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Bilan immunologique en pré- et en post-transplantation rénale

Pre- and Post-transplantation immunological tests

Yasmine Mellal, Yasmine Lounici

RESUME

Le systtme immunitaire a pour role essentiel de
reconnaitre le soi et de le tolérer et de reconnaitre le non
soi et de I'éliminer. Ce dernier point est a I'origine des
rejets de greffes entre individus génétiquement
différents. Dans la transplantation rénale, la recon-
naissance des alloantigénes par le systeme immunitaire
du receveur est responsable d'une réaction immune
dirigée contre le greffon ; cette réponse est médiée soit
par des mécanismes faisant intervenir les lymphocytes T
(rejet cellulaire) et/ou les lymphocytes B (rejet
humoral). Les alloantigénes a lorigine de cette
stimulation immune sont essentiellement les molécules
HLA. La prévention du rejet vise alors a empécher la
rencontre alloantigénes-lymphocytes alloréactifs. A cet
effet, un bilan immunologique doit étre réalisé chez le
receveur et le donneur et une immunosuppression doit
étre instaurée chez le receveur. Le suivi immunologique
commence des lors que le receveur est candidat a la
transplantation et permet de sélectionner le donneur
optimal et d’ajuster I'immunosuppression en fonction du
statut immunologique du receveur. Le bilan
immunologique se poursuit en aval de la transplantation
ou il permet de prédire ou de diagnostiquer un rejet.

Mots-clés : Transplantation rénale, Bilan immunologique

ABSTRACT

The essential role of the immune system is to recognize
the self and tolerate it, and to recognize the non self and
eliminate it. This last point is at the origin of the
rejections of transplants between genetically different
individuals. In kidney transplantation, recognizing
alloantigens by the immune system of the recipient
induces an immune reaction against the graft; this
reaction is mediated by mechanisms involving T cells
(cellular rejection) and/or B cells (humoral rejection).
The alloantigens involved in this immune stimulation are
mainly HLA molecules. Preventing rejection will aim at
preventing the meeting between alloantigens and allo-
reactive lymphocytes. Therefore, an immunological
assessment should be performed in both recipient and
donor, and an immunosuppression should be started in
the recipient. Inmunological follow-up begins as soon as
the recipient is a candidate for transplantation; it allows
the selection of the optimal donor and to adjust
immunosuppression according to the the immunologic
status of the recipient. Immunological follow-up is
continued after transplantation in order to predict or
diagnose transplant rejection.

Keywords: Kidney transplantation, immunologic
assessment.
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INTRODUCTION

Plus d’'un demi-siecle apreés la réalisation de la
premiere  transplantation  rénale, cette
intervention est devenue le traitement de choix
de linsuffisance rénale chronique terminale
quelle que soit I'étiologie. Cette avancée est due
aux progres réalisés dans la compréhension des
mécanismes de la réponse immune dirigée
contre le greffon et qui ont permis de réduire
les risques de rejet (1). En effet, le rejet
immunologique est l'une des principales
causes, il est la conséquence de la recon-
naissance des antigenes allogéniques du
donneur par le systéme immunitaire du
receveur qui induit une réponse contre le
greffon. Ces antigénes sont représentés en
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premier lieu par les molécules HLA classiques
(Human Leukocyte Antigen) qui regroupent les
molécules HLA de classe 1 (HLA-A, HLA-B et
HLA-C) et les molécules HLA de classe II (HLA-
DR, HLA-DQ et HLA-DP), toutes codées par le
complexe de génes CMH (Complexe Majeur
d’Histocompatibilité) situé au niveau du bras
court du chromosome 6 (figure 1) (2).

L’expression d'une molécule HLA par le
donneur et non par le receveur est détectée
comme un signal de danger par le systéme
immunitaire du receveur. Le systeme
immunitaire, une fois activé, fait intervenir des
médiateurs  cellulaires  (lymphocytes T
alloréactifs), ou humoraux (anticorps anti HLA)
qui sont a l'origine du rejet (3). Les molécules
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Figure 1. Expression des molecules CMH (Adapté de Wikipedia
commons). Un individu hérite de deux haplotypes, un haplotype
paternel et un haplotype maternel. Chaque haplotype code pour une
molécule HLA-A, une molécule HLA-B, une molécule HLA-C, une
molécule HLA-DQ, une molécule HLA-DP, et une ou deux molécules
HLA-DR. L’expression des génes HLA est codominante, de ce fait, un
individu exprime 2 molécules HLA-A, 2 molécules HLA-B, 2 molécules
HLA-C, 2 molécules DP, 2 molécules DQ et 2 a 4 molécules DR.

HLA classiques sont tres polymorphes ce qui rend la
recherche d’'un donneur HLA identique difficile, et plus les
incompatibilités HLA entre le donneur et le receveur sont
nombreuses plus rapide sera le rejet (4). Les antigénes du
systéme ABO exprimés par 'endothélium vasculaire du rein
peuvent aussi étre responsables du rejet, ainsi que d’autres
alloantigénes a 'exemple des antigenes HLA mineurs et des
molécules MIC-A (5-7).

MECANISMES IMMUNOLOGIQUES DES REJETS DE
GREFFE

L’isogreffe ou la greffe syngénique (greffe entre jumeaux
homozygotes) n’'induit pas de rejet, 'allogreffe (greffe entre
individus différents de méme espece) entraine un rejet en
I'absence d’immunosuppression, alors que la xénogreffe
(greffe entre deux individus d’espéces différentes) est rejetée
méme en présence dimmunosuppression. Dans la
transplantation rénale allogénique peuvent s’observer
différents types de rejets en fonction des médiateurs
intervenant et de leur cinétique.

Le rejet hyperaigu (RHA) est humoral et survient dans les
premiéres 24h suivant le rétablissement de la continuité
vasculaire. Il est di a I'existence chez le receveur d’anticorps
préformés dirigés contre le donneur qui activent le
complément aboutissant a une thrombose vasculaire
entrainant la nécrose du greffon. Ces anticorps préformés dits
DSA (Donor Specific Antibodies) sont essentiellement dirigés
contre les molécules HLA et sont formés suite a un
événement immunisant antérieur a la transplantation
(grossesse, transfusion, transplantation antérieure), ou
contre d’autres antigénes exprimés par les cellules
endothéliales (8). Les anticorps naturels dirigés contre les
antigénes du systéeme ABO peuvent aussi étre responsables
de RHA. Cependant, ce type de rejet reste trés rare puisque la
compatibilitt ABO est un principe de base dans Ia
transplantation rénale et la recherche des anticorps anti HLA
est un prérequis.

Le rejet accéléré se manifeste entre le 2éme et le 7éme jour
suivant la transplantation, il s’agit d’'une réponse humorale
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anamnestique secondaire a une réactivation de lymphocytes
B mémoires (9).

Le rejet se manifestant entre le 7¢me jour et le 3éme mois
suivant la transplantation est dit aigu, il peut étre cellulaire
et/ou humoral. Le rejet aigu cellulaire (RAC) se déroule en
plusieurs phases: reconnaissance des alloantigenes,
activation des lymphocytes TCD4 et TCD8 et différenciation
en cellules TH1 et CTL respectivement, infiltration du greffon
par les lymphocytes, et enfin agression des cellules
parenchymateuses du greffon (8,10). Le rejet aigu humoral
(RAH) est di a la formation de DSA dirigés essentiellement
contre les molécules HLA et agissant par des mécanismes de
cytotoxicité délétéres au greffon (10-12). La classification de
Banff de 2013 permet de poser le diagnostic d'un RAH et de le
classer en grades en fonction de la gravité (13).

Le rejet chronique se manifeste par une dégradation
progressive de la fonction du greffon associée a la survenue
d’une fibrose et d’'une atteinte des vaisseaux artériels dont la
lumiere se rétrécit progressivement (8). Ce rejet survient au-
dela des trois mois suivant la transplantation et est
secondaire a des facteurs immunologiques cellulaires et
humoraux, et a des facteurs non immunologiques. Les
épisodes répétitifs de rejets aigus, surtout humoraux,
constituant un facteur de risque important de la survenue
d’un rejet chronique (14).

BILAN IMMUNOLOGIQUE EN PRE-TRANSPLANTATION

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: la
recherche des anticorps anti-HLA chez le receveur, le typage
HLA chez receveur et donneur, et 'épreuve du cross match.

Recherche des anticorps anti HLA

La recherche des anticorps anti-HLA dans le sérum du
receveur se fait de facon réguliere, tous les trois mois, mais
aussi apres chaque éveénement immunisant (grossesse,
transfusion) a J15 ou J21 et a J30. La recherche se fait contre
un panel d’antigénes HLA représentatif de la population.
Anciennement, ces anticorps étaient recherchés par
microlymphocytotoxicité (LCT), mais depuis, cette technique
a été abandonnée au profit d’autres beaucoup plus sensibles,
a savoir, l'Elisa, la cytométrie en flux (CMF) et
I'immunofluorimetrie en flux (Technologie LuminexTM).
Cette derniere est la plus utilisée actuellement pour ses
bonnes performances diagnostiques : Elle est de sensibilité
égale ou supérieure a celle de 'Elisa, mais aussi de sensibilité
égale et de spécificité supérieure par apport a la CMF (8,15-
17).

La recherche des anticorps se déroule en deux étapes, la
premiere consiste en un dépistage qui permet la détection
d’anticorps anti HLA classe I et/ou II. En 2¢me lieu, en cas de
positivité, il existe une étape d’identification qui permet la
détermination des spécificités de ces anticorps. Les sérums
les plus positifs sont conservés dans la sérothéque pour étre
ultérieurement testés a I'épreuve du cross match.

Cette recherche permet de préciser le statut immunologique
du malade (non immunisé, immunisé ou hyperimmunisé) et
donc d’adapter I'immunosuppression en fonction du degré
d’immunisation. Elle permet également de définir les
antigénes permis et les antigénes interdits pour le receveur.
Les antigénes permis sont ceux contre lesquels le receveur
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n'a pas développé d’anticorps alors que les antigénes
interdits incluent les antigenes contre lesquels le receveur a
développé des anticorps, ainsi que les antigénes du mari pour
les femmes ayant déja procréé et les antigenes des greffons
antérieurs en cas de greffe antérieure. Enfin, la recherche des
anticorps anti-HLA permet, grace a I'éventuelle détection des
DSA, d’empécher la survenue de rejet hyperaigu ou accéléré.

Typage HLA

Les alloantigenes HLA étant a l'origine du mécanisme
d'immunisation dans le rejet de transplantation rénale, 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 élevé, meilleure sera la survie du
greffon. Le typage concerne les loci HLA-A, HLA-B et HLA-DR
et peut étre réalisé soit par la technique sérologique LCT qui
recherche les antigenes HLA exprimés a la surface des
cellules, ou alors par des techniques de biologie moléculaire
qui recherchent plutét les alléles au niveau de I’ADN (18,19).
De nos jours, la technique sérologique est délaissée du fait de
I'existence de nombreuses réactions croisées compliquant
I'interprétation, et ce au profit des techniques génétiques
offrant plus de sensibilité, de rapidité et un moindre risque
d’erreurs (20,21). Les techniques génétiques regroupent la
PCR-SSO (PCR using Sequence Specific Oligonucleotides) (22),
dont la technique Reverse dot blot en est une variante (23), la
PCR-SSP (PCR using Sequence Specific Primers) (24), la
technologie Luminex qui associe la PCR-SSO et la cytométrie
en flux (17,25) et la technique de séquencage directe utilisée
pour définir de nouveaux alléles, ou pour lever les ambiguités
de typages non résolues par les autres techniques (26).

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’allele au niveau d'un de plusieurs
loci) sont tolérés tant les antigénes HLA en cause du
mésappariement ne sont pas considérés comme des
antigenes interdits.

Finalement, le typage HLA en amont de la transplantation a
un double intérét. Premiérement, le typage HLA du receveur
et des donneurs candidats permet de sélectionner le donneur
optimal avec le moins de mismatchs (MM). Deuxiemement, la
connaissance du typage HLA du donneur permet de détecter
les DSA parmi les anticorps anti HLA retrouvés par les
techniques citées précédemment dans cet article, ce qui
évitera un rejet hyperaigu ou accéléré.

Le cross match

Le cross match correspond au test qui met en contact les
lymphocytes du donneur avec le sérum du receveur a la
recherche d’anticorps anti-donneur (14). Les lymphocytes du
donneur sont séparés a partir du sang total lorsqu'’il s’agit
d’'un donneur vivant, et du prélévement de ganglions ou de
rate dans le cas du donneur cadavérique.

L’avenement des techniques Elisa, Cytométrie en flux et
Luminex a permis de les adapter a la réalisation du cross
match, mais la technique de référence reste la LCT
dépendante du complément qui détecte les anticorps
cytotoxiques. Ce test est généralement réalisé a distance de la
transplantation lors de I'étape de sélection du donneur, mais
aussi et surtout juste avant la date prévue de la
transplantation. C’est I'épreuve ultime en pré-transplantation
qui teste avec les lymphocytes du donneur, le sérum du
receveur prélevé a une date proche de celle prévue pour la
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transplantation, mais aussi, pour les patients immunisés, les
sérums les plus positifs en anti HLA-I et en anti HLA-II
conservés en sérotheque. La séparation préalable des
lymphocytes T et des lymphocytes B du donneur permet de
réaliser un cross match T ou B qui renseigne sur la présence
d’anticorps anti HLA de classe I ou de classe II
respectivement. Ainsi, un cross match T positif est une contre
indication formelle a la transplantation, alors que pour un
cross match B positif la transplantation n’est pas impossible
et se décide suite a une discussion clinico-biologique.

Le cross match par LCT détecte les IgG et les IgM du fait de
leur capacité a activer le complément, tandis que les autres
techniques ne détectent que les IgG. Les techniques LCT et
cytométrie en flux détectent en plus des anticorps anti HLA,
des anticorps dirigés contre d’autres antigenes a la surface
des cellules du donneur et méme des autoanticorps parce
qu’elles emploient des cellules intactes et non des molécules
HLA solubilisés. De ce fait, une positivité du cross match par
LCT en absence d’anticorps anti HLA (recherchés par
techniques sensibles) peut s’expliquer par la présence
d’anticorps anti HLA d’isotype IgM ou d’autoanticorps
d’isotype IgG ou IgM. Dans ce cas, il convient alors de réaliser
un cross match en présence de dithiothreitol (DTT) (agent
réducteur de ponts disulfure qui déstructure les IgM mais pas
les IgG) et un auto cross match qui consiste a mettre en
contact le sérum du receveur avec ses propres lymphocytes.
La présence d'un auto-anticorps n'est pas une contre
indication a la greffe, tandis que la présence d’anticorps anti
HLA d’isotype IgM qui pourraient étre dus a une récente
immunisation nécessite une discussion clinico-biologique
pour évaluer le rapport bénéfices/risques (27-29). C'est la
que la technologie Luminex trouve tout son intérét
puisqu’elle permet de s’affranchir des auto-anticorps, des
anticorps non HLA et des problémes de viabilité des cellules.

Au final, les tests immunologiques réalisés en amont de la
transplantation permettront de sélectionner le donneur
offrant le moins de risques de rejet. Aussi, des programmes a
I'exemple de «Acceptable mismatch » d’Eurotransplant et
« Antigenes permis » en France ont été mis en place pour
permettre 'accés a la greffe aux patients hyperimmunisés.
Ces programmes basés sur la catégorisation en antigenes
permis et interdits, ainsi que sur la bascule du systeme de
calcul du nombre de compatibilités a celui du nombre
d'incompatibilités, donnent la priorité aux patients
hyperimmunisés en fonction du nombre de mismatch ou
incompatibilités entre les antigénes du donneur et ceux du
receveur complétés par ses antigenes permis. Ainsi, en
prédisant la négativité des cross match (cross match virtuel),
cette démarche permet de réduire le nombre de cross match
positifs, de diminuer le durée d’ischémie froide et de limiter
les cofits (30-32).

Un nouveau logiciel « HLAMatchMaker » a également vu le
jour et se base sur deux notions, premierement, les anticorps
anti HLA sont spécifiques d’épitope, deuxiemement, les
épitopes peuvent étre partagés par différents antigenes HLA.
Ainsi, en comparant les séquences d’aminoacides des
épitopes immunogénétiques sur les antigénes HLA du
donneur et du receveur, ce logiciel permet de déterminer la
charge épitopique, c'est-a-dire le nombre d’épitopes
incompatibles, mais aussi d’analyser la spécificité épitopique
des alloanticorps. Cette charge épitopique est corrélée au
risque de développer des anticorps anti donneur apres
transplantation. Ce nouveau mode d’attribution des greffons
devrait profiter aux patients ayant des phénotypes rares et
pour lesquels il est difficile d’identifier les antigénes permis
(33).
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Les patients présentant des DSA peuvent désormais
bénéficier de la greffe grace a la désensibilisation qui consiste
en I'épuration des DSA suivant des protocoles qui emploient
généralement la plasmaphérese, les immunoglobulines
intraveineuses (IVIG) et le Rituximab (anti CD20) (34,35). Le
succes de la désensibilisation se traduit par une réduction de
I'intensité moyenne de fluorescence (MFI) des DSA qu'il est
donc important de suivre par la technique sensible Luminex
(36).

BILAN IMMUNOLOGIQUE EN POST-
TRANSPLANTATION

Le suivi immunologique est trés important apres la
transplantation puisque dans les greffes allogéniques le
risque de rejet n’est jamais levé. Il est donc impératif de
suivre les anticorps anti-HLA régulierement, et en cas de
suspicion de rejet de faire les tests nécessaires afin de
confirmer le diagnostic (recherche d’anticorps anti HLA, cross
match, recherche des anticorps anti MIC-A).

Recherche des anticorps anti-HLA

En période post transplantation, la recherche réguliére des
anticorps anti-HLA permet de prédire la survenue de rejet. La
recherche est réalisée apres trois mois, six mois, un an, puis
tous les ans, mais aussi en cas de suspicion de rejet (37,38).

Cross match

En cas de suspicion de rejet, le cross match est réalisé afin de
dépister un éventuel rejet humoral. Dans ce cas, la technique
LCT n’est pas employée du fait de la possibilité de faux
négatifs induits par les sérums anti-lymphocytaires
administrés aux patients en post transplantation. C'est 1a que
les techniques Elisa et Luminex trouvent leur intérét
puisqu’elles ne sont pas soumises aux interférences des
traitements immunosuppresseurs puisqu’elles utilisent des
molécules HLA recombinées ou solubilisées et non des
lymphocytes intacts (39).

Recherche des anticorps anti MIC-A

Les molécules MIC-A sont surtout exprimées par des cellules
en situation de stress telles que les cellules endothéliales
mais pas par les lymphocytes. Ces molécules sont
polymorphes et peuvent étre a lorigine d'une allo-
immunisation en cas de mésappariement entre le donneur et
le receveur. En post transplantation, la formation d’anticorps
cytotoxiques dirigés contre les antigenes MIC-A peut étre a
I'origine d’un rejet de greffe. De ce fait, en cas de suspicion de
rejet humoral mais négativité du test de cross match et de la
recherche des anticorps anti HLA, il est recommandé de
rechercher les anticorps anti MIC-A par une technique
sensible (40,41).

Un suivi immunologique régulier reste la meilleure
prévention contre le rejet de greffe, la figure 2 résume les
tests immunologiques a réaliser en amont et en aval de la
transplantation. L'observance du suivi immunologique dés
I'inscription du patient sur la liste de greffe est capitale, elle
permet une caractérisation immunologique précise du
receveur qui conditionne la sélection du donneur et la
réussite de la transplantation.
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Figure 2. Récapitulatif des bilans immunologiques en pré- et en post-
transplantation.

CONCLUSION

La transplantation rénale nécessite une caractérisation
précise de l'immunisation pré-greffe du patient et d’une
discussion clinicobiologique pour une sélection optimale du
donneur, une meilleure appréciation de la balance
bénéfice/risque, et pour guider le choix de la stratégie
thérapeutique. Le suivi immunologique se poursuit
également en post greffe afin de prédire un éventuel rejet et
pourvoir le traiter. L’amélioration de la survie des greffes de
nos jours est due, en grande partie, aux progres réalisés dans
les techniques qui permettent de détecter des taux de plus en
plus faibles d’alloanticorps et de s’affranchir d’'un certain
nombre d’interférences. Enfin, la mise en place de
programmes basés sur la catégorisation des antigenes et le
comptage des mismatch, et sur la charge épitopique devrait
reconsidérer le mode d’attribution des greffons.

Conflits d'intéréts : L’ensemble des auteurs ne déclare pas
de conflits d’'intéréts en rapport avec cet article.
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