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Résumé
Malgré les avantages que La transplantation rénale apporte, elle reste un
traitement lourd pour les patients qui sont soumis a des thérapeutiques

immunosuppressives a vie.

Nous avons effectué une étude du bilan pré greffe effectué au niveau du
service d’immunologie au C.H.U Mustapha Pacha sur 28 patients (dont 14 sont
candidats a une transplantation rénale et 14 patients sont des donneurs) et une
étude rétrospective réalisée sur 27 transplantés rénaux (que les receveurs), tous
recrutés au niveau du CHU Naphissa HAMOUD durant I'année 2012, dans le cadre
d’'une évaluation du statut immunologique du donneur et du receveur, afin de
sélectionner un donneur immunologiquement compatible, et de déterminer l'influence
des panneaux d’anticorps réactifs en pré greffe chez les receveurs sur la survie des
greffons. Le bilan comprend le test de cross-match cellulaire entre le donneur et le
receveur, le typage HLA du donneur et du receveur par technique de biologie
moléculaire PCR-SSP, et la recherche des anticorps anti HLA dans le sérum du
receveur par la technique luminex.

Notre étude montre que la transplantation rénale est effectuée chez les
hommes ainsi que chez les femmes avec un sexe ratio 1,73. L’dge de nos patients
varie entre 7 et 57 ans avec une moyenne d’age de 31 ans (x 11,89). D’apres le
typage de nos patients, la semi-identité HLA entre le donneur et le receveur constitue
le plus grand pourcentage 36,58%, suivi par l'identité HLA compléte avec 17,07% et
5% de nos patients ne présentent aucune identité avec leurs receveurs. La
recherche d’anticorps en pré-greffe, par luminex screening, dans le sérum des
receveurs a révelé que 15% des patients avaient des anticorps anti HLA. Qui ont été
identifies comme étant des anticorps non spécifiques des donneurs. Certains
patients ont présenté des signes de complication de la fonction du greffon dU a
laugmentation de la créatininémie dans le sang. Ces patients ont récupéré la

fonction du greffon en quelques jours, seulement.

Tous les patients de notre série d’étude ont montré une survie a 100% le long
De la période du suivi.

Mots clés : Transplantation rénale, PCR-SSP, Cross-match, Identité HLA.
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Dossier (1) des données des 14 couples qu’on a effectué un bilan pré

greffe
N°du | Sexedu | Agedu Lien de Taux d’identité Présence des
couple | receveur | receveur | parenté du HLA du receveur PRA dans le
donneur avec le donneur sérum du
avec le receveur
receveur
1 Homme | 14 ans Frére HLA identique Neégatif
2 Femme |27 ans Sceur HLA identique Négatif
3 Femme |44 ans Soeur HLA non identique | positif
4 Homme | 27 ans Fréere HLA semi Négatif
identique
5 Homme | 41 ans Frére Une seule identité | Négatif
HLA
6 Homme | 30 ans Fréere HLA semi Négatif
identique
7 Femme | 39 ans Sceur HLA non identique | Négatif
8 Femme |12 ans Pére HLA semi Positif
identique
9 Femme |08 ans Meére HLA semi Négatif
identique
10 Femme | 32ans Sceur HLA identique Négatif
11 Homme | 47 ans Soeur Une seule identité | Négatif
HLA
12 Femme |47 ans Sceur Une seule identité | positif
HLA
13 Homme | 07 ans Mére HLA semi Negatif
identique
14 Femme | 36 ans Frére HLA semi Negatif

identique




Dossier (2) des données des patients transplantés rénaux dont on a réalisé une

étude rétrospective

N° de Sexe Age Taux d’identité entre le Panneaux
dossier donneur et le receveur d’anticorps

réactifs
1 H 13 ans HLA Semi identique Négatif
2 H 49 ans HLA Identique Négatif
3 H 26 ans HLA Semi identique Négatif
4 H 41 ans HLA Une seule identité Négatif
5 H 26 ans HLA Semi identique Négatif
6 H 43 ans HLA Semi identique Négatif
7 H 34 ans HLA une seule identité Négatif
8 H 25 ans HLA Semi identique Négatif
9 F 25 ans HLA Semi identique Positif
10 H 34 ans HLA ldentique Négatif
11 H 36 ans HLA Semi identique Négatif
12 F 35 ans HLA Semi identique Négatif
13 H 20 ans HLA Semi identique Négatif
14 F 34 ans HLA Semi identique Positif
15 H 49 ans HLA Semi identique Négatif
16 H 28 ans HAL Semi identique Négatif
17 H 57 ans HLA 5 identités sur 6 Négatif
18 F 21 ans HLA Semi identique Négatif
19 H 42 ans HLA Identique Négatif
20 H 28 ans HLA Semi identique Négatif
21 F 25 ans HLA Semi identique Négatif
22 H 42 ans HLA 4 identités sur 6 Négatif
23 H 16 ans HLA 4 identités sur 6 Négatif
24 H 33 ans HLA 2 identités sur 6 Négatif
25 F 26 ans HLA ldentique Positif
26 F 39 ans HLA 5 identités sur 6 positif
27 H 27 ans HLA Semi identique Négatif
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Chapitre I Rappels bibliographiques

I-GENERALITES SUR LE REJET RENAL

I-1- Rappel sur la structure rénale

Le rein est un organe rétropéritonal situé de part et dautre de la
colonne vertébrale a la hauteur de la douziéme vertébre dorsale et des deux
premiéeres vertebres lombaires. Il comporte deux régions distinctes : le cortex et la
médullaire dont I'extrémité interne se projette dans la cavité excrétrice, la calice
(Sebe et al., 2008). Le rein renferme environ un million de néphrons, chacun d’entre

eux contient un corpuscule et un tubule rénal (Koolman et Roehm, 2005) (figure 1).
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Figure 1 : Structure et vascularisation du rein (Proulx, 2011).

Le rein intervient dans I'homéostasie du corps et assure deux types de
fonctions: exocrine et endocrine (Henry et Sebe, 2008) La fonction exocrine consiste
dans I'épuration du sang des déchets métaboliques en sécrétant l'urine qui passe
par plusieurs étapes : une filtration glomérulaire, une réabsorption et une sécrétion

(Maddox et Brenne, 1991). La fonction endocrine est présentée par la synthése de la
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rénine, d'érythropoiétine, vitamine D. . etc (Kurokawa et al., 1992; Gunning et al,,
1995)

I-2- Dysfonctionnement Rénal

Le syndrome néphrotique est secondaire a une atteinte glomérulaire rénale. Il
peut étre due a une néphrose corticorésistante évolue dans la moitié des cas vers
l'insuffisance rénale terminale, a une glomérulonéphrite primitive ou secondaire ou a
d’autres causes (amylose, syndrome hémolytique et urémique, syndrome d’Alport)
(Niaudet, 2000).

L'insuffisance rénale est une altération du fonctionnement des deux reins qui
ne filtrent plus correctement le sang. Elle se caractérise par une baisse progressive
du débit de filtration glomérulaire qu’on peut estimer par la clairance de la créatinine:
rapport entre le taux sanguin de la créatinine et son débit urinaire (d’environ
125ml/min chez un sujet normal). L'insuffisance rénal est dite aigué si le
dysfonctionnement est transitoire et chronique lorsque la destruction est irréversible
(Petitclerc, 1998).

Une fois le stade d’insuffisance rénale chronique terminale atteint, un
traitement de suppléance doit étre rapidement envisagé et mis en place afin
d’éliminer les déchets qui vont s’accumuler dans l'organisme et d’assurer
’homéostasie du corps. Différents traitement peuvent étre explorés a savoir
'némodialyse, la dialyse péritonéale ou la transplantation rénale (Petitclerc, 1998 ;
Canaud et al., 2005 ; Bourquina et Martinb, 2005).

I-2-1- Transplantation rénale

L’acte de transplantation consiste a prélever un rein et a I'implanter chez un
receveur avec rétablissement de la continuité vasculaire. Par rapport aux autres
traitements de suppléance ; la transplantation est considérée comme la solution la
plus satisfaisante de I'insuffisance rénale chronique terminale (Bourquina et Martinb,
2005)

En Algérie, la premiére transplantation rénale était réalisée en 1986. Durant

'année 2011, 133 transplantations rénales ont été réalisées a partir des donneurs
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vivant et deux a partir d’'un donneur en mort céphalique. Cependant, en 2012,119
transplantations rénales ont été réalisées a partir des donneurs vivants (Chergui,
2012).

1-2-1-1- Privilege de la transplantation rénale

Les transplantés rénaux ont un score de qualité de vie supérieur en ce qui
concerne la forme physique, la présence de douleur, I'état général et la vie sociale
(Tonelli et al., 2011). Sur le plan financier I'Algérie dépense des sommes trop
importantes dans la prise en charge en hémodialyse qui seulement atteint 20
milliards de dinars par an ; il faut savoir que le cout de 'hémodialyse s’éléve a 91
millions de centimes par an par malade. Les frais de soins de la dialyse péritonéale
sont de I'ordre de 110 millions de centimes par an et par malade. Ce qui constitue un
lourd fardeau a la caisse nationale. Tandis que la prise en charge d'une greffe de

rein est de 2 millions de dinars par malade (Chergui, 2012).

1-2-1-2-Complications de la transplantation rénale

Plusieurs complications peuvent survenir aprés une transplantation rénale.

Elles sont d’ordres immunologiques et non immunologiques.

-Les complications d’ordre non immunologiques : ont pour point commun le rdle
favorisant de I'immunosuppression induite par le traitement prophylactique du rejet.
Ces complications ont des conséquences, souvent graves, peuvent mettre en jeu le

pronostic vital. Elles regroupent :

-les complications infectieuses opportunistes: atteignant notamment le
poumon et les infections virales telles que le cytomégalovirus (Jassal et al., 1998 ;
Kohler, 2010),

-les complications néoplasiques : les tumeurs cutanées, du col et du rectum,
les carcinomes a cellules rénales, le sarcome de Kaposi, les lymphomes et
syndromes lympho prolifératifs associés au virus Epstein-Barr et enfin les
hépatocarcinomes chez les patients porteurs d’'une hépatite chronique B ou C ( Moal,
2008).
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-les complications cardiovasculaires : (hypertension artérielle, maladie

athéromateuse) (Castillo-Lugo et Vergne-Marini, 2005).

- les complications digestives (ulcére gastroduodénal, perforation colique,
hépatite, etc.) ( Mourad et al., 2005).

-les complications osseuses (ostéonécrose aseptique) (El-Agroudyetal.,
2005).

-ou encore certaines complications métaboliques, en particulier le diabete
favorisé par la prise de corticoides et de tacrolimus (Heisel et al., 2004).

-Les complications d’ordre immunologiques se manifestent sous forme de
rejet. Trois types de rejets d’'allogreffes sont décrits, classés par leurs mécanismes et
par leurs chronologies d’apparition post-transplantation : rejets de greffe hyper aigus
(intervention d’anticorps), aigus (réactions cellulaires) et chroniques (néphropathie
chronique du greffon en transplantation rénale, d’athérosclérose du greffon

cardiaque (Ducloux et al., 2000 ; Kolopp-Sarda et al., 2008).

I-3- Rejet Rénal.

le rejet rénal se caractérise par des mécanismes moléculaires et cellulaires
mis en jeu et par les types de lésions constituées au niveau du transplant
(Salmela et al., 2004).

I1-3-1- Activation du systéme immunitaire

La réponse du systeme immunitaire vis-a-vis du transplant se produit en trois
phases distinctes: la phase de reconnaissance des allo-antigénes, suivie de
'activation des lymphocytes spécifiques d’antigénes, et enfin de la phase effectrice

qui conduit, au rejet et a la perte de la fonction (Candon, 2007).

L’activation du systéme immunitaire du receveur ce fait par la présentation et
la reconnaissance des antigénes du donneur. Le transplant exprime les molécules
HLA présentant des peptides du donneur, qui vont étre reconnus par les
lymphocytes T du receveur. Cette reconnaissance se fait selon deux principales

voies: allo-reconnaissance directe et indirecte (Kolopp-Sarda, 2008).

5
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L’interaction du CMH / peptide exprimé a la surface des cellules présentatrices
d’antigénes avec le récepteur des lymphocytes T induit la formation d’'une synapse
immunologique, qui est stabilisée par des molécules d’adhésion, et la transduction
du signal 1 a l'intérieur de la cellule par I'intermédiaire du complexe moléculaire de
signalisation CD3. L’interaction entre CD28 exprimé par le lymphocyte T et CD80 ou
CD86 a la surface de la CPA fournit le signal 2 de costimulation. Ces signaux 1 et 2
activent trois voies de signalisation : la voie de la calcineurine, la voie des protéines
kinases activées par les mitogenes et la voie protéine kinase C /NF-kB. La
transduction des signaux 1 et 2 par ces voies aboutit a I'activation de facteurs de
transcription tels que les complexes NFAT (facteur nucléaire des lymphocytes T
activés), AP-1 (protéine activatrice1) et NF-KB, respectivement. Il en résulte
l'induction de I'expression de CD154, de la chaine a du récepteur de I'interleukine 2
(ou le CD25) et la sécrétion d’IL2. La liaison de I'lL2 a son récepteur de haute affinité
fournit le signal 3 de prolifération, par l'intermédiaire des voies de la phospho-
inositide-3-kinase et des mTOR (cible moléculaires de la rampamycine), qui induisent
'entrée de la cellule dans le cycle cellulaire (Legender et al., 2007) (figure 2). Ces
voies de signalisation intracellulaire représentent a divers niveaux les cibles des
thérapeutiques immunosuppressives utilisées en transplantation (Halloran, 2004 ;
Brick et al., 2011).
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Figure 2 : Activation lymphocytaire T (Candon, 2007).
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L’activation des cellules B est initiée par la liaison du récepteur du lymphocyte
B aux antigénes exprimés a la surface des CPA du donneur. L’activation des
lymphocytes B permet leurs prolifération en présence de [I'll-4 puis leurs
différenciation en plasmocytes en présence de I'lL-6 (Thaunat et al., 2006; Candon,
2007).

L’ensemble des cellules activées migrent par voie sanguine des ganglions
vers le transplant, traversent la barriére endothéliale et infiltrent le transplant (Petri et
Bixel, 2006).

La destruction du transplant met en jeu plusieurs mécanismes immunitaires, a

la fois cellulaire qu’humorale et inflammatoire.

- Mécanisme effecteur médié par les lymphocytes T CD8+ : 'endothélium activé
exprimant les molécules du CMH de classe | et de classe Il constitue la cible
des lymphocytes CD8+ effecteurs cytotoxiques (CTL) (Rocha et al., 2003).
Les CTL lysent le parenchyme du transplant selon deux mécanismes
complémentaires :

e Par la libération de granules cytoplasmiques, les perforines et les
granzymes dans la synapse immunologique (Giaretta et al., 2012).

e aussi, par une voie dépendante de la protéine Fas impliquant
l'interaction de la protéine Fas de la cellule cible avec son ligand Fas L
sur la membrane du lymphocyte T CD8+, induisant un signal de mort
cellulaire (Du et al., 2004).

-Hypersensibilité retardée

C’est une réaction inflammatoire localisée induite par des cytokines produites
par certaines sous-populations de lymphocytes T notamment les lymphocytes CD4+
de phénotype Th1. Ces cytokines pro-inflammatoires telles que le facteur de nécrose
tumorale q, activent les monocytes et les macrophages en cellules plus destructrices.
Les lymphocytes CD4+ de phénotype Th2 jouent un rble dans la réaction
d’hypersensibilité retardée, par la sécrétion de cytokines comme I'lL4, I'lL5 et I'lL13
capables de recruter et d’activer les polynucléaires éosinophiles au site de la réaction
(Rocha et al., 2003).
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- cytotoxicity médiée par les anticorps

Certaines cellules a potentiel cytotoxique (cellules natural killer, macrophages)
possédent un récepteur du fragment Fc des immunoglobulines G (IgG) qui leur
permet de capter les complexes IgG—cellule cible. La libération d’enzymes lytiques
au niveau des zones de contact induit une Iésion de la cellule cible. Les Iésions de
I'endothélium par les mécanismes effecteurs précédents entrainent des modifications
secondaires locales comprenant: l'activation plaquettaire et la coagulation, la
prolifération des cellules endothéliales et des cellules musculaires lisses

subintimales, et des lésions parenchymateuses du greffon (Colvin et Smith, 2005).

I-4- Protocoles de contrdle du rejet rénal

Depuis les années 60, date a laquelle la transplantation d’organe a réellement
été envisagé comme une solution thérapeutique, différentes stratégies ont été mises
au point afin de contrbler la réponse immune du receveur, principal obstacle a

sa réussite basée sur la prévention, la surveillance et le traitement (Legendre, 2007).

e Prévention

La prévention repose essentiellement sur la réalisation d’'un bilan immunologique

pré-greffe et I'utilisation des traitements Immunosuppresseurs.

- Bilan immunologique : permet d’évaluer le statut immunologique du patient et
d’établir la meilleure compatibilité entre donneur et receveur. || comprend: le
groupage eérythrocytaire ABO, le groupage tissulaire HLA, la recherche
réguliére d’'une immunisation anti-HLA et le cross match lymphocytaire (Brick
et al., 2011).

- Traitement immunosuppresseur : actuellement disponibles n’est pas

spécifigue des antigénes du greffon et diminue donc les défenses
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immunologiques du receveur. Les protocoles utilisés  actuellement
permettent de maintenir une prophylaxie anti rejet particulierement importante
durant les premiéres semaines aprés la greffe, et de traiter les épisodes de
rejet. Les protocoles comportent 3 phases correspondant a la réalisation de
trois objectifs :
e |’acceptation de la greffe par le receveur (période d’induction),
Par l'utilisation de doses moyennes, voire fortes, d'immunosuppresseurs,
e La prévention du rejet (période d’entretien), par des doses
D’immunosuppresseurs pouvant étre réduites,
e |e traitement du rejet, par [lutilisation de fortes doses de
corticoides ou d’anticorps polyclonaux ou monoclonaux (Euvrard et
al., 2012)
Selon leur mode d’action, les immunosuppresseurs, peuvent agir: en inhibant
l'activation et la prolifération des lymphocytes (inhibiteurs des quatre signaux
d’activation), soit en induisant leur déplétion, ou en inhibant leur migration et leur
adhésion (Hertig et Rondeau, 2006 ; Legendre et al., 2007 ; Mariat, 2009 ).
Il est difficile d’établir une stratégie absolue d'immunosuppression Le traitement
medical ne se limite pas au traitement immunosuppresseur mais également au divers
meédicaments: tel que les antibiotiques (prévention infection urinaire et

pneumocystose), les antifungiques, de fagon systématique (Brick et al., 2011).

e La surveillance

La surveillance du transplanté est capitale pour sa survie et celle du greffon.

Elle consiste a :

- Larecherche des Ac anti-HLA post-greffe de fagon systématique, selon la «
théorie humorale de la transplantation » de Terasaki, toute perte de greffon est

précédée par I'apparition d’Ac anti-HLA (Terasaki et al., 2005).

- Biopsie : L’étude histologique, réalisée sur les biopsies, est interprétée selon
les criteres standards de la classification internationale de Banff (Racusen,
2004).
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Devant ces complications redoutables, le role du clinicien est double : il s’agit
d’abord de choisir, surveiller et adapter le traitement immunosuppresseur afin d’en
réduire autant sans compromettre la prévention du rejet ; il s’agit ensuite de
surveiller, prévenir, diagnostiquer et traiter précocement et efficacement toute

affection maligne ou infectieuse, car le pronostic vital en dépend.

10



Chapitre II Matériel et méthodes

II.1.MATERIEL
11.1.1. Patients

Notre travail a porté sur 28 patients dont 14 patients sont candidats a une
transplantation rénale et 14 patients sont des donneurs, recrutés au niveau du
service de Néphrologie au CHU Naphissa HAMOUD durant la période septembre-
décembre 2012. Ce groupe contient 16 hommes et 12 femmes. Le méme protocole a
été réalisé pour les 27 transplantés rénaux (uniquement les receveurs) de notre

étude rétrospective durant 'année 2012.

I1.1.2.Appareillage et réactifs

Afin de réaliser le suivi, une gamme de réactifs et une série d’appareil sont utilisés

Appareillage et réactifs (annexe 1).

I.2.METHODES

Notre étude est réalisée avec le sang veineux de 14 donneurs et 14 receveurs,
prélevé sur héparine lithium.

Aprés prélevement, le sérum est séparé du culot aprés une centrifugation a
grande vitesse (I'annexe 2) a température ambiante.

La préparation immunologique comprend la définition du groupe érythrocytaire
ABO, du groupe tissulaire HLA, la recherche d'anticorps lymphocytotoxiques anti-
HLA.

11.2.1Compatibilité du systéme érythrocytaire ABO

I est dusage dapparier receveur et donneur dans le systéme
érythrocytaire ABO. Le groupage ABO est réalisé chez le donneur et le receveur
car les Ag érythrocytaires ABO sont exprimés par les cellules épithéliales et
endothéliales. Les Ac naturels anti-A et anti-B du receveur peuvent donc attaquer

les vaisseaux sanguins du greffon ABO incompatible et entrainer un rejet
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(Futagawa et Terasaki, 2005).1l n'est tenu aucun compte de la compatibilité

Rhésus.

Nos donneurs et receveurs sont ABO compatible, nous procédons par la suite

aux techniques suivantes :

— > | contre indication a la transplantation rénale

Si le résultat est négatif nous
poursuivons les autres testes

|

Typage des HLA de nos donneurs
et receveurs par biologie

|

Nous recherchons les anticorps
HLA spécifique du donneur par -
la technique luminex

S'’il y a présence d’anticorps anti HLA
spécifique du donneur : contre indique la
transplantation rénale

|

S’il y a absence d’anticorps anti HLA
spécifique du donneur : cela nous permet de
procéder a la transplantation rénale

12
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11.2.2.Test de compatibilité entre donneur et receveur

11.2.2.1.Principe

Le cross match par lymphocytotoxicité sensibilisé a L’antiglobuline humaine
(AGH) consiste a incuber les lymphocytes du donneur avec les sérums du receveur.
Cette épreuve permet de détecter de fagon slre et spécifique des anticorps anti HLA
spécifiques du donneur (Terasaki et Mc Clelland, 1965).

11.2.2.2.Mode opératoire

La préparation des cibles cellulaires est faite comme suit :

- Nous prenons 2 a 5ml du sang veineux du donneur prélevé sur héparine lithium
que nous Diluons au demi dans I'eau physiologique et on Dépose sur Ficoll : 2/3 de
sang dilué 1/3 de Ficoll. Nous Centrifugeons a 1800 tours/min pendant 20 min a

18°C. Aprés nous récupérons I'anneau lymphocytaire par aspiration.

- Nous effectuons deux lavages en solution Hanks a 3000 tours/min pendant 10 min.
Nous re suspendons le culot des lymphocytes et on numérote la suspension obtenue
au 1/10 au Hanks sur les cellules de Malassez.

-Nous ajustons la suspension 2500/uyl a moyenne (entre 2000 et 3000
lymphocytes/ul) dans du Hanks normal, notre suspension cellulaire est préte a

'emploi.

-Nous répartissons les sérums des receveurs a raison 3, 2,1 pl dans la plaque de
Terazaki, qui est déja enduite par I'huile de paraffine. Nous distribuons le témoin
positif et négatif a raison de 3, 2,1 yl dans chaque puit. Nous distribuons d’ 1 pl de
suspension lymphocytaire. Nous incubons pendant 30 min a 22-25°C.

-Nous réalisons 2 lavages avec le tampon phosphate salin (PBS) en incubant 10 min
pour chacun. Nous Fliquons Iégérement la plaque puis on distribue 1ul d’anti
globuline humaine (AGH) + 1 pl de complément par puits. Nous incubons pendant 1

heure. Nous fliquons bien la plaque.

-Nous ajoutons le bleu de trypan et nous incubons pendant 2-5 min, nous effectuons

la lecture au microscope optique (grossissement X100)
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11.2.2.3Lecture

La couleur bleu indique un cross match négatif qui veut dire 'absence d’anticorps
anti HLA de classe | spécifique du donneur. La couleur blanche ou transparente
indique un cross match positif qui veut dire la présence d’anticorps anti HLA de

classe | spécifique du donneur.

11.2.3 Compatibilité HLA

Le typage HLA se fait chez le donneur et le receveur afin d’établir la meilleure
compatibilité HLA possible (elle conditionne le succes de la greffe de cing a 15 ans)
(Aydingoz et al., 2007). L'identité ou la semi-identité n’étant pas toujours possible.
L’appariement est réalisé avec la personne ayant le moins de disparités (mismatch)
au locus DR, puis B, puis A (Roberts et al., 2004).

11.2.3.1.Technique de typage par biologie moléculaire selon le kit QIAGEN

Mode opératoire

-Préparation d’un bain marie a 56C°
- Le sang périphérique est centrifugé pendant 10mn.

-Nous prenons 200ul de buffy coat (anneau lymphocytaire) avec 20uL de QIAGEN
protéase pour la lyse des membranes cellulaires. Nous ajoutons 200ul de tampon AL
(tampon de lyse). Le mélange est agité pendant 15 secondes puis incubé a 56°C

pendant 10 mn. 200 ul d’éthanol (96-100%) sont ajoutés puis agités pendant 15 s.

- Nous transférons le mélange dans une colonne QIAGEN, puis on centrifuge
pendant 1mn a 13000 rpm, le filtrat est ensuite éliminé. Nous Ajoutons 500 ul de
tampon AW1 a la colonne puis nous centrifugeons pendant 1 mn a 13000 rpm et on

élimine le filtrat.

- Nous Ajoutons 500 ul de tampon AW2 a la colonne on centrifuge pendant 3mn a
14000 rpm puis on élimine le filtrat. Nous Ajoutons par la suite 200 pl de tampon AE
a la colonne on incube pendant 5mn puis on centrifuge pendant 1mn a 13000 rpm.

-a la fin on récupére I'éluat que nous lisons sa DO a 260 et 280 nm.
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1.2.3.2.SEQUENCE SPECIFIC PRIMER-PCR »

a-Principe

La technique de PCR-SSP est basée sur le principe que seules sont amplifiees
les séquences d'ADN complémentaires des amorces spécifiques utilisées grace a
des ADN polymérases type thermostable sans activité correctrice. Ces couples
d'amorces sont spécifiques d'un alléle ou d'un groupe d'alléles selon le degré de
résolution du kit utilisé. La technique de PCR-SSP dans le cadre du HLA a été

décrite pour la premiére fois par Olerup en 1991 et 1992.

- Procédure

Nous mettons les ADN pures a une température ambiante a 25°. Le méme

Master Mix est utilisé pour tous les kits Olerup SSP®.

-Nous agitons le Master Mix avant de pipeter. Nous déposons le Master Mix et I'eau
dans les puits a l'aide d'une pipette puis nous ajoutons a température ambiante
I'échantillon d'ADN au mélange Master Mix — H 2 O. (Voir le tableau 1). On Couvre

les plaques a l'aide de la feuille adhésive fournie.

- Nous placons les plaques dans le Thermocycleur a l'aide d'un adaptateur tube-
plateau. Nous ne devons pas dépasser 5 minutes entre la distribution des

échantillons et le début du programme de I'amplification.

- Au moment de lancer le programme Olerup SSP®, Nous précisons le volume

réactionnel de 10 pl.

Dans le Thermocycleur, la réaction de PCR se déroule en 3 étapes constituant un
cycle de PCR, et elles sont effectuées a des températures différentes permettant de

contréler I'activité enzymatique :

» Dénaturation : réalisée a environ 95°C (94-96°C), elle permet la coupure des
liaisons hydrogénes entre 2 bases complémentaires, ce qui entrainera une

dissociation compléte des deux brins d’ADN.
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» Hybridation :

elle permet la fixation des amorces. Elle est réalisée a une

température définie selon la nature des amorces (T=Tm-5°C), elle varie de 45

ar7i1°C.

» Elongation : elle permet I'allongement des amorces avec un ajout de dNTPs.

Réalisée a environ 72°C .Les brins complémentaires d’ADN sont synthétisés

a partir des extrémités 3’'OH libre des amorces hybridées.

Nombres de cycles | Températures Durées Etapes
1 cycle 94°C 2 min Dénaturation
10 cycles 94°C 10 sec. Dénaturation
65°C 60 sec. Hybridation et
élongation
20 cycles 94°C 10 sec Dénaturation
61°C 20 sec Hybridation
72°C 50 sec élongation

Le programme PCR dure environ 1 heure et 16 minutes.

Tableaul Programme d'amplification PCR

La derniére étape : nous conservons 'ADN amplifié a température ambiante.

Lecture

La lecture est faite dans l'instrument QlAxcel Advanced System. Le systéme

avancé QIAxcel est une électrophorése entierement automatisée qui permet

'analyse des fragments d'ADN de 12 échantillons en moins de 3 minutes et un

logiciel d’acquisition permet d’interpréter les résultats.

16




Chapitre II Matériel et méthodes

Figure 3 : Exemple d’une image de migration des produits d'amplification sur

gel d’agarose.

11.2.4 Technigue cross-match par LUMINEX (TEPNEL LIFECODES)

La technologie Luminex est une nouvelle technologie de cytométrieen flux
permettant 'analyse de multiples réactions dans un seul tube ou micro puits (annexe
1). Il s’agit donc d’un systéme multi-analytique constitué d’'un cytométre de flux
(Luminex 100) a 2 lasers (un laser rouge a 633 nm et un laser vert a 532 nm), d’un
ensemble de microsphéres (différents types de microsphéres, possédant soit
plusieurs soit un seul antigene HLA (SA) a leur surface), d'un lecteur de plaque 96

puits piloté par un ordinateur permettant 'acquisition des données et leur analyse.

11.2.4.1.Protocole de dépistage (screening) et identification (LSA)

- Préparation des Sérums

Nous conservons les sérums des receveurs qu’on a récupérés par centrifugation
a grande vitesse du sang totale a moins de 20°C. Aprés la décongélation nous

agitons puis centrifugeons a 3480 t/m.

- Cellules

Nous récoltons les cellules du donneur a partir sérums récupérés par
centrifugation a grande vitesse du sang périphérique recueilli sur héparinate de

sodium que nous conservons a température ambiante. Nous préparons les cellules

17



Chapitre II Matériel et méthodes

en lysat dans les 72h puis on le conserve sous forme d’alicotes a -80°C. Puis nous
décongelons a 20°C, nous agitons et centrifugeons a 3480 (tours/min) pendant 5

minutes.

Mode opératoire

- Nous mettons le tampon de lavage 30 min a température ambiante (18°-30°C).puis
nous ajoutons 200uL H20 pendant 2 min aux puits que nous utilisons. nous mettons
un film sur les puits non utilisés. Nous aspirons la plaque a l'aide du laveur de
plaque, nous utilisons le petit robinet gris. Nous essuyons le dessous de la plaque, et

surveillons la pression du laveur.

- Nous agitons les sérums et les centrifugeons a 10000t/m pendant 3 minutes, puis
nous distribuons dans chaque puits 40uL Tampon lavage + 12,5uL de sérum. Nous
ajoutons les témoins positif et négatif sans toucher les filtres avec les cones. Nous
agitons les billes 1min puis ajoutons 5uL de billes a chaque puits et on Tapote la

plaque

- Nous incubons la plaque pendant 30 min a lagitation (~200 rotation/min) a t°

ambiante et a I'abri de la lumiére.

- Pendant lincubation : Nous préparons la dilution du conjugué ((n+1) : Par puits :
45uL de tampon de lavage + 5uL de conjugué) et on conserve a l'abri de la lumiére.
Aprés l'incubation : nous ajoutons 100uL de tampon de lavage par puits et on aspire

(on Utilise le petit robinet gris).on surveille la pression du laveur.

- Nous Ajoutons 250uL de tampon de lavage par puits et on aspire. Nous répétons

cette étape 2 autres fois. On essuie le dessous de la plaque.

- Nous ajoutons 50 pyL de conjugué dilué dans chaque puits. Nous tapotons la
plague et incubons pondant 30 minutes a 'agitation (~200 rotations/min) a t ambiante

et a I'abri de la lumiére

- Aprés lincubation : nous ajoutons 130uL de tampon de lavage par puits. Nous

effectuons la lecture de la plaque sur luminex.
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Résultats et critere de validité

3 billes de contréle négatif dont la moyenne des MFI correspond a la

fluorescence de bruit de fond. Teste non valide si > 500.

e 1 bille de contréle positif qui permet de vérifier que la fixation du conjugué
(anti-IgG-SA-PE) a bien marché. Test valide si MFI> 10000.

e LCR: billes recouvertes d’Ac anti classe | et Il biotynilés. Permet de vérifier
que la fixation des Ag HLA du donneur est correctement effectuée sur les
billes, avec un conjugué différent (SA-PE). Test valide si MFI > 8000.

e Pour vérifier la technique, il existe dans le kit un sérum de contréle positif et un
négatif qui seront testés vis-a-vis des lymphocytes de contréle qui auront été
réhydratés. La MFI du puits du sérum contréle positif testé vis-a-vis des
lymphocytes contrdle réhydraté doit étre supérieur a 10000.

e L’intensité moyenne de fluorescence de chaque bille est comparée a 3 valeurs

de cut-offs (BAF pour Background Adjustement Factors). Ces 3 cut-offs sont

calculés a partir de la fluorescence du bruit de fond des 3 billes consensus

(CON), dont les valeurs sont lots dépendantes :

-Adjust MFI 1 = MFI bille capture -BAF CON 1
-Adjust MFI 2 = MFI bille capture -BAF CON 2
-Adjust MFI 3 = MFI bille capture -BAF CON 3

% Un échantillon est positif si au moins deux adjMFI| sont positives.
% Un échantillon est négatif si au moins deux adjMFI sont négatives.
+ Le cut-off est a 300.
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.1 RESULTATS et DISCUSSION

111.1.1 Etude rétrospective

Notre étude porte sur 41patients transplantés par un rein issu de donneurs
vivants (apparentés aux receveurs), recrutés durant I'année 2012 au service de
néphrologie C.H.U.Naphissa HAMOUD.

Nous avons effectué une étude rétrospective sur 27 transplantés rénaux
tandis qu’un bilan pré-greffe a été adressé au 28 patients dont 14 sont des donneurs
et 14 sont candidats a une transplantation rénale. Le bilan pré-greffe a été réalisé au
niveau du service dimmunologie au C.H.U Mustapha Pacha (durant la période

septembre- décembre 2012).

111.1.2 Etude épidémiologie

111.1.2.1 Répartition selon le type de donneurs

Répartition des transplantés selon le
types de donneurs

EH ®mF

Figure 4:Répartition des patients greffés selon le type de donneurs.
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Parmi les 14 couples les donneurs de sexe féminins sont majoritaires avec un

pourcentage de 57% contre 43% pour les hommes. Ces résultats sont en accord
avec la littérature.

111.1.2.2 Répartition selon le sexe des 14 transplantés rénaux

Répartition des receveurs selon le sexe

mH mF

Figure 5:Répartition des patients greffés selon le sexe.
Notre série d’études comprend 14 couples dont 16 hommes et 12 femmes
sont répartis en donneurs et receveurs. 57 % des transplantés (receveurs) sont des

femmes (8 femmes) alors que 43 % sont des hommes (6 hommes). Le rapport sex-
ratio H/ F est des 1.3.

111.1.3 Etude clinique

111.1.1.3 Répartition selon le taux d’identité HLA entre les donneurs et les
receveurs
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taux d'identité HLA entre les donneurs et les
receveurs

B Semi-identique 7

M Une Seule Identité 3

H Non Identique 2

Identique 2

Figure 6 : Pourcentage d’identité HLA entre le donneur et le receveur

La semi-identité des HLA entre les donneurs et les receveurs occupe la moitié

des taux d’identité avec un pourcentage de 50%, une seule identité HLA vient en

deuxiéme position avec 22%, puis les HLA identique et non identique avec un

pourcentage de 14% pour chacune.

111.1.3.2 Répartition selon le taux de PRA chez les 14 patients transplantés

Anticorps positifs en pré | Anticorps spécifiques Anticorps non
greffe du donneur (DSA) spécifique du donneur
(NDSA)

Anticorps anti HLA de N=0 N=00
classe |

Anticorps anti HLA de NO N=00
classe Il

Anticorps anti HLA N=0O N=03

classeletll

Tableau Il : la spécificité des anticorps anti HLA développés en pré greffe
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Parmi les 14 transplantés rénaux [lallo-immunisation en pré-greffe est
présente chez 21% des transplantés ce qui est en accord avec les données

bibliographiques.

Nous avons combiné nos résultats avec ceux de I'étude rétrospective des
patients transplantés (receveurs) que nous avons effectués sur les transplantés
recrutés au niveau du service Néphrologie du CHU Naphissa HAMOUD durant

toute 'année 2012.

111.1.4 Etude épidémiologie

111.1.4.1 Répartition selon le sexe

La greffe rénale est effectuée chez les deux sexes.

Répartition des patients transplantés selon le sexe

mH

mF

Figure 7:Répartition des patients greffés selon le sexe.
Notre série comprend 26 hommes et 15 femmes. 63 ,41% des patients sont
de sexe masculin, tandis que 36,59% sont de sexe féminin. Le rapport sex-ratio H/ F
est 1.73.
Nos résultats vont de méme que ceux apportés dans le rapport de I'agence

de biomédecine en 2010 ou le taux de prévalence de la transplantation rénale est 1,6
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fois plus élevé chez les hommes que chez les femmes. Ainsi que ceux apportés dans

I'étude d’Intissar et al(2010) 64,1% des hommes et 35,8% des femmes.

111.1.4.2 Répartition selon I’age

L’age de nos patients transplantés rénaux, varie entre 7 et 57 ans, avec une
moyenne d’age de 31 ans (x 11,89). Notre série d’étude comporte 6 enfants
transplantés rénaux (14,63%) moins de 16 ans et un seul transplanté rénal (2,44%)

ageé de 57 ans.

14 13
12

10

H[00-10[ m]10-20[ m]20-30[ m]30-40[ m]40-50[ m]50-60]

Figure 8 : Répartition des patients greffés selon I’age.

La tranche d’age ] 20 -30[ est la plus concerné par la transplantation rénale
avec un effectif de 13 transplantés suivit des tranches d’ages 130-40[ et 140-50[ qui
renferment 10 transplantés rénaux pour chacune.

La transplantation rénale n’a pas d’age limite, avec une priorité pédiatrique en
raison de la diminution de la durée de dialyse voir I'évité et diminuer I'impact que
ce traitement a sur la scolarité et la vie sociale de I'enfant (Niaudet, 2001). Notre
série d’étude comporte 6 enfants (14,63%) moins de 16 ans et un seul transplanté
rénal (2,44%) agé de 57 ans. Tous ces patients ont montré un taux de survie
égale a 100% a un an. Nos résultats sont similaires a ceux retrouvé dans la
littérature. Selon Niaudet (2001) en France, la survie des enfants de moins de 15

ans est de 97 % a 1 an. Benfield (1999) rapporte que selon le rapport du registre
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du NAPRTCS, une survie des enfants de 96,5 % a 1 an aprés la transplantation.
Le systéeme des données rénales des états unis (1999), a rapporté qu’aux Aux
Etats-Unis, les sujets de plus de 65 ans furent transplantés dans la période 1993-
1997, représentant 8,5 % de la population greffée a la méme époque. Jassal
(1997) a montré dans une étude des individus agés, le constat d’'une survie plus
longue chez les plus jeunes est confirmé : 1 an aprés greffe, le taux de survie est
de 95 % chez les moins de 60 ans et de 92% pour les plus vieux. Le constat de
Doyle est proche, aprés censure pour les décés, la survie du greffon est

équivalente chez les sujets agés et chez les jeunes : 90 % a 1 an et 80 % a 5 ans.

111.1.5 Etude clinique

Les réactions croisées réalisées entre les lymphocytes du donneur et le sérum

du receveur (cross-match) ont été négatifs.

111.1.5.1 Répartition selon le deqgré d’identité entre le donneur et le receveur

Traditionnellement le degré d’identité HLA entre le donneur et le receveur est
évalué par le nombre de mismatchs des antigénes HLA-A, HLA-B et HLA- DR du

donneur.

2\6; 2,44% O\6; 4,88%

5\6; 4,88%

Figure 9 : Pourcentage d’identité HLA entre le donneur et le receveur.
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Dans notre série d’étude, la semi-identité HLA (3/6) entre le donneur et le
receveur constitue le pourcentage le plus élevé qu’est de 36,58%. Une identité HLA
compléte (6/6), ceci dit, aucun mismatch entre le donneur et le receveur avec un
pourcentage de 17,07%.

Notre série comporte aussi des transplantés rénaux qui ne présentent aucune

identité HLA (0/6) avec leur receveurs et constituent un pourcentage de 4,88%.

Malgreé les incompatibilités entre le HLA du donneur et celui du receveur, nos
patients ont montré un taux de survie, durant la période du suivit, égale a 100%.Les
résultats de notre étude sur le degré d’identité HLA entre le donneur et le receveur
sont similaires a ceux rapportés par le rapport annuel De 'Agence de biomédecine.
Le nombre d’'incompatibilités donneurs-receveurs n’influence pas les résultats de la

greffe rénale.

Cekcu et Terasaki(1998), montre le role de l'identité HLA en matiére de survie
de reins prélevés chez le donneurs vivants estimée 95% a un an et a 80% a 5ans
chez les individus HLA identiques. Ainsi que la survenu de quelques rares épisodes
de rejet dans le cas d’'une identité compléte illustre 'importance en incompatibilité en

allo-antigéne mineurs qui s’exprime malgré le traitement immunosuppresseur.

Gerbase-de-Lima (1984) a aussi démontré que les patients présentant une
similitude totale avec le systétme HLA du donneur ont des taux de survie du greffon a
1 et 5 ans de 90 et 83 % respectivement, contre 68 et 54 % pour les patients

présentant un haplotype identique.

La quasi-totalité de nos résultats sont au contraire avec ceux trouvé dans la
littérature : le résultat d’'Opelz (1998) est de méme que celui de Cekcu, qui montre un
taux de survie a une année égale a 95% entre les individus HLA identique. Opelz a
montré aussi que le taux de survie de greffon HLA semi-identique égale a 85% a un
an. Tandis que les patients qui ne montrés aucune identité avec leur donneurs avait

un taux de survie a un an égale a 80%.

26



Chapitre 111 Résultats et discussion

111.1.5.2 Répartition selon le taux de PRA (Panel Reactive Antibodies) en pré-

greffe chez les transplantés rénaux :

Anticorps positifs en pré | Anticorps spécifiques Anticorps non
greffe du donneur (DSA) spécifique du donneur
(NDSA)
Anticorps anti HLA de N=0 N=02
classe |
Anticorps anti HLA de NO N=02
classe Il
Anticorps anti HLA N=O N=03
classel et ll
Tableau lll : la spécificité des anticorps anti HLA développés en pré greffe

Dans notre série l'allo-immunisation en pré greffe est de 17,07%. Elle rejoint
celle d’'Okasakiet al. (1997) qui ont rapporté un taux de 14 % d’immunisation dans
une série de 186 patients. La technique luminex singl antigen (SA) a permis de les
identifier les PRA présents dans le sérum des receveurs comme étant des anticorps
non spécifique du donneur (DSA) Les 7 receveurs qui ont développé des anticorps
anti HLA sont toutes des femmes ; 2 d’entre elles avaient été transfusé, et les 5
avaient mené des grossesses.

Selon une étude menée par Pelletier (2002) chez 277 receveurs d’un
transplant rénal 16,8% avaient développés des anticorps en pré-greffe et parmi eux
11,3% n’étaient pas des anticorps HLA spécifiques du donneur. Selon Claas (2004)
et Legendre(2007), la survie du greffon des patients immunisés a deux ans semble
identique (87 %) a celle des patients non immunisés transplantés pendant la méme
période. Lefaucheur et Jasn (2010) ont montré que chez des patients qui avaient des
anticorps anti HLA mais qualifi¢ comme étant des non DSA (NDSA), avaient une
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survie 95% une année aprés la transplantation. Contrairement a nos résultats (Glotz,
2008) a montré un taux de survie du greffon était intermédiaire, allant de 66 % a
86 % a un an lorsque les anticorps n’étaient pas dirigés contre le greffon.

Durant la durée du suivit, 4 de nos patients ont montré des complications de la
fonction rénale qui est du a I'élévation du taux de la créatininémie. Selon Hariharan
(2002), une créatininémie élevée a 6 mois ou 1 an est de mauvais pronostic a long
terme, confirmant le role délétére de la réduction néphrotique quelle qu’en soit la
cause. Selon Mourad et al.(2005), la créatininémie augmente de fagon lente et
progressive, paralléelement a l'apparition ou I'aggravation d’une protéinurie et/ou

d’'une hypertension artérielle.

Malgré ces complications du greffon, tous nos patients ont montré une survie

du greffon égal a 100%.
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INTRODUCTION

La transplantation rénale est une forme de traitement qui consiste a remplacer
un rein défectueux par un rein prélevé sur un cadavre ou un donneur vivant (Wolf et
al., 1999). Elle représente actuellement la plus satisfaisante et la plus économique
des méthodes de traitement de linsuffisance rénale terminale, par rapport a la
technique de suppléance classique qu’est la dialyse, elle est effectuée chez les deux
sexes (60% chez les hommes et 40% chez les femmes). La transplantation rénale
n‘est pas sans conséquences car elle engendre une puissante réponse
immunitaire spécifique menant aux phénoménes de rejet du greffon ( Hoffmann,
2009).

Les réactions de rejets du greffon mettent en jeu des allo-antigénes du
donneur tels que les antigénes leucocytaires humains (HLA) (Tiercy et Roosnek,
1998), les antigénes érythrocytaires, les génes reliés a la chaine a du complexe
major d’histocompatibilité de classe | (MICA) (Sumitran-Holgersson, 2008). Ces allo-
antigénes sont présentés par les cellules présentatrices d’antigénes du donneur ou
du receveur aux lymphocytes T helper et cytotoxiques du receveur. Ce qui permet de
développer des réponses immunitaires humorales et cellulaires délétéres (Candon,
2007).

L’'induction de ces réponses immunitaires entraine des Iésions au sain du
tissu greffé qui sont présentées par des thromboses, des hémorragies, des nécroses
corticale (Colvin, 2007) et tubulaire, des lIésions glomérulaires et vasculaires
(Anglicheau et al., 2007). Ces lésions ont des conséquences a court et a long terme

sur la fonction du rein (Kolopp-Sarda et al., 2008).

Dans ce contexte nous nous sommes intéressés dans notre travail sur :

L’Evaluation du statut immunologique du donneur et du receveur par différentes

techniques, afin de sélectionner un donneur compatible.

L’influence de la présence des panels d’anticorps réactifs dans les sérums des

receveurs et la survie des transplants.






CONCLUSION ET PERSPECTIVES

La transplantation rénale constitue une véritable révolution pour les
patients atteints d’une insuffisance rénale chronique terminale et qui n’avaient

pour seul recours que la dialyse comme traitement palliatif a vie.

Au regard global de nos résultats, il apparait que la transplantation rénale en
Algérie est réalisée chez les deux sexes avec un pourcentage important chez les

hommes.

Nos résultats indiquent également que la transplantation rénale n’a pas d’age

limite, vu 'amélioration de vie qu’elle apporte aux insuffisants rénaux.

De plus, nos résultats indiquent que le taux d’identité entre le donneur et le
receveur et les présences d'un panel d’anticorps réactifs non spécifique aux
donneurs en pré-greffe n‘ont pas d’influence sur la survie du transplant tant que le

traitement immunosuppresseur est entretenu.

Malgré que la survie de nos patients soit estimée a 100%, le rejet rénal reste
un risque redoutable et menacant si le traitement immunosuppresseur n’est pas pris

avec rigueur.

Il serait intéressant d'utiliser des techniques de recherche et d’identification
sensibles tel que Luminex lors de la recherche des anticorps diriger contre les
antigénes des donneurs dans les sérums des patients transplantés afin de contréler

et de prévenir des épisodes de rejets.
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Interprétation de la réaction de la chaine de la polymérisation

Dans des conditions trés précises de PCR, les couples d'amorces hybridées ou
presque totalement hybridées permettent I'amplification (résultat positif), tandis que
les paires d'amorces non hybridées ne donnent pas d'amplification (résultat
négatif).Aprées la PCR, les fragments d'ADN amplifiés sont lus par le logiciel
QlAxcel Advanced System, qui estune technique automatisé d’électrophorése sur
gel d’agarose. L'interprétation des résultats de PCR-SSP se fait par un logiciel
d’acquisition, la lecture et la validation du test se base sur la présence ou l'absence
de produit(s) spécifique(s) de PCR.De nombreux facteurs peuvent affecter I'efficacité
de la PCR (par exemple erreurs de pipetage, concentration d'ADN trop faible,
mauvais indice de pureté de [I'ADN, présence d'inhibiteurs, précision du
thermocycleur). Une paire d'amorces de contrOle interne positif est intégrée dans
chaque puits. Celle-ci correspond a des régions conservées du géne d'hormone de
croissance humaine, présent dans tous les échantillons d'/ADN humain. En présence
d'un produit de PCR spécifique de l'allele/des alleéles HLA, le produit de la bande de
contréle interne positif peut étre faible ou absent. Les amplicons générés par les
paires d'amorces HLA spécifiques ont une taille plus petite que celle du contréle

interne positif, mais plus importante que les amorces non incorporées.
- REACTIFS

Les kits de typage Olerup SSP contiennent des amorces de séquence spécifique
lyophilisées et optimisées pour I'amplification par PCR des alléles HLA et du géne
d'hormone de croissance humaine, du Master Mix avec Taq polymérase (“Master
Mix”), des films adhésifs. Les solutions d'amorces sont pré-aliquotées et
lyophilisées dans des barrettes de tubes PCR de 0,2 aux parois minces. Chaque
tube contient une solution d'amorces lyophilisées spécifiques de groupe d'alléles,
ainsi qu'une paire d'amorces de controle interne positif correspondant aux

séquences non alléliques, prét a recevoir I'échantillon d'ADN, le Master Mix et I'H20.



Annexe | 1

Préparation des réactifs luminex

Préparation du lysat des lymphocytes du donneur

Aprés avoir déterminé le volume de lysat requis pour le test et le volume du culot de
cellules nécessaires pour préparer ce lysat (Chaque puits nécessite 8uL de lysat qui
est généré a partir de 0,7uL de culot), mettre dans un tube le volume de suspension
cellulaire correspondant au volume requis de culot cellulaire pour centrifugation a
1000-1500 tr/mn pendant 5 210 mn puis élimination du surnageant.

Enfin la récupération du lysat des lymphocytes du donneur (le surnageant) dans un
tube, se fait aprés I'ajout du volume requis du tampon de lyse dilué (LMLLB).

« Tampon dilué : 10uL de tampon de lyse concentré (LMLLB) + 90 de reagent
grader water (HANKS).

Puis mélanger, vortexer, et centrifuger a 1200 ref pendant 3-5 mn.
Préparation du lysat des lymphocytes contréle (LMDLC)

La récupération du lysat des lymphocytes contrdle (le surnageant) dans un tube se
fait aprés I'ajout de 500 ul de tampon de lyse dilué aux pastilles de lymphocytes
controle réhydraté, vortexer, et centrifuger a 1200 ref pendant 3-5mn.

Sur la plaque on repére les puits correspondants aux lysats (LMDLC) et le lysat
du donneur.

Préparation des billes de captures (LMDB) en les centrifugeant a 600-800 ref
pendant 30 sec puis vortexer pendant 1 min.

Mise en contacte des billes de captures et du lysat : en les mélangeant avec lysat
donneurs dans un tube et dans un autre pour le lysat contréle tout en respectant les
volumes requis de chacun: 8 pl de lysat + 5 ul de billes par puits, puis incuber a
température ambiante et a I'obscurité pendant 30 min en vortexant toutes les 5-10
min.

Préparation du volume requis de réactif de contréle des lysats (LMLCR) : 5yl
LMLCR concentré + 45ul de diluant échantillon pour un puits, tout en prévoyant un
volume supplémentaire pour chaque 8 puits.

Préparation des puits de la plaque : couvrir a I'aide d’'un adhésif en plastique les
puits qui ne seront pas utilisé, puis mettre 100-300 ul d’eau distillée dans chaque
puits prévu et aspirer 'eau aprés 2-5 min sans toucher la membrane.
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Apreés les 30 min d’incubation, ajouter le volume adéquatdu tampon de lavage : 42
pl de tampon de lavage par puits et vortexer 30 sec puis transférer 55 pl de chaque
suspension (billes/lysat) aux puits correspondants, ajouter 100 uyl de tampon de
lavage dans chaque puits, taper légérement les parois de la plaque pour mélanger
puis aspirer, rajouter 250 pl de tampon de lavage dans chaque puits, puis
aspirer (répéter I'opération 3 fois).

Déposé 50 pl du réactif de contréle des lysats dilué (LMLCR dilué) dans les puits
correspondant et 38 ul du diluant de I'échantillon dans les puits correspondants, puis
12 pl du sérum du receveur, tapoter légérement.

Incuber la plaque a température ambiante et a I'obscurité pendant 30 min (sous
agitation 200r/min).

Préparer le volume requis de Streptavidine couplé a la PE (SA-PE) : 5ul LMSA
concentré + 45 pl de tampon de lavage pour un puits en prévoyant un volume
supplémentaire pour chaque 8 puits, couvrir et laisser a I'abri de la lumiére et a
température ambiante.

Préparer le volume requis du conjugué dilué (LMCJS) : LMCJS concentré + 45 pl
de tampon de lavage pour un puits, en prévoyant un volume supplémentaire pour
chaque 8 puits, couvrir et laisser a I'abri de la lumiére et a température ambiante.

Aprés les 30 min d’incubation : ajouter 100 yl de tampon de lavage a chaque
puits, taper les parois de la plaque puis aspirer et rajouter 250 pl de tampon de
lavage/ puits, mélanger et aspirer (répéter cette opération 3 fois).

Déposé 50 ul de SA-PE dilué aux puits qui contiennent le réactif de contréle de lysat
(LMLCR) et 50 pl du conjugué dilué aux puits contenant le sérum et les sérums
contrles.

Couvrir et incuber a température ambiante et a I'obscurité pendant 30 min et sous
agitation.

Aprés l'incubation, enlever I'adhésif puis ajouter 150 pl de tampon de lavage/puits,
mélanger.

Lire la plaque dans luminex

Résultats et critere de validité

e 3 billes de contréle négatif dont la moyenne des MFI correspond a la
fluorescence de bruit de fond. Teste non valide si > 500.

e 1 bille de contréle positif qui permet de vérifier que la fixation du conjugué
(anti-IgG-SA-PE) a bien marché. Test valide si MFI> 10000.
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e LCR: billes recouvertes d’Ac anti classe | et Il biotynilés. Permet de vérifier
que la fixation des Ag HLA du donneur est correctement effectuée sur les
billes, avec un conjugué différent (SA-PE). Test valide si MFI > 8000.

e Pour vérifier la technique, il existe dans le kit un sérum de contréle positif et un
négatif qui seront testés vis-a-vis des lymphocytes de contréle qui auront été
réhydratés. La MFI du puits du sérum contréle positif testé vis-a-vis des
lymphocytes contrdle réhydraté doit étre supérieur a 10000.

e L'intensité moyenne de fluorescence de chaque bille est comparée a 3 valeurs
de cut-offs (BAF pour Background Adjustement Factors). Ces 3 cut-offs sont
calculés a partir de la fluorescence du bruit de fond des 3 billes consensus
(CON), dont les valeurs sont lots dépendantes :

-Adjust MFI 1 = MFI bille capture -BAF CON 1
-Adjust MFI 2 = MFI bille capture -BAF CON 2
-Adjust MFI 3 = MFI bille capture -BAF CON 3

% Un échantillon est positif si au moins deux adjMFI| sont positives.
% Un échantillon est négatif si au moins deux adjMFI sont négatives.
% Le cut-off est a 300.



Cross match LCT

Préparation des réactifs :

1-Hanks normal :

le mode d’emploie se trouve dans le kit

2-Hanks hypertonique :

Peser 2,55g de NaCL, le dissoudre dans 100ml Hanks normal.
3-Solution bleu Trypan mére :

1g de poudre a dissoudre dans 100 ml d’eau distillée.
4-solution bleu avant lecture :

3 volumes de bleu de Trypan + 1 volume de Hanks hyper.
5-le complément : le mode d’emploie se trouve dans le kit.

6-’anti Kappa : dilution a 1/100 du polyclonnal Rubbit anti Human K light chain (AGH).
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Amylose : affection caractérisée par linfiltration dans les tissus d'une matiére
appelée substance amyloide.

Athérosclérose : maladie dégénérative de l'artere ayant pour origine la formation
d'une plaque d'athérome (dépét lipidique) sur sa paroi.

Hépatite : Inflammation du foie, aigué ou chronique.

Hépatocarcinome : cancer du foie peut étre primitif ou secondaire.

Glomérulonéphrite : une inflammation des glomérules du rein.

Lymphome : Prolifération maligne prenant naissance dans le tissu lymphoide et, en
particulier, dans les ganglions lymphatiques.

Néphrose : maladie atteignant les glomérules du rein et se traduisant par un
syndrome néphrotique (chute du taux sanguin de protéines).

Ostéonécrose : mort d'un fragment de tissu osseux.

Syndrome hémolytique et urémique : affection associant une atteinte rénale aigué,
une anémie et une thrombopénie (diminution du nombre de plaquettes dans le sang).

Syndrome d'Alport: Syndrome associant une maladie rénale (néphropathie)
héréditaire, une atteinte auditive et, parfois, des Iésions oculaires.

Ulcére gastroduodénal : Destruction localisée de la muqueuse de l'estomac et du
duodénum.
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