    

 

Ac Ac - 

113 Malades greffés 

Lepourcentage 

   

   

9(1° 0 

90% 

100% 

80% 

60% 

40% 10% 

20% 

0% 
Ac + Ac - 

Graphe 28 : Répartition des malades greffés selon les résultats de la recherche des Ac avant la greffe. 

Dans l'ensemble des malades greffes, 10% avaient des Ac ami FILA (classe I et/ou II avant la greffe. 

tandis que 90% n'en avaient pas. 

B) Les malades de Blida :  

Résultats des Ac 	Ac - 	Ac+ --1--  
Nombre des 

malades 	 66 	 5 

Le pourcentage% ' 	93°,0 	r', 
,(} 

0 
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Discussion  

1- Données démographiques  

Dans notre série on note une prédominance masculine des malades enregistrés en vu d'une 

transplantation rénale avec un sexe ratio égal à 1,6. Ces malades présentent une insuffisance 

rénale terminale et leur résultat cité ci dessus peut être corrélé avec les registres Européens 

qui ont noté que l'incidence de l'insuffisance rénale terminale, est plus élevée chez les 

hommes que chez les femmes. 

Dans le registre européen, le ratio des sexes varie de 1,1 en Belgique à 1,7 au Portugal, 
celui de la France étant égal à 1,4 (29). Comme celui des Etats-Linis(184). Ce ratio varie 
selon la pathologie à l'origine de l'insuffisance rénale.  

De même une étude a été faite par A HOUZET sur 1203 patients en attente de greffe 

rénale au niveau de CLIIJ de NANTES entre 1998 et 2002, ou les pourcentages rapportés 

concernant le sexe des malades sont 56(':') pour les hommes et43.13 (. '''opour les femmes(88). 

Cette inégalité des sexes face à l'insuffisance rénale est la conséquence de l'incidence plus 

élevée de certaines causes d'insuffisance rénale chez l'homme, telle que la néphropathie à IgA, 

mais plus encore, à pathologie égale, à la progression plus rapide des maladies rénales chez 

les hommes par rapport aux femmes ( l52). 

De même, la majorité de nos malades sont jeune, avec une moyenne d'âge de 31 ans. 

Ces résultats sont similaires avec ceux portant sur une étude prospective effectuée par Salait. 

H et coll au CHE de Beni Messous entre 1983 et 1985. Cet auteur a fait ressortir que l'âge 

moven de 13 000 insuffisants rénaux au stade terminale se situé à moins de 40 ans (178). 

Par ailleurs, une étude épidémiologique de l'insuffisance rénale chronique en France et 

dans certains pays Européens, a montré que sur 4693 patients atteints de cette pathologie, 

l'âge médian était de 71 ans (51). 

La comparaison avec l'âge moyen des insuffisants rénaux des pays Européens, celui de 

l'Algérie et celui de notre échantillonnage, montre qu'il y a une différence de 30 ans. Cette 

discordance peut s'expliquer par 

- La gestion de l'accessibilité aux soins des personnes à haut risque dans les pays 

industrialisés (105). 

-Une hygiène de vie réglementée et plus adaptée dans les pays occidentaux, pouvant 

minimiser les facteurs de risque en faveur d'une insuffisance rénale. 

-La différence de quantification des trois échantillonnages rattaches aux études sus citées. 
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H- Recrutement des malades par année et par CHU :  

L'existence d'infrastructure au CHU de Blida comme celle de l'unité de l'immunologie, 

lieu de notre étude, 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 totalité de ces patients avant 

été soumis au bilan immunologique pré greffe au niveau de la dite unité. 

En Algérie, la première greffe rénale a été réalisée en juin 1986 avec un rein de 

donneur vivant apparenté, mais les programmes ont été assez rapidement interrompus et 

n'om 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 

(Etablissement Hospitalier Spécialisé dans les maladies du rein) et le CHU de Blida (Service 

de Chirurgie Générale). 

La création de ces centres et l'existence d'un cadre de collaboration inter hospitalière afin 

de répondre au nombre croissant de demande de greffe rénale , a permis de constater durant 

l'année 2008, l'atteinte d'un pic d'exploration des tests immunologiques rentrants dans le 

bilan pré greffe. 

111- La compatibilité HU% receveur /donneur :  

Notre série d'étude a porté sur la transplantation rénale à partir de donneur vivant, ce 

dernier faisant partie de la famille du receveur (père, mère, frère, soeur. enfants...). Cette 

situation a fait ressortir que 78% des couples D/R enregistrés avec une compatibilité semi 

identique, 14% avec une compatibilité identique et 8% avec une compatibilité non 

identique. 

1V- Les phénomènes immunisants chez nos malades explorés :  

Les Ac anti HLA cytotoxiques présents dans le sérum du receveur avant la greffe, sont 

responsables du rejet hyperaigu. Chez les patients immunisés_ le rejet aigu est plus précoce 

plus fréquent, plus sévère et plus résistant aux traitements que chez les patients non 

immunisés (196). 

Ces Ac apparaissent suite à un événement immunisant 

1) Les Transfusions :  

La majorité des patients qui souffrent d'insuffisance rénale avancée souffrent aussi 

d'anémie. Cette anémie est due à une diminution de la production rénale d'erythropoiétine 

(EPO) (151). 
Toute anémie chez un patient ayant une maladie rénale chronique doit être exploré quel 

que soit le niveau de sa fonction rénale. La prise en charge de cette anémie comprend la 

con'ection de la carence martiale., le traitement par EPO, et lorsque cela est possible, 

l'élimination des facteurs de résistance à l'EPO(33). Les transfusions doivent être évitées 
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autant que possible chez les malades rénaux chroniques et chez les patients en attente de 

transplantation (risque d'allo immunisation). 

Les seules indications des transfusions sanguines chez ces patients sont 

- une anémie symptomatique et un facteur de risque associé tel que 	le diabète, 

l'insuffisance cardiaque, la coronaropathie, l'artériopathie oblitérante des membres inférieur, 

l'âge avancé. 

- une aggravation gigue Lie ranemie par perte sanguine (hémorragie ou chirurgie 

hémolyse (56). 

Ce qui peut être le cas de nos malades dont on a noté que 68% ont subit au moins une 

transfusion en vu de corriger leur anémie. 

Le nombre des malades polytransfusées est assez remarquable 30%, chose qui doit être 

signalé a fin de connaitre les causes réelles de cette pratique, que l'on explique par le fait que 

- Le diagnostic de l'insuffisance rénale de nos malades n'est pas posé en premier lieu pour 

éviter le traitement d'anémie par des transfusions sanguines, c'est-à-dire que l'anémie est 

considérer comme la cause de pathologie alors qu'elle est la conséquence de celle-ci. 

- Le taux d'hémoglobine de nos malades enregistrés en vu d'une transplantation, en 

fonction de sa valeur, peut être à l'origine d'une aggravation de l'anémie nécessitant la 

prescription de transfusions sanguines en urgence 

2- Grossesse :  

La majorité de nos patientes explorées 81%, n'ont jamais fait de grossesse. cela peut être 

expliqué par le fait que des modifications hormonales et du cycle menstruel sont fréquentes 

chez les patientes présentant une IRC. La fertilité est inversement proportionnelle au degré de 

dysfonction rénale. Chez les patientes avec une insuffisance rénale terminale (IRT), 

l'incidence d'une grossesse n'est plus que de 0.5% par année. 

Après transplantation et avec l'amélioration de la fonction rénale, la fertilité est 

généralement restaurée. Le pourcentage de trossesses aboutissant à un enfant viable est de 

70-100% chez les patientes présentant une IRC modérée ou après transplantation Pour des 

femmes avec une IRT en dialyse, ce taux baisse à 50% (77). 

V- L'état immunitaire des patients explorés :  

1- Le cross match :  

Le cross match pré-transplantation rénale est pratiqué systématiquement pour détecter les 

différents Ac anti donneur pouvant être présents chez le receveur. C'est le reflet du statut 

immunitaire sérologique du receveur vis-à-vis de l'organe greffé. 
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Dans notre série d'étude, malgré le grand nombre de malades qui ont fait au moins un 

phénomène immunisant c'est à dire 68% des patients, seul 7% ont présenté un cross match 

positif, donc des DSA dans leurs sérum, situation contre indiquant la greffe et l'exclusion du 

donneur. 

En se basant sur les données mentionnées dans la littérature (32). Les résultats obtenus au 

cours de notre étude, laissent suggérer la pratique de 	transfusions à partir du sang 

préalablement phénotypes dont la compatibilité a était exigée 

On peut également expliquer ces résultats par l'exploration FILA au cours de laquelle 

92% des couples D/R se sont révélés compatibles, diminuant ainsi le pourcentage de 

positivité du cross match à 7%. 

2- La présence d'Ac anti FILA axant la greffe :  

Dans notre série d'étude, sur 359 patients, 16% ont développés des Ac anti FILA (de 

classe 1 et/ ou 11) avant la greffe, il s'agit des patients immunisés dont l'apparition de ces Ac 

est liés a une sensibilisation préalable (transfusion et /ou grossesse). 

Ces Ac anti FILA détectés et identifiés par la technique ELISA sont des Ac d'isotype IgG, 

cytotoxiques. 

On note également que la positivité en Ac été plus remarqué pour la classe I 14% par 

rapport à la classe II 9%, cela peut être explique pratiquement par le fait que les produits 

sanguins utilisés pour les transfusions (CG standard, CG filtré ...) sont dépourvu totalement 

ou partiellement des produit des gènes de FILA (Ly 13+---4- ), sans oublier que la littérature a 

mentionné un polymorphisme plus élevé pour la classe I par rapport à la classe II (60). 

VI- Fréquence d'apparition d'Ac anti FILA avant la greffe suite à un événement  

immunisant :  

Les Ac anti FILA cytotoxiques d'isotype IgG se rencontrent après transfusion, après une ou 

plusieurs grossesses ou transplantation antérieure (160), c'est à dire après chaque événement 

immunisant. 

Les transfusions sanguines potentialisent également l'alloimmunisation secondaire aux 

grossesses. L'alloimmunisation en situation de primiparité est voisine de 5%(157). Ce 

pourcentage s'élève à 20% à partir de la deuxième grossesse puis augmente jusqu'à 30 à50% 

après cinq transfusions (154). 

On peut corréler ces résultats avec notre étude pour laquelle on a noté que, l'événement 

immunisant apparait comme un facteur de risque en faveur de l'apparition des Ac anti HUA 

de classe I et !ou 11 avec (P= 10 -3  et OR= 4,69) pour la classe 1 et (P=0,021 et OR=3,31) 

pour la classe Il. 
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Les transfusions isolées ne sont en fait responsables d'une immunisation anti-HLA que 
chez 9 ft 14% des patients transfusés(76) 

Okasaki et coll(153) .rapportent un taux de 14% d'immunisation anti FILA dans une série 
de 186 patients ayant reçu un protocole transfusionnel. Barrot] et coll(16) , rapportent un taux 
d'immunisation de 5,7% dans une étude portant sur 52 patients. Dans une étude prospective 
et randomisée portant sur des sujets naïfs, Busson et coll(34), ont observe chez un seul 

patient sur 40 transfusés, le développement d'un taux dAc IgG significatif, après 
administration d'une unité: de sang incompatible. 

Dans notre série, les transfusions isolés représentent toujours un facteur de risque de 
développement d'Ac anti FILA de classe 1 et /ou classe II. En effet, dans notre étude, sur 
116 patients avant reçu un protocole transfusionnel_ 12,5% ont développes des Ac anti HLA 
de classe I avec (P= 0,001 et OR= 4,17) et 7,8% ont développés des Ac ami FILA de classe 
11, avec (P=0,01.2 et OR=3,65). 

En l'absence de plus de données permettant une meilleure compréhension de l'état 
immunitaire de nos patients, il nous est difficile d'évaluer l'allo-immunisation due au 
protocole transfusionnel 

V11- Fréquence des transfusions et apparition d'Ac anti FILA avant la greffe :  

La relation entre la fréquence des transfusions et l'apparition des Ac est diversement 

appréciée. Pour Bux J et coll, (35), l'allo-immunisation résultant de transfusion ne semblerait 
pas être en rapport avec le nombre de transfusion, alors que pour d'autres auteurs comme 
Hachman R et coll (36) la relation dose- réponse existerait en dessous de vingt transi-Usions_ 

Les résultats de notre étude sont en faveur de la deuxième hypothèse pour laquelle on a 
remarqué une relation dose réponse à partir de la 2eme transfusion c'est-à-dire que nos 
malades transfuses plus de 2fois présentaient un risque d'apparition d' Ac anti HLA (de classe 
I et /ou 11) plus élevé par rapport à ceux qui n'ont pas été transfusés 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 résultats nous orientent comme le recommande la Société algérienne de néphrologie, 
dialyse et transplantation lors du séminaire sur l'optimisation du traitement de l'anémie au 
cours de l'insuffisance rénale chronique, vers la préconisation de l'utilisation de 

érythropoïétine comme outil permettant de corriger les anémie rénale sans avoir recours aux 
transfusions chez les patients en instance de greffe. Cette politique de santé a déjà été adoptée 
dans la plupart des centres au USA à fin d'éviter les transfusions chez les malades candidats à 
la greffe( 20 I ). 
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VIII- La réalisation des greffes:  

En Algérie, l'accès à la transplantation rénale est hors de portée pour 80% des patients 

souffrant d'une insuffisance rénale chronique terminale, a déclaré le professeur Tahar Rayane, 

président de la Société Algérienne de Néphrologie, Dialyse et Transplantation (SANDT) au 

cours de 18 eme congrès national de néphrologie. il a révélé que 100 greffes rénales étaient 

réalisées annuellement dans le pays, alors que les besoins minimums sont de l'ordre de 500 

greffes pour une même période. 

Une même incidence a été constaté, pour la période s'étalant de 2006 à 2012, dans notre 

série d'étude, au nombre de 359, pour laquelle seulement 128 (36%) malades enregistrés, 

mais originaire de divers établissements hospitaliers dont le CHU de Blida, ont bénéficié de 

greffe rénale. Cependant sur les 203 malades explorés et suivis au CHU de Blida seulement 

66 (33%) ont bénéficié d'une greffe rénale dans le même intervalle de temps. 

IX- L'aspect démographique des malades greffés :  

1) L'Vge :  

Nos malades greffés présentent un âge jeune avec une moyenne de 26 ans. Ces résultats 

sont comparables avec une étude japonaise qui à fait ressortir que l'épidémiologie de la 

greffe rénale pouvait être influencée par certaines spécificités culturelles et sociologiques. 

Ainsi, au Japon, les patients transplantés sont de plus en plus jeunes (30,2 ± 10,8 ans pour les 

hommes, et 36,4 ± 8,4 ans pour les femmes) (156). 

2) Le Sexe :  

Une prédominance masculine est notée chez les malades greffés, objet de notre étude. 

Cela est tout à fait logique au vu du nombre plus important d'hommes par rapport aux 

femmes enregistrées dans notre échantillon. 

X-La survenue du rejet de greffe (CHU de Blida):  

Sur 66 malades transplantés, 17"/0 (11malades) ont développés un rejet pour le quel le 

manque d'informations ne nous permet pas de préjuger sur d'éventuels mécanismes qui en 

seraient à l'origine. 

L'âge du receveur qui influencerait sur la survie du greffon, est un des paramètres 

rapporté par plusieurs publications(100). 

Cependant des auteurs comme Bilgin, (25) ne rapportent aucune incidence de l'âge sur la 

survie du greffon. 

Dans notre série d'étude il apparait que l'âge du receveur n'influx pas sur la survie de 

greffon. En effet les II malades qui ont développé un phénomène de rejet ont une moyenne 

d'âge égal à 28ans, avec des extrêmes allant de U) ans jusqu'à 57 ans et réparti en 8 hommes 

et 3 femmes. 
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Xl- La compatibilité 	chez les malades greffés et chez ceux qui ont fait un  

rejet:  

En transplantation rénale, la compatibilité HLA a montré un effet bénéfique sur le devenir 

du greffon d'un donneur vivant(173). 

Toutes les études, en transplantation rénale à partir d'un donneur vivant ont conclu à une 

meilleure survie des greffons réalisées en situation identique. Sur une large série (N=62000), 

l' CLOS (United Network for Organ Sharing) fait état d'une survie du greffon à lan de 95% 

(N= 4446) pour les patients HLA identiques et de 90% (N= 16495) pour les patients FILA 

semi identique (155).  

Dans notre série d'étude, la sélection des couples DiR basée sur l'impact de compatibilité 

FILA sur la survie du greffon a fait que 80% des greffes ont été réalisés sue des couples HLA 

semi identiques, et que 19°0 ont été effectués sur des couples identiques. Notre 

échantillonnage c'est-à-dire les 359 couples étaient compatibles dans 99% des cas (répartition 

en identique et semi identique). 

A cela il est utile de préciser que sur les 11 greffés présentant un phénomène de rejet. 7 

sont en compatibilité semi identique. 3 en compatibilité identique et 1 non identique chacun 

avec son donneur. 

XII- L'état immunitaire des malades greffés :  

En ce qui concerne l'état immunitaire de nos patients greffés c'est-à-dire 128, On' a noté 

que 10% d'entre eux, qui ont donné un cross match négatif étaient positifs en Ac anti HLA 

(de classe I et /ou II) lors du bilan immunologique pré greffe. Pour ceux là, il va lieu de 

confirmer l'existence de DSA ou non, afin d - exclure tout donneur possédant des Ag interdits 

pour le receveur. 

Pour ce qui est des malades greffés au CHU de Blida c'est-à-dire 66. 7% des patients avec 

réaction de cross match négative étaient positifs en Ac anti FILA (de classe I et 'ou de classe 

II) lors de bilan immunologique pré greffe et pour lesquels se pose le même souci de 

confirmation que celui cité ci-dessus. 

Par contre. les malades greffés qui ont développés un phénomène de rejet c'est-à-dire 

1 lou 17%, ont tous donné un résultat négatif concernant la présence d'Ac anti HLA lors du 

bilan pré greffe. Ces mentes malades ont tous présente une réaction de cross match négative 

et une compatibilité FILA 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,...) ainsi 

que l'absence de mise en place de programme pour le suivi des post greffés ne nous permet 

pas d'évaluer les causes de rejet en ce qui nous concerne c'est-à-dire l'impact 

immunologique. 
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Conclusion :  

...Meilleure survie du patient, meilleure survie du greffon, meilleure qualité de vie surtout 

à long terme c'est les trois points capitaux qui résument l'effet bénéfique que rapporte la 

transplantation rénale aux patients en insuffisance rénale chronique par rapport à la dialyse. 

Cet acte dépond principalement de la réponse immunitaire du patient contre le greffon, qui 

pourra dans certaines situations conduire à sa perte. 

Pour en éviter ce constat, les patients doivent être soumis à un suivi immunologique 

convenable, qui repose essentiellement sur la constitution de la sérotheque en pré et post 

greffe qui permettra d'évaluer le risque de rejet et de surveiller l'apparition de signe de 

dysfonctionnement rénale afin d'instaurer un traitement précoce et adéquat. 

D'où l'intérêt de notre travail qui à fait ressortir l'importance majeur de la surveillance 

immunologique des malades 

-En amant de la transplantation par l'établissement d'un bilan d' histocompatibilité y 

compris la surveillance d'une éventuelle alto immunisation à chaque fois qu'il est nécessaire, 

-En aval de la transplantation par la recherche systématique d'Ac ami FILA complétée par 

d'autres bilans nécessaires pour le suivi des transplantés. 

L'analyse de notre série., portant sur 359 couples, dont 128 transplantations à partir du 

donneur vivant sur une période de 6 ans, montre que les résultats sont parfois satisfaisantes et 

comparables à ceux de la littérature , chose qui doit être signaler afin de mettre en évidence le 

rôle primordial exercé par l'unité d'histocompatibilité de Hassiba Ben Bouali dans la chaine 

de suivi. On a noté également parfois des discordances des résultats obtenus avec celles de la 

littérature, cette discordance peut être la cause indirecte du manque des informations récoltés 

par difficulté d'accès aux donnés. 

Au terme de cette étude, on a essayé d'atteindre 1- ensemble de nos objectifs tracés 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 à 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'accès aux données nous a empêchés à accomplir notre étude. 

Comme clôture a de notre étude, on s'est mené à souligner certaines recommandations, ils 

s'agissent de 

✓ Etablir une base de donnée la plus complète possible représenté par le dossier 

de malade et reporté sur un fichier informatisé afin d'être facilement consultable. 

,7  Construire une bonne sérotheque en amont et avale de la transplantation. 

élément clé de la fiabilité de la recherche et d'identification des Ac. 

• 
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✓ Améliorer la mise en évidence d'une allo-immunisation en matière de la 

sensibilité et la spécificité des techniques par l'introduction de la nouvelle technologie 

(Elisa single Ag, LUMINEX... 

✓ Créer de forts liens de collaboration entre les professionnels de santé 

principalement du service de néphrologie et le laboratoire d'histocompatibilité. 

✓ Etablir une bonne communication entre les différents centres nationaux de 

transplantation. 

V Se référer aux agences internationales concernant les nouvelles 

recommandations et les mises à jour. 

✓ Améliorer l'accès à la greffe et cela par 

• L'inscription précoce des malades en vue d'une transplantation, dès le passage 

de leur insuffisance rénale au stade terminal. 

• La non exclusion du donneur présentant un CX.N1 positif de classe Il avec le 

receveur en prenant en compte des mesures nécessaires. 

• Amélioration du système de répartition des greffons en adoptant l'approche du 

don croisé entre donneurs vivants. 

• La sensibilisation de la population pour la greffe à partir d'un donneur 

cadavérique 

• L'introduction des programmes pour les patients présentant des difficultés 

d'accès à la greffe programme Hyper immunisé Antigène Permis (11AP) par 

exemple. 
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Annexe 1 

Tableau : spécificités larges, subdivisions et spécificités associées. (3) 

Spécificités larges (Broad) 
	

Subdivisions (splits) 

A9 
	

A23, A24 
A10 
	

A25, A26, A34, A66, A6601, A6602 
A19 
	

A29, A30, A31, A32, A34, A74 
A28 
	

A68, A69 

B5 
	

B51, B52 

B12 
	

B44. B45 
B14 
	

B64. B65 
B15 
	

B62. B63. B75. B76. B77 

B16 
	

B38. B39 
B17 
	

B57, B58 
B21 
	

B49, B50 
B22 
	

B54, B55, B56 
B40 
	

B60, B61 
B70 
	

B70, B72 

Cw3 
	

Cw9, Cw10 

DR2 
	

DR15, DR16 

DR3 
	

DR17. DR18 
DR5 
	

DR11. DR12 
DR6 
	

DRI3, DRI4 

DQ1 
	

DQ5, DQ6 

DQ3 
	

DQ7, DQ8, DQ9 

Dw 6 
	

Dw18, Dw 19 

Dw 7 
	

Dw11. Dw 17 

13w4 
	

B5, B13, B17, B27, B37, B38(16), B44(I2), B47. B49(21). 
B51(5), B52(5), B53, B57 (17), B59. B63(15), B77(15). A2403. 
A24(9), A23(9) A25(I0), A32(19) 

Bw6 
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 
DR51 
	

DR2, DR15(2), DR16(2) 

DR52 	 DR3. DRS. DR6. DRI1(5). DRI2(5). DR I3(6). DR I4(6). 
DRI7(3). DRI8(3). DRI-103. DR1-10-1. 

DR53 DR4, DR7, DR9 

  



Annexe 2 : 
Classification de BANFF : 

Il existe maintenant une classification histologique dite de « Banff» des lésions de rejet et 

de toute autre lésion du transplant. Cette classification permet tout d'abord d'uniformiser les 

critères histologiques du rejet et ensuite de mieux apprécier le pronostic des lésions observées. 

La classification initiale de Banff proposait de classer les rejets aigus en trois grades. Plus 

récemment, cette classification a été révisée en ajoutant de nouveaux critères diagnostiques 

permettant d'isoler les rejets aigus humoraux : la fixation de la fraction C4d du complément le 
long des capillaires péritubulaires. la  présence d'anticorps dirigés spécifiquement contre des 
antigènes HLA du donneur. la  présence de polynucléaires neutrophiles dans les capillaires 

péritubulaires ou dans les glomérules et une fibrose intimale ou une nécrose tubulaire aiguë 

(Racusen [C. Colvin RB et (/// 2003) 

Classification de Banff 1997 (modifiée en 2003).  
Rein normal - lésions non spécifiques. 
Rejet minime - rejet suspecté (borderline). 
Rejet aigu humoral : 
• I : nécrose tubulaire aiguë avec inflammation discrète et positivité du C4d sur les capillaires 
péritubulaires. 
• II: capillarite avec margination des cellules inflammatoires et/ou thrombose, dépôts 
d'immunoglobulines et/ou de C4d . 
• III: artérite (v3) avec inflammation transpariétale et/ou nécrose fibrinoïde de la paroi avec 
C 1d (+). 
Rejet aigu cellulaire : 
• grade la : infiltration cellulaire significative avec tubulite (i 	limphocyte.s• par section 
tubulaire) ; 
• grade lb : infiltration cellulaire significative avec tubulite t> IO lymphocytes par section 
tubulaire) : 
• gracie Ila : infiltration cellulaire significative avec artérite intimale (v1) ; 
• gracie 11b : artérite intimale sévère (> 25 % de la lumière vasculaire ; v2) 
• grade III: artérite transmurale ou nécrose. fibrinoïde de la paroi musculaire (v3). 
Néphropathie chronique du transplant : 
• grade la : fines travées fibreuses (cil) et atrophie tubulaire discrète (ctl) sans signe 
d'activité immunologique 
• grade Ib fines travées fibreuses (cil) et atrophie tubulaire discrète (al) avec signe 
d'activité immunologique 
• grade lia ,fibrose et atrophie tubulaire modérées (ci2 et ct2) sans signe d'activité 
immunologique ; 
• grade IIb fibrose et atrophie tubulaire modérées (ci2 et (12) avec signe d'activité 
immunologique ; 
• grade Na :. fibrose diffuse  (ci3), atrophie tubulaire étendue (ct3) sans signe d'activité 
immunologique 
• grade 	fibrose diffuse (ci3), atrophie tubulaire étendue (ct3) avec signe d'activité 
immunologique. 
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Annexe4 : Le dossier du patient 

N° de dossier 

CHU DE BLIDA 

UNITE HASSIBA BENBOUALI 

Laboratoire de biologie — Unité d'immunologie — 

N° de tel : 025.41.18.95/96 	Postes 221/220 

Pr A.MEGHLAOUI (Chef d'unité) 

Dr Y.BOUCHDOUB 

Dr M.L.BOUDJELLA 

Fiche de renseignements — Unité de greffe —

(Donneur/Receveur) 

Date : 	/....../ ......... 

RECEVEUR :  

NOM : 	  PRENOM : 	  

Date et lieu de naissance: 	  à 	  

Adresse : 	  

Origine : 	  N° de tel : 

Centre de dialyse : 	  Médecin traitant : 	  

Antécédents familiaux : 

Antécédents personnels : 

Etiologie de l'insuffisance rénale : 

Date de la 1' dialyse : 	  

Vaccination : 

Hépatite ❑ 	 Diphtérie ❑ 
	

Tétanos ❑ 

Rougeole ❑ 	 Polio 	❑ 



Evénements immunisants : 

1) Transfusions : 	Oui in 	Non 

Si oui : 

Spécifique : Oui 1 1 	Non 

Nombre • 	  

Date : 1' transfusion - 

2eme  transfusion 	 

3eme  transfusion 
4' transfusion : 	............ 	 

Plus • 	  
2) Grossesses : 	Oui I I 	Non 1 1 

Si oui: 

Nombre : 

Date : lere  grossesse • 	  

2eme  grossesse • 	 

3eme  grossesse • 	  
4eme  grossesse • 	  
Plus • 	  

3) Transplantation ultérieur : 	Oui t 	 Non Li 

Bilan du receveur : 

1) Groupe sanguin: 	 Rhésus D• 	 Phénotype • 	  

2) Sérologie : 

HBs : Pos1 	1 	Nég 	1 
HEle : Posri 	Nég Li 

EBV : Pos I 	J 	Nég 	I 
HTLV : Pas( 	I 	Nég Ij 
Syphilis : Pos I I 	Nég 

Bilan demandé : 

- Typage HLA 1 1 

- Recherche d'anticorps anti-HLA 
- Cross Match Li 
- Autres :  

HBc : Pos 	NégLi  

CMV : Pos LII Nég I I 

HIV : Posfl NégIJ  

Herpes : Pos LII Nég LII 

Toxoplasmose : Pos I 	I Nég LII 



DONNEUR :  

Vivant I 1 	 Cadavérique ri 

NOM    PRENOM • 

Date et lieu de naissance: 	 à 	  

Adresse • 	 

Origine • 	  N° de tel : 

Antécédents familiaux : 

Antécédents personnels : 

Lien de parenté avec le receveur: 

Bilan du donneur : 

1) Groupe sanguin : 	 Rhésus D: 	 Phénotype 

2) Sérologie : 

HBs : Pos 1 	Nég 1 	1 	HBc : Posf 	I 	Négfl  

HBe : Pos[ 	Nég F I 	CIVIV Pos Li 	Nég ri 

EBV : Pos[ 1 	Nég 	j 	HIV : Pos Li Nég 

HTLV : Pos 	Négfl  



Receveur 

Receveur 

Groupe sanguin : 

Donneur: 

Typage FILA : 

Donneur. 

N` ce ôassier : 

Fiche d'informations sérothegue 

Pr A NiF 

Dr Y BOUCHEDOUB 

Dr M L BOUDJE A 

Nom : 	 Prénom : 

Age : 	 Pathologie initiale/origine 

N* de tel : 	 Adresse : 

Centre de dialyse : 	 Médecin traitant 

A 

rélèvement Examens effectues 	Résultats Date de 

doe ti - 



RECEVEUR 

Nom : 

Prénom : 

Technique de Microlymphocytotoxicité 

HLA classe 

HLA classe II : 

Technique de Biologie Moléculaire 

DONNEUR 

Nom 

Prénom 

Technique de Microlymphocytotoxicité 

HLA classe I: 

LA classe Il 

Technique de Biologie Moléculaire 

HLA classe I : 	 HLA iasse: 

FILA classe 11 	 HLA classe Il 

CENTRE HOSPITALO-UNIVERSITAIRE DE BLIDA 

LABORATOIRE DE BIOLOGIE 

Unité Hospitalo-Universitaire d'Immunologie 

B[;cia. 

Résultats du typa l-1L11. etdi„! Cross Match Inn al 

Résultat du Cross Match Initial CXMI par Microlymphocytotoxicité 

Sérum du : 

Cross Match Initial 

Le chef d'unité 
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Annexe 5  : Taille et densité des cellules sanguines 

(;lobules rouges. 

Taille timt) 

7 16.5-731 

Densitc 	 Vitesse 
sédimentation 

1 	19Ii 	) LON) 	i 05 ) 

+l 

de 

Eosinophiles 12 	12-151 11 	I 	11.(1S7-1.1M, 

Neutrophiles 12112-151 Lossii.)12.1.11q 7  

Basophiles 9.5 (9-11)1 1.0" , 10-4-P)s2 ,  

:Monocytes 15115-20) 1.1)' I 	)i.o65-1.))75 

Lymph 	ytes 918-101 1,1)0 )1.1.)57-1,o67) 

Plaquettes 2-3 1.040 



Annexe 6 : Protocole de séparation des lA totaux par technique de Ficoll 

1-Dilution 2-Dépôt de sang 

3-Centrifugation 

 

4-Aspiration de la couche lymphocytaire 

6-Addition de 

la solution de 

Hanks 

5-Centrifugation 
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Annexe 7 : Le protocole de séparation des LY par technique de bille 



Protocole d'estimation des lymphocytes 

Remplissage de seringue à micton par la solution mère 

«La • 4e •. 
• 

Dépôts des gouttes sur la plaque 

L'estimation au microscope 

à fluorescence 



Annexe 8 : Le protocole de tvpage par technique sérologique LCT 

1- Préparation des plaques de Térasaki :  

 

 

1-Addition d'huile de 

 

2-Addition d'eau physiologique 

2-Le typage par LCT proprement dit : 

Remplissage des plaques de Térasaki 

Les plaques de typage remplis 



Ye TARI  

Incubation des plaques 

, 	s, 

Les plaques après incubation 

A 

Addition de colorant 

Incubation des plaques 



3-La lecture :  

La lecture sin• microscope 

fluorescent 

Les résultats possibles 

• 
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Le Butïy-coat 

Aspiration de 1 

Buffy-coat 

Prélèvement 

Annexe 10 : Le protocole de typage par biologie moléculaire PCR-SSP 

1- Extraction de l'ADN par technique de quiagen :  

Le Buffv-coat dans un 

Eppendorf 

• 



L'Eppendorf apres 

agitation 

Ls Eppendo rf dans le 

thermoblok 

Transfert de 

contenu dans 

une colonne 

de QVIAGEN 

Addition d'éthanol 

Agitation au 

Vortex 

Agitation au Vortex 



Centrifugation 

Addition de la 

solution AW 

Remplacement de la 

poubelle par une autre 

penctorf 

nt-rift-Joe 54 1 7 C 

Addition de la 
solinion AW7 



Spee1 y rime  À 
Lod,reme.e../ 

She 	Se.  

Centrifugation 

Cele 

Centrifuge 5417C 

Centrifugation 

Addition de la solution 

L'ADN après extraction 

réparti en deux 

Eppendrofs et prêt pour 

le typage 

• 



2- Le typage par PCR-SSP :  

A-Préparation de la plaque de Micro-SSP  

q:1304  

Sortir la plaque et les réactifs 

Mélange D-mixl Tag avec le 

tampon PCR. 

1H 

Dépôt de contrôle négatif 



Addition de l'ADN sur le 

mélange D--mixiTaq 

Prendre 10 pl de mélange Vortexer le mélange 

Répartition de mélange DNA/ 

D-mix/ Taq dans les puits de 

la plaque 



Fermeture de la plaque 

B-Réalisation de la PCR :  

Placement des plaques au 
thermocvcleur 

C-Electrophorèse sur gel d'agarose :  

• Préparation de gel  

/ 

Addition de la solution 

tamponte 

Peser d - agarose 



   

 

Placement de mélange dans le 

micro-onde ndt 3a 4 min 
Le mélange après dissolution 

d'auarose 

 

   

Addition de Bromure 

d'éthidium 

Placer les empreintes 
Ecoulemem de melanue sur la 

plaque de miuration 



La plaque prête pour 

l'utilisation 

Addition de Tampon 

Sortir la plaque de 

thermocycleur 

• La miuration  sur (Yel : 



Transfert de produits 

d'amplification dans les puits 

de la plaque de migration 

La migration 

• 



D-Lecture et interprétation :  

Lecture sou UV Gel doc 

Interprétation des résultats 
Logiciel FILA fusion 



Annexe 11: Protocole de la technique ELISA 

Distribution du tampon+ 

sérum contrôle 
Ajout du serum 

Incuber I 

puis lavage 

Ajout du conjuQué 

iss 

 

Préparation du substrat et son 

atout Ajout solution 

• •„----" 

• 



  

Résultat 
LLectui e 

 

  



Annexe 12:  Protocole du Crs trclt pat LCT 

Séparations des -Lym totaux, LI' et LB a partir du sang dilué  

Fluiler la plaque 

Répartition du sérum 

ik 



Ajout des cellules 

Ajout du complément Coloration 

Lecture 
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