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Résumé

La transplantation rénale est une avancée majeure en médecine et en chirurgie. Elle est
le traitement privilégié pour I'insuffisance rénale terminale, rétablissant les fonctions du rein et
assurant la qualité de vie. Cependant, la compatibilité immunologique entre le donneur et le
receveur reste un défi crucial pour assurer la survie a long terme de la greffe. Le typage HLA

du locus DQ joue un réle essentiel dans la transplantation rénale pour plusieurs raisons.

Nous avons réalisé une étude rétrospective, sur 120 couples donneurs/receveurs recrute
principalement dans le cadre de la transplantation rénale a 1’unité d’immunogénétique du
service d’immunologie médicale du CHU Issaad Hassani (CHU Beni Messous) entre 2009 et
jusqu’en 2022 dans le but d’étudier I’intérét du typage HLA DQ en transplantation rénale. A
cet effet, nous avons utilisons la technologie de génotypage PSR (SSP et SSO) suivie d’une

extraction automatisée de I’ADN du sang total des receveur et des donneurs

Nos résultats montrent que la transplantation a été realisée aussi bien chez des hommes que
chez des femmes avec un sex-ratio de 1,87. L'age de nos patients variait de 3 a 67 ans, avec une
moyenne d'age de 35,27 + 12,52 ans et 35,26 + 12,51 ans. Selon le typage de nos patients, 35%
des couples présentaient un (1/4) ou deux (2/4) mésappariements HLA-DQ c’est le plus
répondu dans notre étude. Comme 1’ont montré la recherche d'anticorps anti-HLA spécifique
du donneur “’DSA*®’ par les techniques sérologiques dans le sérum du receveur a montré que
45,45 % ont développé des DSA de novo (dnDSA), dont 81 % étaient de spécificité HLA DQ.
Les patients qui ont développé des dnDSA DQ présentaient un risque important de rejet
humoral (P <0,0001). De plus, une association significative a été observée en analysant les
mésappariements HLA DQ et le développement de dnDSA DQ (P < 0,0001). Cependant, les
mésappariements HLA DQ n’étaient pas associés a un risque plus €élevé de développement d’un

rejet humoral.

Cette étude montre I'importance d'établir le HLA DQ (au moins HLA DQB) matching entre le
donneur et le receveur avant la transplantation rénale afin de définir le risque immunologique
qui conditionne le développement des dnDSA associés a un risque éleve de rejet humoral et
une perte du greffon au long cours.

Les mots clés: transplantation rénale, PSR-SSP, HLA DQ, Typage HLA, DSA,
mésappariements HLA DQ



Abstract

Kidney transplantation is a major advance in medicine and surgery. It is the preferred
treatment for end-stage renal failure, restoring kidney function and improving quality of life.
However, immunological compatibility between donor and recipient remains a crucial
challenge to ensure long-term graft survival. HLA typing of the DQ locus plays an essential

role in kidney transplantation for several reasons.

We carried out a retrospective study on 120 donor/recipient couples recruited mainly in the
context of kidney transplantation within the immunogenetics unit of the medical immunology
department of the Issaad Hassani University Hospital (Beni Messous University Hospital)
between 2009 and to 2022 with the aim of studying the benefit of HLA DQ typing in kidney
transplantation. For this purpose, we used PSR genotyping technology (SSP and SSO) followed

by automated DNA extraction from recipient and donor whole blood

Our results show that transplantation was carried out in both men and women with a sex ratio
of 1.87. The ages of our patients ranged from 3 to 67 years, with a mean age of 35.27 £ 12.52
years and 35.26 + 12.51 years. According to the typing of our patients, 35% of couples
presented one (1/4) or two (2/4) HLA-DQ mismatches, this is the most common in our study.
As shown by the search for anti-HLA antibodies specific to the donor “’DSA ¢’ by serology
techniques in the recipient's serum showed that 45.45% developed de novo DSA (dnDSA), of
which 81% were of HLA DQ specificity. Patients who developed DQ dnDSAs had a significant
risk of humoral rejection (P<0.0001). Additionally, a significant association was observed when
analyzing HLA DQ mismatches and the development of dnDSA DQ (P < 0.0001). However,

HLA DQ mismatches were not associated with a higher risk of developing humoral rejection.

This study shows the importance of establishing the HLA DQ (at least HLA DQB) matching
between the donor and the recipient before kidney transplantation in order to define the
immunological risk which conditions the development of dnDSA associated with a high risk of

humoral rejection and long-term graft loss.

Key words: kidney transplantation, PSR-SSP, HLA DQ, HLA typing, DSA, HLA DQ

mismatches
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Introduction

La transplantation rénale est un traitement de choix pour les patients atteints
d'insuffisance rénale terminale. Cependant, la compatibilité immunologique entre le donneur et
le receveur reste un défi majeur pour assurer la survie a long terme du greffon. Le systeme HLA
(Human Leukocyte Antigen), qui est responsable de la reconnaissance et de la présentation des
antigénes aux cellules immunitaires, joue un role crucial dans cette compatibilité.
Le locus HLA-DQ est une région génétique clé du complexe majeur dhistocompatibilité
(CMH) située sur le bras court du chromosome 6. Il est composé de deux genes, DQAL et DQB1
qui codent, respectivement, pour les sous-unités alpha et béta de la molécule HLA-DQ. Ces
molécules HLA-DQ sont exprimées principalement sur les cellules présentatrices d'antigenes,

telles que les cellules dendritiques, les macrophages et les lymphocytes B.

L'apport du typage HLA du locus DQ en transplantation rénale revét une grande
importance pour plusieurs raisons. Tout d'abord, les molécules HLA-DQ jouent un role crucial
dans la reconnaissance des antigenes et dans I'activation des lymphocytes T, qui sont les acteurs
clés de la réponse immunitaire adaptative. Ainsi, une incompatibilité au niveau du locus DQ
peut entrainer une réponse immunitaire contre le greffon, conduisant a un rejet aigu ou
chronique. De plus, des études ont démontré que certaines combinaisons alléliques spécifiques
au locus DQ sont associées a un risque accru de rejet et a une diminution de la survie du greffon
chez les patients transplantés rénaux. Par conséquent, le typage HLA du locus DQ permet
d'identifier ces incompatibilités potentielles et d'adapter les stratégies d'immunosuppression
pour minimiser les risques de rejet. En outre, le typage HLA du locus DQ peut également étre
utilisé dans le processus de sélection des donneurs. En évaluant la compatibilité HLA-DQ entre
le donneur et le receveur, il est possible d'identifier les paires de donneurs et de receveurs qui
présentent une meilleure compatibilité, ce qui peut améliorer les résultats a long terme de la

transplantation rénale.

Dans le cadre de réalisation d’un projet de fin d’études option en Génétique, nous avons réalisé
un projet de fin d’études portant sur I’apport du typage HLA du locus HLA-DQ en
transplantation rénale. Les objectifs de ce travail sont :
- Evaluer Dintérét du typage HLA DQ en transplantation rénale
- Analyser ’association des mésappariements HLA DQ entre donneur et receveur avec le
développement des anticorps anti HLA DQ spécifiques du donneur (DSA) et le rejet humoral
en post transplantation.

- Evaluer la fréquence des DSA HLA DQ ainsi que leur association au développement du
rejet humoral en post transplantation.

1|Page
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Généralités
I. Systtme HLA

Depuis sa découverte, le complexe majeur d’histocompatibilité¢ de ’homme, ou Human
Leukocyte Antigen (HLA), représente 1’'un des domaines les plus explorés de la recherche
scientifique et médicale. La région HLA, située sur le chromosome 6, a totalement été
séquencée en 1999 (Beck et al., 1999). Plus de 200 génes ont été identifiés, dont les principaux
sont les génes d’histocompatibilit¢ HLA de classe I (A, B, C essentiellement) et de classe II
(DR, DP, DQ)(Brick et al., 2016), contenant chacune de nombreux génes avec ou sans fonction
immunologique. Ces molécules jouent un rdle crucial dans ’acceptation du greffon par son

receveur (Delbos et al., 2018).
I.1. Structure et caractéristiques biochimiques des molécules HLA

Les molécules exprimees a la surface cellulaire sont regroupées en deux classes

principales dites classe I et classe II (Cesbron Gautier et al., 2007)

A Classe | Classe N B
V - e )

a2 1 o1 - 31

.

-

a3 - i2m 2 - 2

Sénes A B, Cw Seéries DR, DQ, DP
Peptide

Zones deo variahilité

Figure 1. Structures schématiques des molécules human leukocyte antigen (HLA) de classe |
et de classe Il indiquant les zones polymorphes de variabilité et la localisation du peptide

présenté. (Cesbron Gautier et al., 2007)
I. 1. 1. Molécules de classe 1

Les molécules du CMH de classe I dits classiques « A, B, C » sont des glycoprotéines
de surface cellulaire exprimées sur presque tous les types de cellules nucléées de mammiféres.
Composee d'une chaine lourde polymorphe de 44 a 49 kDa associée de maniere non covalente

a une chaine légere soluble de 12 kDa (b2 microglobuline) (Dausset et al.,1993)

Les molécules HLA de classes | dites non classiques, HLA-E, F et G, ont une structure trés

proche des molécules HLA de classe | classiques. Elles sont également liées de facon non
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covalente a la B2-microglobuline(Delbos et al., 2018). Les différences structurales se situent au
niveau des liaisons a I’antigéne pour les molécules HLA-E et-G(Dausset et al, s.d.).
Contrairement aux autres molécules HLA, la molécule HLA-F est exprimée a la surface

cellulaire non associée a un peptide. (Cesbron Gautier et al., 2007) (Figure 1. A)
I. 1. 2. Molécule de classe 11

Les molécules HLA de classes Il « DQ, DP, DR » sont des hétérodiméres constitués
d’une chaine 1égére o de 29 kDa et d’une chaine lourde  de 34 kDa. (Cesbron Gautier et al.,
2007) molécules HLA de classe Il sont exprimées uniquement a la surface des cellules

présentatrices d’antigéne (Delbos et al., 2018). (Figure 1. B)
L. 2. Génétique du HLA
I. 2. 1. Organisation du cluster des génes codant les molécules HLA

Le systeme HLA est localisé sur le bras court du chromosome 6 (bande 6p21.3) (Figure
2). Ce systéme immunogénétique, s’étend sur approximativement 3 700 kb, compte 224 génes
identifiés dont 128 seraient exprimés (Beck et al 1999). Le complexe CMH compte 3 régions

géniques (Dausset et al, 1958)

> La région de classe I, proche du télomere, est constituée de génes HLA dits classiques
(HLA-A, B et C) et non classiques (HLA-E, F, G) et s’étend sur 2000 kb.

» La région de classe III, qui s’étend sur 700 kb, contient des génes impliqués dans la
réponse immune dont certains codant pour des protéines du complément (C2, C4,
facteur B).

> Enfin, proche du centromere, la région de classe Il est constituée de génes HLA dits
classiques (HLA-DR, DQ et DP) et non classiques (HLA-DO et DM) sur 1000 kb

Les génes HLA de classe | classiques, HLA-A, B et C, sont composés de 8 exons séparés par 7
introns. Ces génes codent une chaine lourde o transmembranaire de 44 kDa associée de maniére
non covalente a la B2-microglobuline (protéine de 12 kDa monomorphe, codée par un gene du
chromosome 15)]. (Delbos et al., 2018) (Figure 2).

On distingue les molécules DR, DQ et DP constituées de deux chaines (a et B) codées par les
genes correspondants notés DRA et DRB, DQA et DQB, DPA et DPB. (Cesbron Gautier et al.,
2007)
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v"Une chaine lourde a codée par un géne A (DRA1, DQAI1 et DPA1)

v Une chaine lourde B codée par un géne B (DRB1, DQBI1 et DPB1). (Delbos et al.,

2018)

De nombreux genes de classe 11 ont été sequences revue des sequences dans (Klein & Figueroa,

1986)chacun est divisé en 5 ou 6 exons, corrélant bien avec la structure de la molécule (Hood

et al., 1983).
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Figure 2. Genes et protéines HLA. Localisation et organisation chromosomique description

des génes et des protéines. Un court exon supplémentaire existe pour certains loci

(Delbos et al., 2018)

I. 2. 2. Caractéristiques génétiques majeures du syst¢éme HLA

Les genes HLA présentent 3 caractéristiques génétiques fondamentales (Delbos et al., 2018)

» Transmission haplotypique des alleles HLA

L’ensemble des genes HLA est transmis en bloc selon un mode mendélien. Chaque individu

hérite donc d’un haplotype de chacun de ses parents. Il peut cependant exister des événements
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de recombinaison entre 2 haplotypes (ou crossing over) durant la méiose, dans environ 1% des
cas, principalement entre les loci HLA-B et DRBL, et les loci HLA-DQB1 et DPB1

» Polymorphisme
Le polymorphisme est situé principalement pour les génes de classe | au niveau des exons 2 et
3 qui codent pour les domaines al et a2 de la protéine HLA, et sur I’exon 2 pour les génes de
classe II qui codent pour le domaine B1, c¢’est-a-dire pour les 2 classes au niveau du site de
fixation du peptide et de la zone en contact avec le récepteur a I’antigene du lymphocyte T (T-

Cell antigen Receptor [TCR]).

Les domaines a des molécules HLA-DQ et HLA-DP sont également polymorphes, la chaine o
de HLA-DR étant presque monomorphe. A 1’échelle d’une population, I’extréme
polymorphisme du systéme HLA constitue un avantage pour la défense vis-a-vis des agents

pathogenes.

» Codominance
Chaque individu exprime, a la surface de ses cellules, les protéines codées par les génes des 2
haplotypes parentaux transmis. Ainsi, les cellules expriment a leur surface 6 molécules HLA
de classe | différentes, et le cas échéant, entre 10 et 12 molécules HLA de classe Il différentes
provenant pour moiti¢ d’alléles maternels et paternels, sauf en cas d’homozygotie pour un ou

plusieurs genes.
I. 2. 3. Nomenclature HLA

Elle est précédée par le préfixe (HLA-), suivi du nom du locus (A, B, C, DR, DQ ou DP).
Concernant la nomenclature sérologique, les antigénes HLA sont désignés par le nom du locus
suivi d’un chiffre désignant le groupe d’all¢les reconnus par le méme anticorps d’ou le nom «

sérologique » (par exemple HLA-A32) (Moalic et al., 2005)

Concernant la nomenclature de biologie moléculaire, le nom du geéne étudié est suivi d’un
astérisque (*) puis d’un numéro unique correspondant & maximum de quatre ensembles de

chiffres (champs) séparés par deux points « : » (Marsh., 2018)

Le premier champ représente un ensemble d’alléles, codant pour des antigénes sérologiques
reconnus par les mémes anticorps. Le deuxiéme champ représentant un ensemble d’alléles
codant pour la méme protéine. Le troisieme champ permet de différencier les alléles présentant

des mutations synonymes qui n’entrainent pas de modification au niveau de la protéine. Le
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quatrieme champ différencie les all¢les avec mutations dans les introns ou dans les régions 5’

ou 3’ non traduits qui flaquent les exons et les introns.

Enfin, I’ajout d’un suffixe pour apporter une meilleure précision comme dans le cas
d’expression moins forte (L pour « Low »), une expression douteuse (Q pour « Questionnable
» ou A pour « Aberrant ») ou une non-expression (N pour « Null »). Pour désigner un allele
spécifiant une protéine qui est exprimée sous la forme d’une molécule soluble, on utilise le
suffixe (S pour « Secreted ») et (C pour « Cytoplasm ») quand il s’agit d’une protéine

cytoplasmique (Figure 3)

Hyphen vsed 10 wparste Saffos vand 10 cencte
gene name from MA prefi changes in expeession
Separatee " Field Separators
HLA-A*02:101:01:02N
" a °
SA Prefx Gene Fleld &; used to show
dffecerces na
Fleld 1; aliele group non<odng reglon

Held 2; specific A protein

Pield 3; used to show » synomymous ONA
substitution within the coding region

Figure 3. la nomenclature de systéeme HLA (HLA Nomenclature @ hla.alleles.org.)

1.3. Fonction des molécules HLA

La fonction principale des 2 classes de molécules HLA est la présentation des antigenes
peptidiques aux acteurs du systeme immunitaire adaptatif que sont les lymphocytes (Delbos et
al., 2018)

Généralement, les Ag endogénes (peptides a une longueur d’environ 8-10 AA) sont chargés les
CMH- | (Bevan, 1976)et seuls les TCR des lymphocytes T CD8+ sont en mesure de reconnaitre
les peptides présentés dans un environnement de molécules HLA de classe | (Cesbron Gautier
et al., 2007)

Les Ag exogenes sont chargés sur les molécules du CMH-I1 (Bevan, 1976)et Seuls les TCR des

lymphocytes T CD4+ sont en mesure de les reconnaitre (Fleckenstein et al .,1999)
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II. Typage HLA

Le typage HLA trouve sa principale application dans la transplantation d’organe. on a
recours au typage HLA afin de mesurer le degré de compatibilité entre le receveur de la greffe

et le donneur et d’adapter I’immunosuppression (Semana et al., 2002).

En prenant en considération le risque du rejet contre le greffon et surtout le risque de la réaction

du greffon contre 1’hote, une compatibilité stricte au niveau de la protéine HLA pour les loci A,

B, C, DR, DQ est indispensable (Semana & Quelvennec, 2002)

Plusieurs techniques de laboratoire ont été développés afin de déterminer le typage HLA d’un
individu, en utilisant des méthodes sérologiques ou de biologie moléculaire ( Corinne Miceli et
al .,2007)

I1.1. Méthodes sérologiques

Les méthodes sérologiques appliquées a 1’étude du HLA reposent sur I’aptitude des anticorps
a reconnaitre des déterminants allo-typiques sur ces molécules, le plus souvent a la membrane

cellulaire. (Dausset et al., 1993). On distingue la Microlymphocytotoxicité (LCT)
I1.2. Méthodes moléculaires

La biologie moléculaire a permis d’approfondir et d’améliorer la précision des typages
HLA grace a une meilleure discrimination entre et a 1’intérieur des groupes antigéniques (on
parle de résolution). Parmi les techniques de biologie moléculaire utilisées pour le typage
HLAnNous retrouvons : PCR-SSO (sequence specific oligonucléotide), PCR-SSP (sequence
specific primer), PCR-SRT (sequence based typing), RFLP (Polymorphisme de longueur des
fragments de restriction) et NGS.

I11. Insuffisance rénale et transplantation

La prévalence des maladies renales est en augmentation constante dans le monde,
principalement du fait du vieillissement de la population. La classification des néphropathies
repose généralement sur les données histologiques de la biopsie rénale (Johanna Rabiller et al
., 2019)

L’insuffisance rénale traduit une diminution de la fonction rénale caractérisée par une
diminution du taux de filtration glomérulaire (TFG), qui ne filtre plus correctement le sang. Elle
peut étre aigue en étant le plus souvent réversible, soit chronique. Elle correspond a des lésions

anatomiques irréversibles du parenchyme renal.(Boubchir et al .,2004).
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La prévalence de I’insuffisance rénale chronique terminale (IRCT) étant de 1’ordre de 1 pour
1000 malades. Les personnes atteintes d'insuffisance rénale chronique sont traitées par

I'némodialyse en attendant une transplantation rénale (Tortora et al ., 1994)
III. 1. Traitement de I’insuffisance rénale par transplantation

La transplantation rénale est 1’acte chirurgical qui consiste a prélever un rein fonctionnel
d’un donneur vivant ou mort et I’implanter chez un receveur possédant des reins défectueux,
tout en rétablissant la continuité vasculaire. Cette derniére s’installe au monde comme étant le

traitement de choix et définitif pour I’insuffisance rénale

La greffe rénale peut étre Xénogreffe, Allogreffe ou Greffe synergique selon la relation entre

le donneur et le receveur ( Dausset et al .,1958)

La recherche de I’étiologie de I’insuffisance rénal est une étape vitale afin d’instituer
précocement un traitement efficace et ralentir la progression de la maladie. Les causes
principales actuelles de I'insuffisance rénale sont le diabete et 1’hypertension. Les autres
néphropathies peuvent impliquer différents mécanismes, inflammatoire, dégénératif ou

génétique.
I11. 2. Prérequis immunologiques pour la transplantation rénale

Dans le but de minimiser les risques de rejet, le receveur ainsi que le donneur subissent
une série de tests immunologiques indispensables et dont la chronologie doit absolument étre
respectée au risque d’induire un rejet. Ces tests sont : Groupage sanguins ; la recherche des

anticorps anti-HLA chez le receveur, le typage HLA chez receveur et donneur.

Le bilan de pre- transplantation permet de s’assurer que la transplantation est techniquement
possible et que les chances de survie du patient et sa qualité de vie ne sont pas compromises par
la transplantation. 1l permet aussi d'adapter le traitement anti-rejet convenable a chaque
situation.(Anglicheau et al., 2006)
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II1. 2. 1. Compatibilit¢é HLA

Le typage HLA est un test essentiel a réaliser chez le receveur et le donneur dans le
cadre du bilan de pré-transplantation. En effet, le degré de compatibilité conditionne la durée

de vie du greffon puisque plus il est éleve, meilleure sera la survie du greffon.

Le typage concerne les loci HLA-A, HLA-B et HLA-DR et peut étre réalise soit par la technique
sérologique. La situation idéale a laquelle on pourrait étre confronté serait celle d’un couple
donneur/receveur HLA identiques, mais celle-ci se présentant rarement, les mésappariements
ou mismatchs (différence d’alléle au niveau d’un ou de plusieurs loci) sont tolérés tant les
antigénes HLA en cause du mésappariement ne sont pas considérés comme des antigenes

interdits.

Le typage HLA en amont de la transplantation a un double intérét. Premierement, le typage
HLA du receveur et des donneurs candidats permet de sélectionner le donneur optimal avec le
moins de mismatchs (MM). Deuxiéemement, la connaissance du typage HLA du donneur permet
de détecter les DSA parmi les anticorps anti HLA ce qui évitera un rejet hyperaigu ou accéléré.
(Mellal et al,2017.).

III. 2. 2. Anticorps anti-HLA

Les anticorps anti-HLA sont classiquement des allo-anticorps d’immunisation
développés fréquemment dans les trois situations suivantes : Les transfusions sanguines, les

grossesses et les transplantations d’organes (Loupy,.2014)
I11. 3. Rejet rénale

Le rejet de la greffe rénale est un phénomeéne enticrement naturel di a I’introduction,
chez un receveur, d’un greffon génétiquement différent qui sera inévitablement refusé par
I’immunité de ce dernier. Les mécanismes de I’immunité innée et adaptative (humorale et
cellulaire) sont tous les deux impliqués dans ce phénomene, et cette attaque immunitaire induit
des lésions au sein des tissus du greffon qui vont produire une altération a court et/ou a moyen
terme de la fonction rénale pouvant aller jusqu’a la mort de 1’organe (Brick et al., 2011). On
classe les différents rejets de greffe rénale en trois types principaux : Le rejet hyper-aigu

humoral, aigu et chronique.
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III. 3. 1. Mécanisme de rejet

Durant les premieres semaines ou premiers mois apres l'opération, le greffon peut subir
un rejet. L'immunité cellulaire met en scene certains lymphocytes T, des cellules « tueuses »

qui s'infiltrent dans le greffon et finissent par le détruire.
I11. 3. 1. 1. Reconnaissance allogénique

La réaction immunologique de rejet est liée a la reconnaissance d’Ag étrangers par le

receveur. Trois voies de reconnaissance sont actuellement connues (Jiang et al., 2004)

> Dans la présentation directe, les cellules dendritiques activées du donneur migrent vers
les organes lymphoides secondaires du receveur et présentent les allo-antigénes du
donneur aux lymphocytes T du receveur. Ces antigenes sont reconnus sous forme de
molécules membranaires intactes, non manipulées par les cellules présentatrices. Cette
voie d’allo reconnaissance directe serait un puissant stimulus pour 1’induction de
réponses d’hypersensibilité retardée et cytotoxique, surtout dans la phase précoce qui
suit la transplantation.

> Présentation indirecte : Progressivement, les cellules dendritiques du receveur
colonisent le greffon et remplacent celles du donneur. Elles captent localement les allo
antigénes du donneur et les apprétent. Elles migrent vers les organes lymphoides
secondaires pour présenter les peptides issus du donneur, via les molécules HLA de
classe Il du receveur. Elle peut étre responsable de rejets aigus mais elle est surtout
impliquée dans le rejet chronique (réaction allogénique persistante a bas bruit). (Jiang
et al., 2004)

» Une troisieme voie de présentation, dite semi-directe, découverte plus tardivement,
stipule que les cellules dendritiques du receveur sont capables de capturer et de présenter
sous forme non manipulée les molécules du CMH du donneur, a partir des cellules
endothéliales du greffon.(Herrera et al., 2004)

I11. 3. 1. 2. Activation des lymphocytes T CD4+

L’activation de ces lymphocytes conduit a leur prolifération clonale et a la synthése de
cytokines qui agissent directement ou indirectement sur les cellules effectrices (lymphocytes B,
lymphocytes T CD8+, macrophages, cellules NK...) intervenant dans la destruction du tissu

cible.
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Les cellules activées migrent par voie sanguine des ganglions vers le greffon, traversent la
barriere endothéliale et infiltrent le greffon. Les interactions entre les leucocytes et
I’endothélium vasculaire se font grace aux chimiokines et aux molécules d’adhésion cellulaire,
les « cell-adhesion molécules » (CAM). Les premiers attirent et activent les lymphocytes, alors
que les deuxiémes permettent 1’adhésion des lymphocytes a 1’endothélium vasculaire (Brick et

al., 2011)
I11. 3. 1. 3. La réaction médiée par les lymphocytes T CD8+

L’activation des lymphocytes T CD8+ cytotoxiques (CTL) est similaire a celle des T CD4+
et utilise les mémes signaux. Elle peut se faire de facon directe par la cellule cible ou indirecte
par l’intermédiaire des lymphocytes T CD4+ activés. La destruction des cellules

parenchymateuses médiée par les CTL se fait par au moins deux mécanismes complémentaires

» L’un impliquant la libération de granules cytoplasmiques, les perforines (protéines
capables de former des pores) et les granzymes (enzymes protéolytiques) dans 1’espace
de jonction intercellulaire.

» L’autre impliquant la liaison de la protéine Fas de la cellule cible avec son ligand Fas L
situé sur le lymphocyte T CD8+ (Brick et al., 2011)

I11. 3. 1. 4. Hypersensibilité retardée (DTH : delayed type hypersensitivity)

C’est une réaction inflammatoire localisée induite par des cytokines produites par certaines
sous-populations de lymphocytes T, les TDTH activés par les T CD4+. Ces cytokines sont
responsables du recrutement et de I’activation des macrophages en cellules plus destructrices.
Certaines cytokines, comme le TNFa, ont un effet cytotoxique direct sur les cellules du greffon.
(Brick et al., 2011)

I11. 3. 1. 5. Réaction médiée par des lymphocytes B

Apres leur activation, ils se différencient en plasmocytes producteurs d’anticorps, dont la
fixation sur I’endothélium vasculaire du greffon active la cascade du complément (voie
classique), aboutissant a la formation du complexe d’attaque membranaire susceptible

d’endommager 1’endothélium (Brick et al., 2011)
I11. 3. 1. 6. Cytotoxicité médiée par les anticorps (ADCC)

Certaines cellules a potentiel cytotoxique (cellules NK, macrophages) possedent un

récepteur du fragment Fc des 1gG qui leur permet de capter les complexes IgG—cellule cible.
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La libération d’enzymes lytiques au niveau des zones de contact induit une 1ésion de la cellule

cible._(Brick et al., 2011)
II1.4. Prévention

Elle repose essentiellement sur la réalisation d’un bilan immunologique prégreffe et

I’utilisation de traitements des immunosuppresseurs.

Les protocoles utilisés actuellement permettent de maintenir une prophylaxie anti rejet
particulierement importante durant les premiéres semaines apres la greffe, et de traiter les
épisodes de rejet. Les protocoles comportent 3 phases correspondant a la réalisation de trois

objectifs :

v L’acceptation de la greffe par le receveur (période d’induction), Par I’utilisation de
doses moyennes d’immunosuppresseurs.

v' La prévention du rejet (période d’entretien), par des doses d’immunosuppresseurs
pouvant étre réduites.

v Le traitement du rejet, par 1'utilisation de fortes doses de corticoides ou d’anticorps
polyclonaux ou monoclonaux (Euvrard et al., 2012)

III. 5. Surveillance

La surveillance du transplanté est capitale pour sa survie et celle du greffon. Plusieurs
complications (rejets, infections, problémes cardiovasculaires et cancers principalement)
guettent le patient a tout moment, aussi bien dans les heures ou les jours suivant la greffe que
plusieurs années apres. C’est pourquoi une surveillance réguliére est maintenue méme apres
I’hospitalisation, tant que le greffon est en place. La stratégie de surveillance du rejet
immunologique, universellement utilisée, consiste a rechercher réguliérement une allo
immunisation dirigée contre les cellules du donneur et/ou a pratiquer une biopsie. (Brick et al.,
2011).
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Contexte de I’étude

Dans le cadre de I’obtention du diplome de Master 2 en Génétique, nous avons réalisé
un projet de fin d’étude portant sur I’apport du typage HLA du locus HLA-DQ en
transplantation rénale.

Nous avons réalisé notre étude rétrospective a I’unit¢é d’immunogénétique du service
d’immunologie médicale du CHU Issad Hassani (CHU Beni Messous), durant une période 5

mois, de Février a juin 2023.

Nous avons mené une étude rétrospective descriptive d’une collection de cas,120 donneurs on
bénéficie d’une transplantation rénale .dans laquelle 118 receveurs d’une greffe rénale, a partir
d'un donneur vivant, ont été inclus et dont 1’objectif principal est d’évaluer I’intérét du typage

HLA DQ en transplantation rénale.

Nous avons étudié I’association des mésappariements HLA DQ (entre le donneur et le
receveur), avec le développement des anticorps anti HLA DQ spécifiques du donneur (DSA)
d’une part, et le rejet humoral d’autre part en post transplantation. Par ailleurs, nous avons
étudié la fréquence des DSA HLA DQ ainsi que leur association au développement du rejet

humoral, en post transplantation.

La collecte des données concernant les transplantés rénaux suivis par le service de néphrologie
du CHU Issaad Hassani de Beni Messous s’est déroulée entre le mois de Février 2023 au mois
d’Avril 2023.

La source de notre collecte de données était les dossiers des greffés rénaux (service néphrologie
du CHU Beni Messous) suivis, sur le plan immunologique, avant et apres la transplantation au

niveau du service d’immunologie du méme hdpital. Les données comprennent :

» La recherche et I’identification des anticorps anti HLA en pré et post greffe chez le
receveur,

» Le typage HLA DQ du donneur et du receveur et le pourcentage d’identité ou
d’incompatibilit¢ HLA DQ,

> Lapresence des DSA de novo et le développement d’un rejet humoral chez le receveur
ainsi que des informations spécifiques aux patients qui ont été intégrées a 1’é¢tude comme

des co variables.

Les Co variables suivies chez ces patients sont :
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» Démographiques : age, sexe, groupage sanguin ABO, lien de parenté entre le donneur
et le receveur.
> Relatives a la greffe : &ge de la greffe, étiologie de la transplantation et les antécédents

d’immunisation chez le receveur.

Apres avoir regroupé toutes les données dans un fichier Excel, les codes des dossiers ont été
choisis comme code des patients. Les données démographiques et les données spécifiques a la
greffe ainsi que les informations en post greffe y ont été notées. Par convention, les données

des Co variables manquantes étaient remplacées par « / ».
I. Matériel
I. 1. Matériel biologique

Le sang total des receveurs et des donneurs a été prélevé dans des tubes contenant un
anticoagulant de type EDTA sur lesquels sont mentionnés les noms et les prénoms des patients,

accompagné d’une fiche contient un questionnaire détaillé. (Annexe N° 01).
I.2. Matériel non biologique

Afin de réaliser 1’¢tude, une gamme de réactifs et d’appareillages ont été utilisés (Annexe N°
02).

II. Méthodes
II. 1. Typage genétique HLA DQ
I1. 1. 1. Extraction automatique d’ADN

Nous avons effectué une extraction automatisée de I'ADN avec le kit « Blood DNA
extraction kit Maxwell® 16 LEV (Promega®) basé sur le principe d’utilisation de billes
magnétiques recouverte de silice. L'instrument peut traiter jusqu'a 16 échantillons en 40

minutes. Dans ce qui suit le mode opératoire de I’extraction automatique :

- Déposer 300 ul du sang sur un tube EDTA dans un Eppendorf.

- Ajouter 30 pl de protéinase K ainsi que 300 pl de solution de Lyse.

- Vortex pendant 10 secondes.

- Incuber au bain-marie a 56°C pendant 20 minutes.

- Placer le lysat dans le premier puit de la cartouche et les plongeurs a la position numéro8.

- Ajouter 110 pl du d’¢lution buffer dans les petits embouts
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- Mettre les cartouches dans I’automate pendant 40 min.

- Récupérer I’éluat d’ADN correspondant a chaque patient.
IL. 1. 2. Quantification de la concentration de ’ADN et mesure du degré de pureté

Le spectrophotometre Nanodrop a été utilisé pour la mesure de la concentration de I’ADN
extrait en mesurant 1’absorbance des acides nucléiques a 260DO, ainsi que le degré de pureté
(contamination par les protéines) en calculant le rapport d’absorbance : DO260/D0O280 qui doit
étre compris entre 1,8 et 2. La concentration d’ADN doit étre ajustée a 30 ng/ul pour 1’étape

suivante d’amplification. L’évaluation a été faite comme suit :

Déposer 10 pl du blanc pour le nettoyage a la surface optique abaissé le bras pour

permettre le contact.

Relever le bras en essuyant les deux pieds optiques.

Dans le méme pied optique déposer 2 ul de I’ADN.
Lire la concentration et le rapport DO260/D0280.

IL. 1. 3. Typage HLA Locus HLA DQB par PCR-SSP

La technique de PCR-SSP (Polymerase Chain Reaction, Sequence Specific Primers) est
basée sur le principe d’utilisation des amorces spécifiques d’un alléle ou d’un groupe d’alleles
lors de la réaction d’amplification. Seules les amorces dont les séquences d'ADN sont
complémentaires de la séquences cible donnent un produit d’amplification grace a 1’utilisation
d’une ADN polymérase type thermostable sans activité correctrice. L’ADN amplifié est détecté
a I’aide d’une électrophorése sur gel d’agarose ; dans le cas d'une amplification positive, des
fragments d’ADN de longueur définie sont obtenus, qui peuvent étre identifiés comme des
bandes sur le gel. Le kit utilisé dans notre étude pour le typage HLA DQ est le : DQ low
OLERUP SSP® CareDX® dans lequel la plaque contient 16 puits. Dans ce qui suit le mode
opératoire :

a. Pré amplification

- Une plaque d’amplification HLA DQB comporte 16 puits dont chacun contient une
solution d'amorces lyophilisées composée d’un mélange d’amorces spécifiques, ainsi
gu'une paire d'amorces de contréle interne positif. Le Méme Master Mix est utilisé pour
tous les kits Olerup SSP®.

- Préparation de la solution mére contenant 3 pl master mix et 5 pl d’eau H20O (sans

nucléases) quantité suffisante pour 16 puits d’une plaque de typage HLA DQB.
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- Vortex la solution mere pendant 15 s.

- Déposer le contrble négatif dans la premiére position

- Ajouter 2 ul d’ADN des patients a la solution mere dans QSP pour 16 puits de la plaque
de typage HLA DQ.

- Agiter dans le vortex le mélange pendant 20 secondes.

- Déposer le melange dans le reste des puits.

- Recouvrir les plaques a 1'aide de la feuille adhésive fournie pour éviter 1’évaporation

pendant I’amplification.
b. Amplification

- Mettre la plaque dans un thermocycleur (C1000 touch, Biorad®) qui modifie tres
précisément la température de I'échantillon selon un programme d’amplification en 3
étapes constituant un cycle de PCR avec une durée de 1 heure et 35 minutes (Tableau
I)

- Dénaturation : Cette étape permet de dénaturer 'ADN double brin en brins simples,
préts a étre amplifiés.

- Hybridation : Les amorces spécifiques sont congues pour se lier de maniere sélective
aux séquences d'ADN cibles. Chaque paire d'amorces est congue pour détecter un
variant génétique spécifique.

- Elongation : La polymérase ADN utilise les amorces spécifiques comme point de départ
pour synthétiser de nouveaux brins d'/ADN complémentaires a partir de I'ADN cible.

- Ala fin de ’amplification, une étape de refroidissement a 4 °C permet la complétion de

la synthese de I'ADN et assure que tous les brins d’/ADN cible ont été amplifiés.

Tableau I : Programme d’amplification de la PCR-SSP OLERUP SSP® CareDX®

1CYCLE 94 °C 2 minutes Dénaturation initial
10 CYCLE 94 °C 10 secondes Dénaturation
65 °C 1 minutes Hybridation-Elongation
94 °C 10 secondes Dénaturation
20 CYCLE 61 °C 50 secondes Hybridation
72 °C 30 secondes Elongation
FIN-CONCERVATION 4°C 0 Elongation final
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II. 1. 4. Révélation des amplicons par électrophorése sur gel d’agarose
a. Préparation d’un gel d’agarose a 1,5%

- Dans un Bécher on dépose 200 ml de tampon TBE et on ajoute 3g d’agarose.
- Chauffer le mélange pendant 5 min.

- Ajouter deux gouttes d’agent intercalant GelRed®.

- Agiter le mélange

- Déposer dans le porte gel et placer les épingles pour creuser les puits.

b. Electrophorese

- Retirer les épingles aprés la solidification du gel et le déposer dans la cuve
d’¢lectrophorese préalablement remplie du tampon TBE.

- Déposer 10 pl du contenu des puits de la plaque d’amplification au fond des puits
creusés dans le gel, en respectant I’ordre du dépot.

- L’électrophorese se fait pendant 15 a 20 minutes & 8-10 V/cm.
c. Lecture du gel

Les bandes d’amplification d’ADN formées sont révélées et visualisées a I’aide d’un
Transilluminateur (GelDoc® Biorad®) aprés excitation de 1’agent intercalant par des rayons

ultraviolets.
d. Interprétation des résultats

- Le puits du contrdle négatif ne doit contenir aucune amplification.

- Les bandes HLA DQB se situent entre les bandes du controle interne et 1’exces des
nucléotides (plus légéres).

- La bande du contréle interne doit étre positive dans tous les puits négatifs (absence
d’amplicons HLA DQ) et peut étre présente ou non dans les puits positifs (absence
d’amplicons HLA DQ).

- L'interprétation du gel aprés migration électrophorétique se fait en se référant a la
position des bandes HLA positives. Le logiciel SCORE ® permet d’obtenir le typage
HLA DQB des patients aprés introduction des bandes positives (Figure 4).
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Figure 4. Exemple de résultat de typage HLA DQ sur le logiciel SCORE®

(photos originales)
Le mode opératoire de cette tequnique est détaillé sous forme diagramme en annexe N° 03.
I1.1.5. Typage HLA du Locus HLA DQA et DQB par PCR-SSO

La PCR SSO (Polymerase Chain Reaction- Sequence Specific Oligoprobes) a pour
principe de fixer, dans des puits d’une plaque ou sur des bandelettes, les sondes spécifiques

HLA et de rajouter I’ADN amplifié¢ de I’individu a typer (M.M. Tongio et al., 1998).

Dans notre étude, la technique PCR-SSO HLA DQ utilisée est de type Luminex (Immucor®,
Lifecodes®) ou les sondes spécifiques d’alleles HLA DQA et B ont été fixées sur des billes de
polystyréne. L’ ADN amplifié biotinylé s’hybride a la sonde qui lui est spécifique. La révélation
de cette réaction se fait a 1’aide de la streptavidine marquée avec un fluorochrome : la

phycoérythrine (SA-PE). Le mode opératoire est détaillé en annexe N° 04.

I11. Etude statistique

Nous avons utilisé le logiciel Microsoft EXCEL 2019 pour la réalisation des graphes
et le calcul des moyennes et des médianes.

Logiciel SCORE version 5.00 a été utilisé pour ’interprétation des résultats du typage HLA
DQ.

Nous avons aussi utilisé le Logiciel Graphpad prism 9.5.1 pour la réalisation des tests
statistiques (comparaison des pourcentages par le test de Chi2 de Pearson ou le test exact de

Fisher). Un résultat était considéré comme étant significatif pour toute valeur de p<0,05.
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L. Résultats de I’étude des caractéristiques démographiques et biologiques de la cohorte

I. 1. Répartition des donneurs selon le sexe

Les donneurs étaient, majoritairement, de sexe féminin avec un pourcentage de 58%

contre 43% pour les hommes, le sex-ratio étant de 0,73 (Figure 5).

B Donneurs H

Donneurs F

Figure 5. Répartition des donneurs selon le sexe.

1.2. Répartition des receveurs selon le sexe

Les receveurs étaient, majoritairement des hommes avec un pourcentage de 65% contre

35% pour les femmes, le sex-ratio étant de de 1,87 (Figure 6).

M Receveurs H

Receveurs F

Figure 6. Répartition des receveurs selon le sexe.
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I.3. Répartition des receveurs et des donneurs selon I’age

120 couples Donneur/Receveur ont été inclus dans notre étude. Leurs 4ges moyens
respectifs étaient de 35,27 + 12,52 ans et 35,26 + 12,51 ans. L age des receveurs et des donneurs

se situait en majorité dans la tranche de 21 a 40 ans (Figure 7).

45% 40%
40%
35%
30%
25%
20%

15% H Donneurs

Receveurs

0%

(0,111, | [21, | [31, | [41, | [51, | [61,
0] | 20] | 30] | 40] | 50] | 60] | 67]

B Donneurs | 0% | 0% | 22% |29% | 21% | 18% | 6%
Receveurs| 4% | 14% | 40% | 26% | 13% | 2% | 0%

Figure 7. Répartition des donneurs et des receveurs selon les tranches d’age.

I.4. Lien de parenté

La population de greffés rénaux était répartie selon le lien de parenté du donneur avec
le receveur. Les fréres (30%), les fils (20,9%), les sceurs (17,5%) et les filles (15%) représentent
les donneurs les plus fréquents dans notre étude (Figure 8). Tous les donneurs étaient vivants
(100%).

E 30%
& 0,90%
iq:-; 17,50% / 15%
g 0,
5 330%330% - I 0,00%3:30% 5% (909
c = W
A I - TR TN S . 2
& & ¢ & & F F©F S S
] & < o =
@ < &L &

Neve | Epou | Conj | Cousi
se | oint | ne
Sériel |3,30%(3,30%17,50| 30% |20,90| 15% [0,90%3,30%| 5% 10,90%

Mere| Pére |Sceur|Frére| Fils | Fille

Figure 8. Répartition des donneurs selon leur lien de parenté avec le receveur.
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L. 5. Etiologie de I'insuffisance rénale

La répartition des principales étiologies de l'insuffisance rénale chez les patients est
représentée dans la (Figure 9). Plus des trois quarts des patients (80,8%) avaient une

néphropathie indéterminée.

° M Sériel
o
(¢
o
0
xR
w
2
'_
=z
w
2
> S 8§ ¥ 8 ® ¥ ¥ ¥ ¥ »®¥ ® ® ¥ ¥
o 2 5 Q < < < < < S < < < < <
~ ~ [oe] o] oo} [ee] (o] 5 o] [ee] [oe] o] o0
m ® &4 o o o o o N o o o o o
- - — — — — — — — — — — — —
\) @} Lol X N N\ & (SR N\ QD A
S e e R RSO R SRR O
v QAT (L Q
& o NI S
6 IS o
v O [ N
RY & N
O \) N}
S Q 5
SO <
] (8] Q?’ N
& o <
SR &
3
& &
Q

Figure 9. Etiologie de I'insuffisance rénale.

L.6. Délai de la transplantation rénale

Les 118 transplantés rénaux ont été suivis pendant une durée médiane de 11 ans (Q1=
6.25 ans, Q3=13 ans). La fourchette de suivi la plus prévalente est de ]12,15] ans (40%) (Figure
10).

Pourcentage %

-
10%

[0,3] 103,06] 106,09] 109,12] 112,15]

Figure 10. Distribution de la population selon le délai de transplantation rénale a partir
de la date de la transplantation jusqu’au 2022
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I. 7. Groupage sanguin ABO

Concernant la compatibilité ABO, la transplantation a été réalisée entre des couples avec
un groupage sanguin identique dans 67% des cas, alors que dans 21% des cas, les couples
donneurs/receveurs étaient ABO compatible. Pour 14 patients, le groupe sanguins n’a pas été

renseigné (Figure 11). Aucune greffe ABO incompatible n’a été effectuée.

Donnée manquante

Compatible

H |dentique

Figure 11. Compatibilité ABO entre les donneurs et les receveurs.

1.8. Antécédents d’immunisation

75% des receveurs avaient déja eu au moins un événement immunisant avant la
transplantation rénale (transfusion sanguine, grossesse ou transplantation antérieure), en

revanche 25% de la population n’ont pas eu d’antécédents d’immunisation (Tableau II).

Tableau IT : Evenements immunisants chez les receveurs

Evénement immunisant ~ Nombre Pourcentage %
Absence 30 25
Présence 88 75

Parmi les patients aux antécédents d’immunisation, 80,68% ont été transfusés avant la greffe
rénale ; 9,09% étaient des femmes déja transfusés et ayant des grossesses, 3,40% ont été déja
transfuses et ont eu une transplantation antérieure et 1,13% ont eu une transplantation antérieure
(Figure 12).
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Pourcentage %

transfusion transplantation  grossesse transfusion et transfusion et
antérieure grossesse  transplantation

Figure 12. Evénements immunisants chez les receveurs.

I. 9. Anticorps anti HLA avant transplantation

Concernant 1’allo-immunisation HLA en pré transplantation, 20% des patients

transplantés ont développé des allo anticorps anti-HLA avant la greffe, le reste (80%) étaient
non immunisés (Figure 13).

B Présence anticorps anti HLA

B Absence anticorps anti HLA

Figure 13. Répartition des patients selon le développement d’anticorps anti HLA en pré-

transplantation.

Pour les patients ayant développé des anticorps anti-HLA, seuls 40% ont développé des allo
anticorps anti HLA de classe | et 20% ont développé des allo anticorps anti HLA de classe |1

alors que 60% ont développé des allo anticorps anti HLA classe | et Il a la fois (Figure 14).
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Pourcentage %

m Ac Anti HLA de classe |
m Ac Anti HLA de classe Il
60% B Ac Anti HLA de classe let Il
40%
,

Ac Anti HLA de Ac Anti HLA de Ac Anti HLA de
classe | classe Il classe letll

Figure 14. Répartition des patients selon la classe des anticorps anti HLA en pré-

transplantation.

I1. Résultats du typage moléculaire du locus HLA-DQ

Dans notre étude, la majorité des patients avaient un typage du locus HLA DQB dans
leurs dossiers avec une fréquence égale a 93%, par contre seuls 7% des patients avaient un
typage HLA-DQA et DQB (Figure 15).

HLA-DQA et DOB
m HLA-DQB

Figure 15. Répartition des patients selon le typage HLA-DQ.

I1.1. Compatibilité HLA-DQ entre le donneur et le receveur

A propos des mésappariements ou mismatches HLA-DQ entre les donneurs et les

receveurs, 35 % des couples présentaient un mésappariement HLA (1/4) et (2/4), 22,50% des
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couples ne présentaient aucun mésappariements HLA (0/4) et 7,50% avaient un
mésappariement total (4/4) (Figure 16).

35% 35%

b

f

22,50%

Pourcentage %

7,50%

MISMATCHES (0/4) MISMATCHES (1/4) MISMATCHES (2/4) MISMATCHES (4/4)

Figure 16. Répartition des patients selon les mesappariement HLA-DQ entre les donneurs et

les receveurs

I11. Etude du suivi immunologique en post-transplantation

Sur les 118 patients ayant été greffés, seuls 88 ont été suivis par I’équipe d’immunologie

médicale. Le reste, a savoir 32 patients, n’ont plus donné signe de vie apres la greffe.

I1I. 1. Anticorps anti HLA spécifiques du donneur (DSA)

L’analyse du suivi immunologique chez les 88 patients, en fonction du devenir des
greffons, montre que 40 patients (45,45%) ont développés des DSA de novo, parmi lesquelles

trois transplantés ont développés deux types de DSA en méme temps. Tandis que 48 patients
(54,55%) n'ont développé aucun DSA (Figure 17).
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54,55%
45,45%

Présence de DSA

Pourcentage %

B Absence de DSA

PRESENCE DE DSA  ABSENCE DE DSA

Figure 17. Répartition des patients selon le developpement des DSA de novo aprés

transplantation.

En effet, dans le groupe des 40 patients ayant développé des DSA de novo : 81% des DSA
avaient une spécificitt HLA-DQ seule, 14% étaient dirigés contre d’autres molécules HLA

(HLA non DQ), le reste (5%) étaient dirigés contre les molécules HLA-DQ+ HLA non DQ
(Figure 18).

EHLA-DQ
® HLA non DQ

HLA-DQ + HLA non DQ

Figure 18. Répartition des DSA selon leur spécificité antigénique.

La distribution en fonction de la spécificité des DSA HLA DQ est représentée dans la (Figure

19). Les spécificités les plus répandues dans notre étude sont : HLA DQ6 (25,71 %), HLA DQ5
(20%), HLA DQ7 (17,14%) et HLA DQ2 (14,29%).
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Figure 19. Répartition selon la spécificité des DSA HLA DQ.

III. 2. Rejet humoral :

Dans notre série d’étude, 29% des transplantés ont développé un rejet humoral alors que
44% n’ont jamais eu d’épisode de rejet. 27% des patients n’ont pas été suivis en post

transplantation (Figure 20).

Absence de rejet

humoral
Présence de rejet
humoral

B Perdus de vue

Figure 20. Reépartition des transplantés selon le devenir du greffon.

I11. 3. Etude de I’association entre les DSA HLA DQ et rejet humoral

Les receveurs ayant développé des DSA de novo de spécificité HLA DQ et HLA DQ
associés a des DSA HLA non DQ, ont présenté une fréquence significativement plus élevée de

rejet humoral, comparé aux receveurs qui n’ont pas développé de DSA ou ayant développé des
DSA HLA non DQ (P <0,0001) (Figure 21).
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Figure 21. Répartition des patients selon I’association des DSA HLA DQ et le rejet humoral

II1. 4. Etude de I’association des mésappariements HLA DQ et le développement de DSA
HLA DQ

Nous avons réparti les patients pour lesquels le devenir est connu apres la transplantation
en deux groupes « Présence de DSA-DQ /Absence de DSA-DQ » en 4 catégories selon le
nombre de mésappariements HLA DQ (Figure 22). Les receveurs qui ont développé des DSA-
DQ avec 1 ou 2 mésappariements avec le donneur étaient les plus fréquents. En revanche, une
absence des DSA-DQ a été observee chez la majorité des receveurs avec un mésappariement
HLA-DQ 1/4. Une association significative a été notée en comparant le nombre de
mésappariements HLA DQ et le développement des DSA HLA DQ (P < 0,0001).

43,24% 43,24%

A P <0,0001 37,04%

) 31,48%

= 5,93%

t

§ 13,51%

3 ,56%

& "'0

MM (4/4) MM (2/4) M (1/4) MM (0/4)
MM (4/4) MM (2/4) MM (1/4) MM (0/4)

M Présent DSA-DQ 13,51% 43,24% 43,24% 0%

Absent DSA-DQ 5,56% 25,93% 37,04% 31,48%

Figure 22. Répartition des patients selon I’association des mésappariements HLA DQ et
développement de DSA HLA DQ.
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II1. 5. Etude de I’association entre les mésappariements HLA DQ et le rejet humoral

Nous avons regroupé les patients avec un suivi immunologique connu aprés la
transplantation en 2 groupes « Présence de rejet humoral / absence de rejet humoral » en 4
catégories en fonction du nombre de mésappariements HLA DQ entre le donneur et le receveur
(Figure 23). Aucune association significative a été notée en comparant le nombre de

mésappariements HLA DQ au risque de développement du rejet humoral (p = 0,5125).

,, 40,00%
P=0,5125 35,29% Se
31,43%
X
g 21,57%
2
S 14,29% 14,29%
:
a 5,889
MM (4/4) MM (2/4) MM (1/4) MM (0/4)
MM (4/4) MM (2/4) MM (1/4) MM (0/4)
B Absence de rejet humoral 5,88% 35,29% 37,26% 21,57%

E présence de rejet humoral

14,29%

31,43%

40,00%

14,29%

Figure 23. Répartition des patients selon 1’association des mésappariements HLA DQ et le

développement du rejet humoral
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Bien gu'il y ait eu 2 000 greffes de rein réalisées depuis le début de la technique en 1986
en Algérie, ce nombre est tres faible par rapport aux chiffres internationaux(Larbi .,2004). En
effet, en moyenne plus de 3000 greffes de rein sont réalisées en France chaque année (Agence
de la biomedecine 2016). Il existe peu de données concernant le suivi immunologique des
patients en Algérie. Au niveau du Laboratoire « Service d’immunologie médicale CHU
ISSAAD HASSANI », 118 patients ont bénéfici¢ d’une transplantation rénale entre 2008 et
2022.

Dans notre population, toutes les transplantations ont été réalisées avec des donneurs vivants
(120 donneurs) dans la majorité était apparentés. Malgré I’existence d une politique sanitaire et
d’un plan national de promotion du don et de la greffe en Algérie, on ne réalise pas encore de

transplantations rénales a partir de donneurs cadaveériques (Rekhif, 2021).

La population des receveurs était repartie en fonction du sexe comme suit : 65% d’hommes et
35% de femmes. La majorité des sujets ayant présenté une insuffisance rénale nécessitant une
transplantation était des hommes. Nos résultats sont similaires a ceux rapportés dans 1’é¢tude de
Ramilitiana et al. (2016), ou la sex-ratio était de 1,46 et aussi dans 1’étude de Hidaya et al (2010)
(Ramilitiana et al., 2016, Haddiya et al., 2010). Quant aux donneurs, le sexe féminin est

majoritaire dans notre série d’étude avec un pourcentage de 57% contre 43% pour les hommes.

L’analyse des caractéristiques des couples greffés montre que la population des receveurs est
majoritairement jeune dans notre échantillon. 40% de la population appartient a la tranche
d’Age [21,30] ans. En contrepartie, les donneurs sont un peu plus agés, 35% appartiennent a la
tranche d’age [31,40] ans. Il est bien connu que les greffes a partir des donneurs vivants ont de
meilleurs résultats mais pas a un age avancé >65 ans. Nos résultats sont similaires a ceux de
Kok et al (2006) et Ramilitiana et al (2016) et David O. Walls et al (2020).

Dans notre série d’étude le lien de parenté le plus fréquent est la fratrie (47,50%), ensuite les
descendants (35,9%). La majorité des séries de transplantation rénale retrouvent une
prédominance du don de rein entre la fratrie (47%) comme le décrivent (Atik et al., 2017)
(Barrou et al.,1996)

La premiére cause de la perte de la fonction rénale dans notre population est indéterminée
(Environ 80%), ce qui maintient un certain mystere quant a la principale origine de
cette pathologie. Une minorité était atteinte soit d’un syndrome néphrotique ou bien des

maladies génétiques rares comme la polykystose rénale ou Purpura rhumatoide « PR ».
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Dans 1’étude de Batouche et al.,(2014) a montré que 29% des cas avaient une cause
indéterminée. Nos résultats reflétent le manque de moyens diagnostiques de 1’insuffisance

rénale chronique.

La compatibilit¢ ABO est le premier facteur pris en compte dans ’appariement des receveurs
et des donneurs en transplantation rénale. La majorité des transplantations étaient ABO
identiques (67%) et aucune transplantation ABO incompatible n’a été réalisée. Bien que la
transplantation rénale en ABO incompatible soit possible, sous certaines conditions, mais la

survie du greffon est meilleure dans les greffes ABO compatibles. (Neuzillet et al., 2006)

75% de nos patients ont des antécédents d’immunisation avant la transplantation. Cette
proportion élevée s’explique par le taux élevé de transfusions sanguines (80,68%). Etant donné
la difficulté d’accés au traitement par érythropoiétine et les délais d’attente pour une

transplantation, les patients finissent par étre transfusés. (Brick et al., 2016).

L'analyse du statut immunitaire des patients a montré que 20 % des patients avaient développé
des anticorps anti-HLA avant la transplantation, tandis que 80 % n'ont pas développé
d'anticorps anti-HLA. Ces résultats sont similaires avec les études de Brick et al (2015),
Barroci et al (2007). En revanche, le dépistage de ces patients positifs a révélé la présence
d'anticorps anti-HLA de classe 1 et/ou de classe 2. Ceci est cohérents avec I'étude de S. Amoura
et al .,(2012). Par conséquent, ce résultat n'est pas surprenant étant donné que ces patients
positifs avaient des antécédents dimmunisation tel que les transfusions sanguines, les

grossesses, les transplantations antérieures.

Bien que le bénéfice de la compatibilité au niveau des locus HLA-A, -B, -DR dans les greffes
de rein soit reconnu depuis plus de 30 ans, I'impact de I'incompatibilité HLA-DQ est encore
discutable.

Entre 2008 et 2022, 118 receveurs de greffe de rein ont été suivis pendant une durée médiane
de 11 ans. Parmi ceux-ci, 22,50% patients ont recu un rein 100% compatible en HLA-DQ et
35% des receveurs avaient 1/4 mésappariement HLA-DQ avec leurs donneurs. 35% des couples
donneurs/receveurs avaient 2/4 meésappariements HLA-DQ et 7,5% ont recu un rein 100%
incompatible en HLA DQ. Nos pourcentages sont similaires a 1’étude américaine de Leeaphorn
de 2018. Il en est de méme pour les études de Lim et al. (2016) et Khongjaroensakun et al.
(2018).
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Dans notre étude, 45,45% des transplantés avaient développé des DSA de novo (dnDSA), tandis
que 54,55 % des patients n‘ont pas déeveloppé de DSA aprés la transplantation. En outre, 81,40%
des DSA positifs apparus dans le sérum des patients testés apres transplantation étaient dirigés
contre la molécule HLA-DQ, 13,95% contre une molécule HLA non DQ et 4,65% contre des
molécules HLA-DQ + HLA non DQ. Nos résultats vont de méme que ceux rapportés par 1’étude
de Willicombe et al. (2012).

Les conclusions de Barocci et al (2007) sur I'analyse des trois groupes de DSA « HLA-DQ seul
/ HLA non-DQ / HLA-DQ + HLA non-DQ », indique que le groupe de DSA dirigés contre les
molécules HLA-DQ était essentiellement de spécificité : DQ5, DQ7, DQ2 et DQ6, ces données
est similaires aux nétres. Nous n‘avons pas analysé les groupes de DSA dirigé contre les
molécules HLA non-DQ et HLA-DQ + HLA non-DQ en raison du faible effectif présent dans

Ces groupes.

L'analyse de I’évolution du greffon n’a pas pu étre réalisée pour 32 patients en raison d’une
absence de suivi immunologique apres la transplantation. Nous avons noté que 44 % des
patients avaient conservé un greffon viable, tandis que 29,17 % avaient développé un rejet

humoral. Ces résultats sont similaires a 1’étude frangaise de Szwarc et al ( 2015)

Les anticorps anti-HLA-DQ spécifiques du donneur sont parmi les DSA les plus fréquents qui
se développent apres la transplantation rénale et sont associés au rejet médié par les anticorps
et a la perte d’allogreffe. (Duangtawan 2020 et al., 2020)

Il existe maintenant des preuves substantielles que le développement de DSA HLA DQ de novo

est associé a une survie inferieure de I'allogreffe (Willicombe et al., 2012).

L’un des objectifs de notre étude était d’étudier le risque de développement du rejet humoral
chez les patients ayant développé des dnDSA HLA DQ. Nos résultats indiquent que les
receveurs qui ont développé des dnDSA DQ et des dnDSA DQ associés a des DSA DR avaient
développé dans 67,66% des cas un rejet humoral. Nos résultats sont cohérents avec les données
de la littérature. Une étude récente de Parajuli et al (2017) a rapporté un taux élevé de rejet
humoral associé aux DSA HLA DQ de novo (53%) (Sandesh Parajuli, 2017). Ainsi DeVos et
al de 2012 ont également rapporté que les DSA HLA-DQ étaient significativement associés a

une augmentation de la perte d'allogreffe.(DeVos et al., 2012)

Des recherches menées a grande échelle aux Etats Unis d’Amérique ont montré que

l'augmentation des mésappariements HLA DQ était associée a la formation de DSA HLA DQ
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de novo (Ladowski et al., 2021, Wiebe et al., 2013). En conséquence, A. Senev et al (2020) ont
démontré qu’un seul mésappariement était suffisant pour induire le développement de DSA de
novo. Cela corrobore avec nos résultats selon lesquels (1/4) et (2/4) des incompatibilités HLA
étaient présentes chez la grande majorité des receveurs qui ont développé des DSA-DQ par
rapport aux receveurs n’ayant aucun mésappariement HLA DQ (43,24% vs 0%). Une
association significative a été retrouvée en comparant le nombre de mésappariements HLA DQ
et le développement des DSA HLA DQ (P <0,0001). De plus, nous avons noté que la fréquence
des DSA chez les couples présentant 1 ou 2 incompatibilités HLA DQ était supérieure a celle
des couples présentant 100% d’incompatibilit¢ HLA DQ, ceci pourrait étre attribu¢ au faible

effectif de ce groupe dans notre série.

Dans notre étude, nous avons étudié 1’association des mesappariements HLA DQ avec le risque
de développement du rejet humoral. Les receveurs avec une ou deux incompatibilités HLA-DQ
avaient une incidence plus élevée de rejet humoral que ceux avec une allogreffe rénale
compatible HLA-DQ mais sans résultat significatif (respectivement 40% et 31,43% versus
14,29%). Cependant, nous n'avons retrouvé aucune association significative entre les
incompatibilitées HLA-DQ et le risque de rejet humoral (p=0,5). Ceci est en concordance avec
les résultats de 1’étude de Lim et al (2016) qui n’ont pas trouvé d'effet de 1'incompatibilité HLA -
DQ sur la survie du greffon ainsi que I’étude thailandaise de Khongjaroensakun et al., (2018).
De plus, nos résultats sont en concordance avec ceux d’une autre étude rétrospective portant
sur 12 050 transplantations rénales(Freedman et al., 1997). L'absence de cette association dans
notre étude est probablement due aux limites de la surveillance en série post-transplantation et

des biopsies de surveillance des allogreffes rénales ainsi que le nombre réduit des patients.

Bien que notre étude n'ait montré aucune association entre les incompatibilités HLA-DQ et le
rejet humoral, d’autres études ont rapporté que les greffés rénaux porteurs d'allogreffes HLA-
DQ incompatibles sont a risque de développer des dnDSA dirigés contre les antigénes HLA
DQ incompatibles et, qui par la suite, engendrent des dommages sur lI'allogreffe. C’est le cas
de I’étude de Leeaphorn et al (2018) qui a rapporté une association significative entre
I'incompatibilité HLA-DQ entre le donneur et le receveur et le risque de développement du

rejet aigu et ainsi que la perte du greffon.
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Conclusion

L'apport du typage HLA-DQ en transplantation rénale est essentiel pour garantir la
compatibilité immunologique entre le donneur et le receveur. Notre étude visait a évaluer
comment I'incompatibilité HLA DQ entre le donneur et le receveur pourrait affecter le devenir

du greffon. Les résultats de notre étude montrent que :

- L’incompatibilit¢ HLA DQ entre le donneur et le receveur ne constitue pas une contre-
indication & la transplantation rénale.

- Le taux de I'identité HLA DQ présente entre le donneur et le receveur est associée au
développement de DSA de novo mais n'affecte pas le rejet rénal.

- Le risque de développement de DSA de novo qui sont associés a un risque accru de

développement d’un rejet humoral.

Les techniques de typage HLA par biologie moléculaire telles que la PCR-SSP et la PCR-SSO,
permettent une analyse des variations génétiques dans les alléles HLA chez le donneur et le
receveur ce qui permet de détecter les incompatibilités génétiques potentielles. De plus ; il est
nécessaire de disposer au laboratoire de techniques tres sensibles comme le LUMINEX afin
d’identifier chez le receveur les anticorps anti HLA spécifiques des molécules HLA DQ du

donneur qui peuvent déclencher une réaction immunitaire excessive (rejet humoral).

L'incompatibilité HLA-DQ entre le donneur et le receveur peut avoir un impact sur le devenir
du greffon en augmentant le risque de rejet humoral. L'identification précise des
incompatibilitées HLA-DQ et la sélection des donneurs compatibles sur le plan immunologique
peuvent contribuer & améliorer les résultats cliniques et la survie & long terme des greffons
rénaux. Ainsi, en plus du typage HLA des loci A, B et DRB, le typage HLA DQ (au moins
DQB) devrait systématiquement étre inclus dans le bilan pré-greffe pour le donneur et le
receveur, conformément aux nouvelles recommandations des sociétés savantes. Des recherches
supplémentaires sont nécessaires pour approfondir notre compréhension sur l'impact de

I'incompatibilité HLA-DQ et celui d'autres facteurs sur les résultats de la transplantation rénale.
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Annexe N° 02 : Matériel non biologique utilisé au laboratoire

Les réactifs pour I’extraction et le typage HLA par PCR-SSP

1- Agarose 5- Master Mix
2- Tampon TBE 6- Eau distillée sans nucléases
3- Agent intercalant « GelRed® » 7- Plaque PCR

4- Tampon d’élution 8- Solution de lyse



Les appareillages

1- Capture de photo « Gel Doc XR Bio
rad »

2- Thermocycleur




3- Micro-ondes

4- Bain marie




5- Vortex

6- Extracteur automatique d’acides
nucléiques




7- Systeme d’électrophorese des acides
nucléiques (cuve + générateur
électriaue)

8- Micro centrifugeuse




9- Spectrophotométre Nano Drop®




Annexe N° 03 : Protocole opératoire d’électrophorése sous forme diagramme

1)- Préparation d’un gel 2)- Electrophorése 3)- Lecture du gel et
d’agarose a 1,5% Interprétation des résultats
Retirer les épingles
‘ \ apreés la solidification

6 ' »
200 TBE + 3g Agarose

Chauffer 3 min

)

Déposer le gel dans la cuve en suit on ajouté { _-

10 pl du contenu dans puits de la plaque

< d’amplification

la cuve

L'interprétation en se référant a la
position des bandes HLA
positives, le logiciel SCORE &
permet d’obtenir le typage HLA
DQB

legel

s 4 L électrophorése se fait pendant
Déposer le gel puis percez-le a travers les épingles 15220 min 28-10 Viem.

Annexe N° 04 : Protocole opératoire de la PCR-SSO Luminex®

Amplification :

-Sortir le Master Mix du kit et laisser et revenir a T° ambiante (18°C- 30°C) .
-Préparer le nombre de tubes PCR requis (TUBE CORNING Immucor).

1. Préparation de I’ADN
VORTEXER les ADN 10 a 20 s et deposer environ 40-100 ng dans chaque
puits.

2. Préparation d’un Mix par locus
» Meélange réactionnel :
{ Master Mix du locus 6 pl

Eau sans nucléase en fonction du volume ADN



« Préparation le mélange réactionnel en excés (N+1) a T°
ambiante »
» Sortir la Tag du congelateur, Vortexer 10 s et déposer dans le Mix (0,2
ul/ 1U par puit)
> Vortexer les Mix complet
» Déposer le Mix complet dans les tubes contenant I’ADN (volume final
de 20 pl)

3. Bien fermer les tubes pour éviter tout risque d’évaporation
Mettre au thermocycleur immeédiatement et s'assurer que les tubes PCR
touchent le couvercle du thermocycleur, sinon placer un ou deux pressure
pad(s).

4. Placer les échantillons dans le thermocycleur puis lancer le programme
d’amplification (s’assurer que le ram speed est a 3,9 C/S pour toutes les étapes

et que le LID esta 97°C).

1 CYCLE 3 min 495°C
12 CYCLES 15sec a 95°C
30 sec a 60°C

30seca 72°C

28 CYCLES 10 sec 2 95°C
30 sec a63°C

30seca72°C

1 CYCLE 2mina72°C
Infini & 4°C

Hybridation :

Activer les tampons de dilution avant leur premiére utilisation : 5 minutes a 45°C

au bain-marie. Puis stockez-les a temperature ambiante (18°-20°C)

» Démarrer le Luminex ou relancer le Warm Up



> Préchauffer les tubes de billes au bain marie entre 55 et 60°C pendant 5
a 10 minutes

> Vortexer les billes 30 sec

> Distribuer 5 pl du produit de PCR par puits dans une plaque costar

> Ajouter 15 ul de billes dans chaque puit. VVortexer les billes tous les 8
puits.

» Recouvrir la plaque avec un film thermorésistant (Costra/Immucor),
placez la dans le thermocycleur

Ajouter deux ou trois pressure pad (S).

» Lancer le programme d’hybridation

S assurer que le Ramp Speed est 3,9C/S pour toutes les étapes LID a 97°C

2mina97°C
10 min a 47°C
8 min a 56°C

Maintenir a 56°C

Pendant thermocycleur :

Préparation la dilution de la SA-PE (n+1) :
Par puits 170 pl de tampon de dilution + 0,85 pl de streptavidin-pe

Apres thermocycleur :

Laisser la plague dans le thermocycleur a 56°C et distribuer la SA-
PE dilue dans les 5 minutes suivant la fin du cycle

Lecture et interprétation :

1. Retirer la plaque du thermocycleur, et placer la dans le Luminex
2. Lancer la lecture

3. Interpretation des résultats a I’aide du logiciel Match it DNA®



