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Avant propos

Avant propos

La greffe est une notion trés ancienne dans la culture humaine. Le
premier témoignage crédible remonte au premier millénaire avant Jésus
Christ, en Inde, et décrit des autogreffes de peau pour la chirurgie
reconstructrice du nez (Maharishi Shushrut). Le mot
greffe (graphium en grec) tire son origine du poingon

ou stylet utilisé pour écrire sur les tablettes de cire

dans D’antiquité. Cet instrument a €té ensuite utilise pour realiser les :
boutures et les greffes végétales dont on retrouve des traces dans des manuscrits du moyen
age. La premiére évocation d’une greffe vascularisée, autrement dit transplantation, est un
miracle chrétien du XVleme siécle décrivant la greffe de la jambe
d’un Maure a Justinien, Doge vénitien, par Saint Come et Saint
Damien. Le préalable a la réalisation d’une transplantation était la

possibilité technique de réaliser une suture vasculaire. Jaboulay,

chirurgien francais du début du XXéme, inspiré
par sa voisine couturiere, a decrit le principe du surjet vasculaire et
révolutionné la chirurgie moderne. Dans les années qui suivirent, les premiers

pas en transplantation rénale chez I’homme ont été des xénotransplantations

utilisant des reins de chevre ou de porc. Les résultats encourageants ont
permis le début de la grande aventure de la transplantation d’organe. Aujourd’hui la
communauté des médecins et chercheurs impliqués en transplantation, est confrontée a
plusieurs écueils dont la pénurie d’organes et des patients transplantés qui relévent de plus en
plus d’une deuxiéme voire parfois d’une troisiéme transplantation avec les problemes
d’immunisation que cela supposent.

Cette these, basée sur des travaux de recherches précliniques en allotransplantation et plus
expérimentaux en xénotransplantation, a eu pour but de créer un modéle de rejet a médiation
humorale en allotransplantation chez le primate et d’étudier de nouvelles stratégies
thérapeutiques en transplantation. Suite a un chapitre consacré aux différents types de rejet,
notamment le rejet vasculaire aigu, je présenterai les différentes étapes de la

xénotransplantation qui ont conduit a privilégier le modéle porc-primate.
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Introduction

La transplantation d’organes a connu un essor considérable a partir des années 80, avec
la découverte de la Ciclosporine A (inhibiteur de la calcineurine), permettant ainsi
I’amélioration et la prolongation de la vie des patients et des transplants (Rucker, Toledo-
Pereyra et al. 1982). La greffe est avant tout un acte thérapeutique pour les patients atteints
d’une défaillance irréversible au niveau d’un ou plusieurs organes. Les quelques 4945 greffes
d’organes effectuées en 2011 en France (source : Agence de la Biomédecine), en sont la
premiére traduction. Cependant, cet acte thérapeutique ne peut plus faire face aux réels
besoins de la population; d’une part les préléevements d’organes sont en nombre insuffisant,
conduisant & un état permanent de pénurie d’organes, d’autre part la cohorte des patients
transplantés est vieillissante, et de plus en plus de patients deviennent candidat a une seconde
voire une troisiéme transplantation d’organe (Kawase, Tojimbara et al. 2008; Bohmig,
Wahrmann et al. 2011). Ces patients immunisés par leur premiere greffe, sont beaucoup plus a
risque de rejet aigu ou chronique et il a été montré que la survie des greffons est corrélée au
taux d’anticorps anti donneur chez le receveur (figure 1). En effet les thérapeutiques actuelles
des rejets aigus a médiation humorale, essentiellement les corticostéroides a haute dose
associés ou non a des plasmaphéréses ou des immunoglobulines (Montgomery, Zachary et al.
2000; Shah, Nadasdy et al. 2004) et plus récemment les inhibiteurs du protéasome ou des
anticorps monoclonaux (Fehr and Gaspert 2012; Waiser, Budde et al. 2012; Walsh, Alloway
et al. 2012), ne préviennent pas efficacement la perte des transplants. Il incombe donc aux
chercheurs et au corps médical d’améliorer les traitements immunosuppresseurs et d’innover
vers de nouvelles stratégies plus spécifiques, ou encore idéalement d’évoluer vers un état de
tolérance ou le greffon ne serait pas rejeté malgré 1’absence d’immunosuppression. En ce qui
concerne la pénurie de greffons, la xénotransplantation a été percue comme une source
potentiellement inépuisable de greffons depuis les années 1990. Grace aux recherches menées
dans les domaines de I’immunologie, de la génétique et du clonage, les mécanismes de rejet
en xénotransplantation ont été mieux compris comme le rappel Ekser dans une récente revue
(Ekser, Ezzelarab et al. 2012).

L’animal donneur choisi a I’issue d’une longue réflexion de la communauté scientifique
est le porc. Les primates supérieurs (Chimpanzeés, Gorille, Orang Outang, Babouin, Macaque)
n’ont pas été retenus pour des raisons €thiques et de risque de transmission de rétrovirus vers
I’homme (Mattiuzzo, Takeuchi et al. 2012). Toutefois la barri¢re d’espéce entre I’homme et le

porc se traduit par des réponses immunitaires plus complexes et plus intenses conduisant a des
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rejets rapides et violents, appelés rejets hyper aigus.

En effet les humains possédent des Ac préformés dirigés contre les antigénes (Gal a
(1,3) Gal par exemple) présentés par I’ensemble des mammiféres non primates. L’importance
de ce rejet est amplifiée par 1’incapacité des molécules porcines, régulatrices du complément
(CD55 et CD59) a bloquer I’activation du complément primate. L’obstacle du rejet hyperaigu
fut surmonté dans les années 1995-2000 par diverses techniques de déplétion des anticorps
préformés (plasmaphérése, immunoadsorption), ou par transgénese de porc exprimant des
molécules humaines régulatrices du complément. La transplantation de ces organes
transgéniques a des primates, associé a de lourds protocoles d’immunosuppression, a permis
d’obtenir des survies jusqu'a 2 mois. Néanmoins, 1’obstacle du rejet hyperaigu franchi, un
autre écueil se présenta. En effet aprés quelques jours ou semaines, il se développait
secondairement un autre type de rejet appelé rejet vasculaire aigu. La barriere d’espece
semblait alors difficile a surmonter. L’obtention dans les années 2000, de porc Gal Knock
Out (KO) (n’exprimant pas I’antigéne Gal), relanca I’intérét pour la xénotransplantation. Les
survies obtenues furent globalement meilleures mais il persistait toujours une atteinte des
greffons a type de microangiopathie thrombotique conduisant a 1’échec de la greffe. Les
causes précises de cette atteinte microvasculaire sont probablement multifactoriels,
immunologiques (activation endothéliale générant un état procoagulant), et non

immunologiques (incompatibilité moléculaire d’espéce pour les mécanismes de régulation de

p = 00001 \

I’hémostase).

o L L I L 1 L L 1 L
4] 12 24 36 48 [514] 72 Bd o6 108
emps (Mals)
— (5 — G0 % — H100 % — Mangliant

Figure 1 : Survie des patients transplantés rénaux en fonction du taux d’anticorps anti HLA.

(Agence de Biomédecine)
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1 Le rejet d’allogreffe

La transplantation de cellules, de tissus ou d’organes entre individus de la méme espéce
mais génétiquement différents (allotransplantation), active le systeme immunitaire au point de
rejeter le transplant. Le rejet de greffe est un processus complexe, incluant de nombreux
facteurs, tels que la nature du tissu transplanté, le site de transplantation, 1’état
immunologique du patient ainsi que la disparité génétique entre le donneur et le receveur. Les
termes de rejet hyper aigu, rejet aigu, et rejet chronique décrivent et identifient différents
aspects de I’activation du systéme immunitaire aboutissant au rejet du transplant. Avant méme
I’intervention du systéme immunitaire reconnaissant la greffe comme ne faisant pas partie du
« soi », le greffon peut montrer des signes de souffrance. Ainsi, la préparation du greffon, son
transport, la préparation du receveur, 1’ischémie/reperfusion sont autant d’agressions non
immunologiques qui peuvent I’endommager. Malgré tous les soins apportés a la préparation
du greffon et du receveur, ces actes chirurgicaux restent associés a des réponses

inflammatoires précoces et non spécifiques.

1.1. Le rejet hyper aigu:

En allotransplantation, le terme d’hyperimmunisé se référe a des individus ayant des
niveaux détectables d’anticorps dirigés contre des molécules du Complexe Majeur
d’Histocompatibilit¢é (CMH) de classe I et II (HLA chez I’homme) ou contre des antigenes
(Ag) du systeme sanguin ABO. Ces anticorps ont généralement été induits par une précédente
greffe, des transfusions sanguines, une ou des (Valero, Cabrer et al.) immunisation(s) foeto-
maternelle(s) (Huber, Lachmann et al. 2012). Lors de la revascularisation du greffon, ces
anticorps, s’ils reconnaissent leur cible sur I’endothélium induisent son activation. Celle-Ci se
traduit par 1’acquisition rapide d’un phénotype pro-coagulant conduisant a une thrombose des
vaisseaux. Par ailleurs, ces anticorps préformés activent également la voie classique du
complément (Wahrmann, Exner et al. 2006) qui va agresser I’endothélium par des
phénomeénes de cytotoxicité conduit par le complexe d’attaque membranaire (C5b-9) et de
désorganisation du cytosquelette. Ces mécanismes aboutissent a la perte rapide de la greffe
(quelques minutes a quelques heures aprés la revascularisation). En transplantation humaine,

I’analyse systématique de la présence de ces anticorps avant la greffe (test de cross-match), et



Introduction : Le rejet d’allogreffe

la recherche de compatibilités HLA entre le donneur et le receveur, a permis de prévenir ce

type de rejet qui est devenu extrémement rare.

1.2. Le rejet aigu:

Hormis le rejet hyper aigu, devenu exceptionnel, le rejet aigu est, chronologiquement, le
premier type de rejet auquel est soumise une allogreffe (Ponticelli 2012). En 1’absence de
traitement, il survient en moyenne dans la semaine qui suit la transplantation. Les
lymphocytes alloréactifs sont activés dans les organes lymphoides secondaires drainant le site
de la greffe, soit par une présentation dite «directe » via les cellules présentatrices
d’antigénes (CPA) du donneur, soit par une voie dite « indirecte » de présentation. Les
lymphocytes T CD4" activés de type Thl synthétisent des cytokines proinflammatoires
(interféron-y et TNF-a) attirant des macrophages dans le greffon. A leur tour, ces
macrophages vont synthétiser du TNF-a, de I’IL-1 et diverses molécules du stress telles que le
monoxyde d’azote (NO) ou des radicaux libres activant la cellule endothéliale. Ces facteurs
alterent directement le fonctionnement physiologique de la greffe, notamment le tonus et
I’intégrité vasculaire. La barriére endothéliale devient perméable et laisse des lymphocytes T

cytotoxiques infiltrer et agresser le greffon par un contact direct (Figure 2).
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Figure 2 : Rejet aigu d’allogreffe : initiation, amplification et mécanismes effecteurs.

Le rejet aigu est le plus fréquemment un rejet cellulaire, contre lequel les traitements
actuels ciblant les lymphocytes T sont trés efficaces au point d’en avoir considérablement
réduit I’incidence (Hall 1991).

1.3. Le rejet chronique :

Le rejet chronique survient plus tardivement aprés la transplantation. Ses causes sont
multiples, notamment d’ordre immunologique par des phénomenes de présentations indirectes
et des facteurs non immunologiques tels que I’ischémie, la toxicit¢é médicamenteuse,
I’hypertension artérielle ou les infections. Il est caractérisé par des atteintes vasculaires
évolutives avec diminution progressive de la lumiere des vaisseaux par un épaississement de
leur paroi suite a une prolifération des cellules musculaires lisses. Par ailleurs, le greffon est le
siege de fibrose interstitielle. Aucune thérapie actuellement ne prévient parfaitement son
développement. Lorsque ce rejet chronique se déclenche, il est irréversible et aboutit a la perte
du greffon a moyen terme. Le rdle des anticorps est de plus en plus considéré. Des données

cliniques et expérimentales ont montré une corrélation entre 1’apparition d’alloanticorps et le
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développement de rejet chronique. Cependant, d’autres études ont montré que le rejet
chronique peut survenir aussi en 1’absence d’alloanticorps (Nankivell, Borrows et al. 2003;

Pascual, Perez-Saez et al. 2012).

1.4, Le Rejet Vasculaire Aigu :

1.4.1. Physiopathologie :

Le rejet vasculaire aigu (Mohiuddin, Corcoran et al.) est un rejet rapide du greffon, qui
survient sans traitement 3 ou 4 jours apres la revascularisation, et aprés quelques semaines a
guelques mois en pratique clinique. Il associe dans la plupart des cas, la présence d’anticorps
cytotoxiques (principalement des IgG) dirigés contre des Ag du donneur, et des lésions
tissulaires particulieres : atteintes de la microvascularisation avec les lésions de capillarite ou
d’endothélite conduisant globalement a une souffrance des greffons évoluant vers des
phénomeénes de microthromboses et d’ischémie. Chez I’homme, ces alloanticorps sont trés
souvent des anticorps cytotoxiques dirigés contre des molécules du CMH de classe | ou moins
fréquemment de classe 1l (30% des RVA). Enfin, des antigénes autres que le CMH (Ag ABO,
Ag mineurs ou Ag spécifiques de tissus) ont également été mis en évidence, mais de fagon
plus anecdotique (Shimizu, Tanabe et al. 2012).

La fixation des anticorps sur les cellules endothéliales active la voie classique du
complément (Figure 3), jusqu'a la formation du complexe d’attaque membranaire : le C5b-9
(Wahrmann, Exner et al. 2006; Murata and Baldwin 2009). 1l s’agit probablement de la cause
principale des RVA. Il a également été montré que ces alloanticorps facilitent 1’opsonisation
des cibles pour les macrophages et les cellules natural killer (NK), qui grace a leurs récepteurs
de fragments Fc d’immunoglobulines, peuvent fixer et lyser les cellules endothéliales. Ce
phénomeéne est appelé cytotoxicite cellulaire dépendante des anticorps (ADCC).

L’endothélium joue également un role important dans cette physiopathologie. Son
activation notamment par des cytokines telles que IL-1 et IFN-y, induit I’expression de
molécules d’adhésion (E-sélectine, ICAM), du facteur tissulaire et de I’inhibiteur de 1’activité
du plasminogene, entrainant un eétat pro-coagulant et pro-inflammatoire de la cellule
endothéliale. De plus, 1’ischémie-reperfusion induit une stimulation des plaquettes, ainsi
qu’une activation du complément (comme les anticorps) par la voie classique ou alterne

(Figure 3) conduisant aussi a I’activation de ces cellules endothéliales. Les cellules NK
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peuvent rompre 1’intégrité de cet endothélium et aussi I’activer. Enfin, les alloanticorps seuls
pourraient délivrer un signal activateur via les intégrines des cellules endothéliales.

D’autres mécanismes pathogéniques impliquent I’apoptose de la cellule endothéliale.
Cette apoptose peut étre induite par 1’ischémie, des cytokines, ou des cellules inflammatoires
et causer ainsi la libération de cellules endothéliales de leur matrice dans la circulation
(éléments inflammatoires dans le sang). L’apoptose prive également 1’endothélium de ses
fonctions normales comme I’inhibition de la coagulation et de I’inflammation (Mannam,

Lewis et al. 2012).

P ———

Sa_ng i Ischémie-reperfusion ]

\ Plaquettes

| Ischémie, thrombose |

2 X

Désordre de la thromboregulation
Greffon Etat procoagulant & proinflammatoire

Figure 3 : Représentation schématique de la physiopathologie du rejet vasculaire aigu.
(N Poirier)
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1.4.2. Diagnostic histologique :

On retrouve le plus souvent des Iésions hémorragiques, des thromboses intravasculaires,
des atteintes endothéliales a type d’endothélite avec une infiltration sous endothéliale
d’¢léments lymphocytaires activés, un infiltrat cellulaire constitué de macrophages activés et
de polynucléaires neutrophiles, des Iésions de nécrose avec cedéme et lyse de la membrane
cellulaire (von Willebrand, Salmela et al. 1992; Ntokou, Iniotaki et al. 2011). Contrairement
au rejet aigu cellulaire ou I’on retrouve un infiltrat cellulaire massif dans le parenchyme, dans
le cas du RVA, l’infiltrat cellulaire se limite le plus souvent a la périphérie des vaisseaux
(capillaires glomérulaires et péritubulaires). Au niveau immuno-histologique, la médiation
humorale de ces rejets se réveéle notamment par la présence d’immunoglobulines (IgG, 1gM)
mais aussi de facteurs de dégradation du complément, tels que C3c et le C4d, au sein des
greffons. En clinique, le C5b-9 est peu recherché pour le moment car il est rarement positif du

fait de sa rapide élimination au cours de la réaction d’activation du complément.

1.4.3. Données cliniques :

Actuellement, I’incidence du rejet aigu a médiation cellulaire T (rejet aigu cellulaire) se
situe autour de 7 a 10%, et celui-ci est habituellement parfaitement réversible sous diverses
interventions immunosuppressives (corticostéroides a fortes doses, sérum anti-lymphocytaire,
anticorps anti-CD3). Il n’en est pas de méme du rejet vasculaire aigu a médiation humorale,
dont I’incidence demeure constante (20 a 30% des cas de rejets aigus) avec une réversibilité
obtenue dans seulement 50% des cas dans la plupart des centres. Parmi toutes les stratégies, il
est possible d’extraire les anticorps circulants par des plasmaphéréses ou immunoadsorptions
avec un contrdle renforcé de leur production (Tacrolimus, Mycophenolate mofetil, et/ou
IVIG) pour traiter les RVA séveres et « réfractaires » aux stéroides et thérapies anti-
lymphocytaires (Fehr and Gaspert 2012). La déplétion des cellules B par ’anti-CD20 mAb
(Becker, Becker et al. 2004) semble étre également une option croissante puisqu’elle permet
de « dépleter » les lymphocytes B mais aussi d’empécher la présentation de I’antigene par les
lymphocytes B aux lymphocytes T. La plasmaphérése et/ou I'IVIG (pool d'anticorps
permettant de bloquer le complément en le fixant, de moduler les alloanticorps et d’en faire

chuter leur titre, d’induire I’apoptose des lymphocytes B) peuvent étre également utilisés pour
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« désensibiliser » un patient (Montgomery, Zachary et al. 2000). Certains auteurs ont
également décrit la splénectomie en urgence comme thérapie de recours en cas de rejet
réfractaire (Locke, Zachary et al. 2007). Malgré les thérapeutiques immunosuppressives
conventionnelles en cas de rejet aigu humoral, le taux de survie des greffes a 1 an n’est que de
15 a4 50% méme en tenant compte des inobservances thérapeutiques (Sellares, de Freitas et al.
2012). 11 est alors devenu crucial d’innover en terme de thérapie contre ce rejet médié par les
anticorps; d’autant plus que ces alloanticorps semblent également étre impliqués dans le rejet

chronique et ne se limitent pas qu’aux patients pre-sensibilises.

1.5. La réeponse humorale :

Le lymphocyte B est la cellule pivot de I’'immunité humorale spécifique. Elle accomplit
cette fonction par I’intermédiaire du récepteur spécifique pour 1’antigéne qu’elle exprime a sa
membrane, I’immunoglobuline de surface (Mohacsi, Rieben et al.). Un lymphocyte B
n’exprime qu’une seule spécificité antigénique (un site anticorps unique) qui reste la méme
sur des isotypes différents. Le stade ultime de I’activation du lymphocyte B par son antigéne
specifique le fait différencier en plasmocyte dont la seule fonction est de sécréter un anticorps
porteur du méme paratope que I’slg (Ig de surface) du lymphocyte B primordial. La
lymphopoiése B se déroule chez I’homme dans la moelle osseuse. La cellule souche du
lymphocyte B, qui n’exprime aucun marqueur membranaire B et a les génes des
immunoglobulines en configuration germinale, va subir au contact des cellules stromales,
plusieurs étapes de différenciation régulées par des contacts cellulaires et des cytokines.
Chacune de ces étapes est marquée par un réarrangement des génes des immunoglobulines qui
se fait avec un certain hasard, en absence de tout contact avec 1’antigéne. Le produit de
chaque réarrangement est exprimé a la surface de la cellule et, quand il est fonctionnel, permet
de passer a I’étape suivante. La chronologie rigoureuse des réarrangements explique aussi
I’exclusion allélique. On distingue ainsi quatre stades : lymphocyte proB précoce, proB tardif,
préB et B immature. Cette différenciation peut également étre suivie par la disparition et/ou
I’apparition de marqueurs membranaires dont certains (CD19, CD20) sont spécifiques de la
lignée B. L’acquisition d’une slg fonctionnelle par cette mécanique recombinatoire se fait au
prix d’une énorme délétion de précurseurs B par apoptose. Elle permet 1’acquisition du

répertoire B et la tolérance centrale du soi.
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Apres avoir lié son antigene specifique et pour remplir ses deux fonctions de
transduction et d’internalisation du signal, la slg doit étre associée a la membrane du
lymphocyte a d’autres molécules et former le BCR (B cell receptor). Ce sont les molécules
CD79 a (Ig a) et B (Ig B). Les molécules CD22 et CD32 régulent négativement le signal alors
que le complexe CD19/CD21/TAPA-1 le régule positivement. Les voies de signalisation
intracellulaire font intervenir différentes protéine-kinases qui se lient sur des motifs
spécifiques des récepteurs.

En périphérie le lymphocyte B mature, naif, va rencontrer son antigéne spécifique dans
le ganglion lymphatique au sein du follicule lymphoide. Sa maturation finale nécessite la
présence de cellules folliculaires dendritiques qui lui présentent I’antigéne. Pour la majorité
des antigénes, il nécessite aussi la collaboration d’une sous population particuliére de
lymphocytes T auxiliaires CD4" dits Th2. Ces derniers interagissent avec les lymphocytes B
qui leur présentent I’Ag par leurs molécules de CMH de classe Il. Cette différenciation a lieu
dans le centre clair germinatif du follicule secondaire : par un mécanisme d’hypermutation
somatique, les centroblastes de la zone sombre augmentent la diversité et 1’affinité de leurs
slg que leurs descendants (centrocytes) sélectionnent au contact de 1’antigéne dans la zone
claire du centre germinatif, avant de donner naissance soit a des plasmocytes sécréteurs
d’anticorps, soit a des lymphocytes B de type mémoire.

Lors d’une premiere rencontre avec un antigene donné (réponse primaire), ou lors de la
réintroduction du méme antigéne (réponse secondaire) la réponse differe par son délai
d’apparition, sa rapidité et son intensité, I’affinité et la classe des anticorps. La réponse
anticorps secondaire apparait aprés une phase de latence plus courte, atteint un plateau de
niveau plus élevé avec des anticorps d’affinité plus forte et de nature IgG principalement,
alors qu’ils sont de classe IgM pour la réponse primaire (Figure 4). Ainsi, les anticorps qui
sont les médiateurs de I’immunité humorale, remplissent leur role de défense grace a trois
modes d’actions : la neutralisation des micro-organismes et de leurs toxines, 1’opsonisation
facilitant 1’ingestion par les cellules phagocytaires, et I’activation du complément (pour les

IgM et IgQG) conduisant a I’opsonisation et parfois la lyse des cellules ciblées.
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Figure 4: A: Représentation schématique de la réponse humorale primaire et

secondaire dans le temps. B : Caractéristiques principales des réponses primaire et secondaire

(Abbas, Bases de I'lmmunologie Fondamentale, 2005).
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1.6. L’alloimmunisation :

1.6.1 Définition

L’alloimmunisation est définie par la présence chez le receveur d’anticorps dirigés
contre des antigénes du donneur. Les événements immunisants peuvent étre une grossesse,
une transfusion sanguine ou une transplantation d’organe ou de tissus. Contrairement a
I’immunisation ABO, I’immunisation naturelle contre les Ag HLA est trés rare et touche
moins de 1% de la population. Aprés trois grossesses environ 50% des femmes développent
des Ac anti-HLA. Cette immunisation n’est pas stable dans le temps, elle peut devenir
indétectable et étre stimulée avec une nouvelle exposition antigénique (Rebibou, Chabod et al.
2002). En transplantation rénale, 1’alloimmunisation est principalement dirigée contre les
antigenes HLA et demeure un probleme essentiel. La cohorte des patients transplantés vieillit
et certains receveurs reléevent ou vont relever d’une deuxiéme voir d’une troisiéme
transplantation. L’histoire de la transplantation rénale ne peut étre contée sans parler de
I’introduction dans les années 60 des techniques de cross match par Terasaki (Terasaki and

McClelland 1964) et de ses évolutions scientifiques et techniques.

1.6.2 Modes diagnostiques

La technique initialement décrite est une lymphocytotoxicité (LCT) dépendante du
complément. Elle consiste a incuber les

. Crossmatch
lymphocytes du donneur avec le sérum du

s ., X Sérum du receveur Complément +
receveur. L’analyse de la mortalité cellulaire fluorochrome
apres ajout de complément, est faite grace a un Lymphocyte du donner
colorant. Cette technique est appelée cross-
match. Dans chaque plaque d’analyse, sont
inclus un contrdle négatif ne contenant pas

négatif présence d’ Ac positif

d’Ac anti HLA et un contrdle positif constitu¢ — c/osrach l Lyse cellutaire en l Crossmatch
d’un mélange de sérums provenant de patients -

trés immunisés. Un serum est considéré comme positif lorsque la mortalité cellulaire est
supérieure a 20% comparée a celle du témoin négatif. Cette technique ne détecte que les
anticorps cytotoxiques fixant le complément. Le traitement du sérum par un agent réducteur,

le dithiotreitol, qui provoque la rupture des ponts disulfures des IgM, permet de déterminer
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I’isotype IgG ou IgM des anticorps. Ce test peut étre réalisé sur les lymphocytes T et B, les
lymphocytes T étant porteur uniquement d’Ag HLA de classe I, alors que les lymphocytes B
portent les deux types d’antigénes HLA 1 et Il. Il faut différencier cross match et recherche
d’anticorps anti-HLA. Lors d’un cross match, un seul sérum est testé avec un seul type
cellulaire, celui du donneur potentiel. Pour la recherche d’anticorps anti-HLA, le sérum du
receveur est testé contre les lymphocytes d’un panel pouvant atteindre 60 types cellulaires
différents, choisis pour représenter le maximum d’Ag HLA présents dans la population. Les
anticorps ne fixant pas le complément peuvent étre détectés en ajoutant une immunoglobuline
de chevre dirigée contre le Fc des Ig humaines qui crée des interactions entre les anticorps de
faible titre. Des techniques plus sensibles permettent désormais d’étudier plus finement
I’alloimmunisation d’un receveur.

La technique de cytométrie de flux est plus sensible que le crossmatch. (Talbot, Givan et al.
1988) et permet des détections a des dilutions plus faibles (environ 3 fois). Les Ac fixés a la
surface des lymphocytes sont révélés par un Ac couplé a un cytochrome. Grace a un double
marquage CD3 et CD19 il est possible de déterminer a quelle population lymphocytaire (T ou
B) appartient I’Ag détecté. La derniére génération de cytométric de flux n’utilise plus la
technique du cossmatch mais utilise des plaques contenant des microbilles liées a des Ag
HLA spécifiques (Dosage en phase solide). Le taux d’anticorps dirigés contre un type HLA
est donc exprimé en Intensité Moyenne de Fluorescence ou IMF). La détection des Ac anti
HLA appelés DSA (Donor Specific Antibody), est donc de plus en plus précise.

Cette technique rentre en compétition avec une technique d’ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) utilisant des puits ou sont fixés des Ag HLA purifiés. Son utilisation
est simple et peu colteuse, mais n’est pas utilisable pour les crossmatch prétransplantations

(Caro-Oleas, Gonzalez-Escribano et al. 2012).

1.6.3 Conséquences cliniques

L’alloimmu