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. IMMUNOLOGIE ET TRANSPLANTATION RENALE

A. Introduction : généralités concernant la ftransplantation
rénale

Depuis la premicere transplantation rénale réalisée & Paris en 1952, les progrés ont été
considérables concernant les modalités de réanimation des donneurs cadavériques, les
techniques chirurgicales, les traitements immunosuppresseurs, ainsi qu’au plan théorique avec
une meilleure connaissance de 1’immunologie de greffe. Ces progrés ont permis un
allongement de la durée de vie moyenne des greffons.

En effet, le devenir du transplant chez le receveur & moyen et long terme est en partie
déterminé par la réaction immunologique de ce dernier vis-a-vis des antigénes du donneur. La
principale entrave a la transplantation demeure donc les différences concernant les systémes
d’histocompatibilité en dépit des nouvelles drogues immunosuppressives.

On décrit plusieurs systémes d’histocompatibilités :

o le systéme du groupe sanguin ABO fortement antigénique

e le complexe majeur d’histocompatibilité (HLA)

e les antigénes mineurs d’histocompatibilités : superantigénes, ou peptides
associés a des molécules CMH du donneur (présentation directe) ou du
receveur (présentation indirecte)

e les protéines MICA/MICB

Ces systémes d’histocompatibilité sont a Iorigine des réactions de rejets,
complications immunologiques de la transplantation, suspectée cliniquement et
biologiquement, puis confirmée en histologie.

D’un point de vue clinique, on décrit différents types de rejet : hyperaigu, aigu et
chronique.

Historiquement (1) le rejet d’allogreffe était attribué a la seule immunité cellulaire, les
stigmates de la réponse humorale, alloanticorps et complément, n’étant pas immédiatement
accessibles par les techniques conventionnelles, et ceux de la réponse cellulaire, étant les seuls
visibles en histologie : infiltrat lymphocytaire tubulo-interstitiel et/ou vasculaire. Ce concept
dominant était par ailleurs conforté par le succes relatif des thérapies dirigées contre les
cellules T.

Pour autant, I’alloimmunité humorale n’était pas totalement méconnue puisqu’elle est a
I’origine du rejet hyperaigu, premier obstacle que dii surmonter la transplantation d’organes,
et qu’elle constitue encore un frein a la xénotransplantation (2)

Le rejet humoral, suscite un intérét grandissant non seulement en transplantation rénale, mais
aussi, en greffe cardiaque, hépatique et pulmonaire (3)

D’un point de vue immunologique, on décrit le rejet cellulaire d’une part, le rejet humoral
d’autre part, faisant appel respectivement aux immunités a médiation cellulaire et humorale,
toutes deux pouvant se manifester sur un mode aigu ou chronique.

Notre propos s’attachant plus ici a la description du rejet humoral, dans une premiére
partie, nous effectuerons un rappel concernant le systéeme HLA en premier lieu impliqué dans
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la réaction de rejet d’allogreffe. Nous décrirons également les réponses alloimmunes
cellulaire et humorale en transplantation d’organe ainsi que les principes généraux des
différentes modalités de prévention : détection des anticorps anti-HLA chez les patients
inscrits sur liste d’attente de greffe, les différentes techniques de crossmatch, les mécanismes
d’action des différentes drogues immunosuppressives.

Dans une seconde partie, nous tenterons de décrire I’incidence du rejet humoral sur
I’activité de greffe rénale du CHU de Nancy entre le 1* décembre 2003 et le 31 mai 2005.
A la lumiére des résultats obtenus, nous tenterons de voir dans quelle mesure ils pourraient
nous permettre d’optimiser notre prise en charge diagnostique, notre suivi des greffons mais
aussi notre stratégie immunosuppressive.
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B. Le rejet d’allogreffe rénale : aspects cliniques (4)

Conséquence de la différence entre les systémes d’histocompatibilité du donneur et du
receveur le rejet aigu d’allogreffe rénale, est prévenu par le traitement immunosuppresseur, il
est d’abord suspecté sur une association de signes cliniques et biologiques :

Fiévre, tachycardie
Augmentation du volume du transplant
hypertension artérielle
diminution de la diurése des 24 heures ou non reprise de diurése
¢élévation de la créatininémie méme modeste
e diminution de la natriurése
Le rejet aigu peut toutefois étre parfaitement asymptomatique, ne se manifestant alors que par
des signes biologiques, en particulier, I’élévation de la créatininémie.
I1 nécessite au préalable que soient €liminés les autres causes de dysfonction du greffon :
- obstacles sur les voies excréto-urinaires
- complications vasculaires
- néphrotoxicité des anticalcineurines
- nécrose tubulaire aigue (d’origine ischémique)

Selon le délai de survenue par rapport a la greffe, on distingue :

- lerejet hyperaigu

- lerejet aigu précoce ou tardif

- le rejet chronique
Leurs mécanismes sont différents bien que résultant tous des différences existant entre les
systémes d’histocompatibilité des donneurs et des receveurs.

1. Le rejet hyperaigu

Il correspond & la perte du greffon immédiatement apres le rétablissement des anastomoses
vasculaires ou dans les 72 heures qui suivent la transplantation. 1l résulte de la présence chez
le receveur d’anticorps cytotoxiques préformés dirigés contre des antigénes du donneur
présents sur le greffon.

On observe cliniquement une interruption de la production d’urines, le greffon rénal
devenant macroscopiquement cyanotique, oedémati€.

Le rejet hyperaigu est actuellement rare du fait du recours, systématique en
transplantation humaine, au crossmatch, juste avant greffe, permettant de dépister de tels
anticorps. Lorsque ce test est positif notamment vis-a-vis des cellules T, il constitue une
contre-indication a la greffe. Notons qu’il constitue toujours un obstacle pour les
xénotransplantations compte tenu de la présence d’anticorps naturels dirigés contre Gal alpha
1,3 Gal carbohydrate (2)

En histologie, au microscope optique, le rejet hyperaigu se traduit par une thrombose
¢tendue, du fait d’aggrégats plaquettaires, affectant de facon prédominante, les artéres, les
artérioles et les capillaires glomérulaires. Des polynucléaires neutrophiles sont fréquemment
décrits au sein des thrombi. Des hémorragies interstielles peuvent aussi étre observées (3). En
immunofluorescence, on retrouve des dép6ts d’immunoglobulines G, M, de fraction C3 du
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complément et de fibrine au sein des parois capillaires et artérielles. Des dép6ts de fibrine
sont également présents au niveau des thrombi. Une analyse en microscopie électronique des
lésions précoces retrouverait une dégénérescence et une nécrose précoce de I’endothélium
vasculaire.

Si le greffon n’est pas enlevé dans les 24 heures, il s’ensuit une nécrose cellulaire
étendue avec de multiples zones d’infarcissements corticaux et médullaires.

Les principaux diagnostiques différentiels du rejet hyperaigu sont :
> la non fonction primaire li€e a des lésions irréversibles du donneur
» 1¢sions induites par des agglutinines froides de type IgM dirigés contre des antigénes
du groupe sanguin
» récurrence de syndrome hémolytique et urémique ou microangiopathie thrombotique
induite par les anticalcineurines.

Ces situations ne surviennent habituellement pas en post-greffe immeédiat

2. Le rejet aigu

Correspondant & une dysfonction aigue du greffon potentiellement réversible, par
renforcement du traitement immunosuppresseur, ce terme désignait historiquement la réaction
de rejet aigu & médiation cellulaire, se distinguant du rejet aigu a médiation humorale,
identifié de fagon plus récente.

a) Le rejet aigu a médiation cellulaire (4)

Le rejet aigu a médiation cellulaire, se présente soit sous une forme tubulo-interstitielle
soit sous une forme vasculaire. Il est fréquemment corticosensible.

En microscopie optique, les premiéres anomalies sont observées dans 1’interstitium
sous la forme d’un infiltrat lymphocytaire et d’un cedéme diffus. On retrouve peu de
monocytes ou de cellules plasmocytaires. Les polynucléaires éosinophiles sont habituellement
absents de méme que les polynucléaires neutrophiles. Les capillaires péritubulaires peuvent
étre dilatés, gorgés de lymphocytes en cours de migration vers I’interstitium. Les 1ésions de
tubulite résultent de 1’afflux des lymphocytes et des monocytes vers la paroi et la lumiére des
tubules rénaux. Cet afflux entraine une dégénérescence des cellules épithéliales. La membrane
basale tubulaire peut également étre altérée. Notons que cette tubulite n’a de signification
qu’en I’absence d’atrophie tubulaire préexistence dans les zones concernées

La forme vasculaire du rejet aigu & médiation cellulaire se traduit par une infiltration
de lymphocytes et monocytes au sein de ’endothélium artériel plus rarement la couche
musculeuse artérielle. Les cellules endothéliales peuvent étre « desquamées », vacuolisées,
cependant les 1ésions de nécrose pariétale ne sont pas observées dans ce type de rejet.

Il existe enfin une troisiéme forme de rejet aigu & médiation cellulaire : il s’agit de la
glomérulopathie aigue du transplant résultant d’un afflux de monocytes et de lymphocytes
dans la lumiére des capillaires glomérulaires ainsi que dans le mésangium.

En immunofluorescence, on observe des dépots de fibrine dans I’interstitium. Des
dépots segmentaires linéaires ou granuleux d’immunoglobulines G, de C3 ou de fibrine sont
observées dans la paroi des capillaires glomérulaires.
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La sévérité des 1ésions imputables au rejet aigu & médiation cellulaire est a I’origine de
la classification de Bantf, qui depuis 1993 a connu plusieurs modifications afin d’intégrer les
nouvelles données physiopathologiques.

La classification des lésions de rejet aigu repose en partie sur une analyse semi-
quantitative. En effet, tandis que les aspects histologiques de base pour poser le diagnostic de
rejet aigu cellulaire sont la tubulite et 1’artérite, 1’estimation du degré d’inflammation
interstitielle est nécessaire pour définir le grade du rejet.

-Histologie du rejet aigu d’allogreffe rénale : la classification de Banff 1993-

Stade 1a : infiltrat interstitiel significatif (>25% du parenchyme concerné) et foyers de
tubulite lymphocytaire modérée (>4 lymphocytes par section tubulaire ou groupe de 10
cellules tubulaires)

Stade 1b : infiltrat interstitiel significatif (>25% du parenchyme concerné) et foyers de
tubulite lymphocytaire sévére (>10 lymphocytes par section tubulaire ou groupe de 10
cellules tubulaires)

Stade 2a : présence d’une artérite intimale modérée

Stade 2b : artérite intimale sévére avec réduction >25% de la lumiére artériolaire.

Stade 3 : artérite transmurale et/ou nécrose fibrinoide associée 4 une inflammation
lymphocytaire

L’on peut dés a présent noter que selon la classification de Banff modifiée, les rejets
de stade 2 parfois, et plus fréquemment le type 3 peuvent comporter une composante
humorale (4).

Concernant la nature de I’infiltrat, il est classiquement constitué¢ de cellules T ou de fagon plus
large de cellules mononucléées. S’il comporte de 5 a 10% d’€osinophiles de polynucléaires
neutrophiles ou de cellules plasmocytaires, un diagnostic différentiel doit étre envisagé,a
savoir une réaction d’hypersensibilité ou une infection. La qualité de I’infiltrat doit donc étre
analysé en fonction du contexte clinique ; ainsi en cas de diminution de I’immunosuppression,
on observe un infiltrat essentiellement constitué de plasmocytes.

(1) Quelques  remarques  concernant les  [lésions
histologiques élémentaires du rejet aigu cellulaire dans la
classification de Banff

La tubulite lymphocytaire

Pour étre significative les 1ésions de tubulite doivent étre caractérisées en dehors des
zones d’atrophie tubulaire modérée a sévere, avec réduction de calibre de plus de 50%,
puisqu’un infiltrat cellulaire de 1’épithélium tubulaire est réguliérement observée dans de
telles zones et sur reins natifs, ne pouvant en conséquence étre considérée comme une réponse
spécifique a un alloantigéne.
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La classification des lésions de tubulite a connu quelques évolutions :

Selon Banff 93-95, le grade de la tubulite était défini par le nombre de monocytes, le
plus important, ayant franchi la membrane basale tubulaire, infiltrant 1’épithélium et résidant
entre ou au voisinage des cellules tubulaires, et ce, par section tubulaire. En cas de section
longitudinale du tubule, les résultats peuvent étre exprimés par champ de 10 cellules
tubulaires. Selon la modification de CCTT, cette tubulite significative doit se situer au niveau
de la zone comportant I’ infiltrat inflammatoire le plus important.

Enfin, la classification de Banff 97 (6), exige en sus que la tubulite soit présente sur plusieurs
sites.

L’atteinte artérielle

Selon les classifications de Banff 93-95, mais aussi 1999 (CCTT) il faut opérer une
distinction entre I’artérite intimale, correspondant & un infiltrat lymphocytaire au voisinage de
I’endothélium, de I’inflammation de la média avec nécrose pariétale vasculaire.

L’atteinte glomérulaire

La glomérulite, élément décrit, dans les classifications de Banff 93-95 et CCTT, n’est
pas stricto sensu un critére de rejet cellulaire, sa signification est controversée.
La glomérulite est gradée selon l’infiltrat en cellules mononucléées, 1’élargissement des
cellules endothéliales, le pourcentage de glomérule impliqués, et le caractére global ou
segmentaire du processus dans les glomérules imliqués. Dans la classification de Banff 97 la
glomérulite est gradée de gl a g3. Dans la classification CCTT, la glomérulite peut-étre
absente, focale, ou sévére

(2) Cas particuliers des rejets aigus cellulaires infra-
cliniques

L’attitude vis-a-vis des rejets aigus cellulaires infracliniques (le plus souvent avec
atteinte tubulaire seule) n’est pas univoque; il en va de méme pour les rejets aigus
« borderlines » (tubulite lymphocytaire n’excédant pas 4 lymphocytes par section tubulaire).
La décision de traiter ou non est alors fonction de I’expérience du centre, du traitement
d’entretien, de la date de la transplantation, et d’autres critéres cliniques et histologiques.

(3) Diagnostic différentiel du rejet aigu d’allogreffe a
médiation cellulaire
De nombreuses pathologies peuvent constituer un diagnostic différentiel. Ainsi la
présence de polynucléaires neutrophiles dans I’interstitium et/ou dans la lumicre tubulaire
peut signer une infection bactérienne, des 1ésions d’ischémie ou une zone d’infarcissement
(qui peut étre secondairement en rapport avec un rejet). Notons que si les polynucléaires
neutrophiles sont confinés dans les capillaires péritubulaires ou glomérulaires la possibilité
d’un rejet a médiation humorale doit &tre évoqué. Enfin la présence de nombreux
polynucléaires éosinophiles doit faire évoquer comme diagnostic différentiel, une possible
réaction d’hypersensibilité.
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Les infections virales doivent également tre évoquées en cas d’infiltrat inflammatoire
monocytaire, associé 4 une tubulite. La biopsie doit alors étre analysée soigneusement afin de
mettre en évidence des aspects cytopathogénes tels que des inclusions cellulaires
cytomégaliques, des inclusions intra-nucléaires ou intra-cytoplasmiques. En cas de haute
suspicion clinique et histologique, I’immunohistochimie et I’hybridation in situ peuvent
permettre d’identifier de 1’agent causal. Il peut s’agir du cytomégalovirus, du BK virus ou de
I’adénovirus.

Les plasmocytes peuvent également étre une composante de 1’infiltrat inflammatoire
en cas de rejet, mais elles peuvent également signer une infection. Si ces cellules plasmatiques
sont associées a un infiltrat inflammatoire aggressif, expansif et refoulant les structures
normales en particulier, si elles sont atypiques, il faut évoquer un désordre lymphoprolifératif
post-transplantation. La distinction entre un rejet aigu sévére et un désordre
lymphoprolifératif EBV-induit est cruciale car les sanction thérapeutiques sont opposées :
réduction de I’'immunosuppression en cas de désordres lymphoprolifératifs, renforcement de
ce méme traitement en cas de rejet aigu sévere.

Les désordres lymphoprolifératifs montrent typiquement un infiltrat nodulaire de monocytes
ou expansif avec des foyers irréguliers ou de la nécrose serpigineuse. Les lésions induites par
ces désordres lymphoprolifératifs peuvent étre focales ou diffuses ; elles peuvent intéresser le
tissu adipeux péricaliciel et le tissu nerveux. L’infiltrat présente des lymphocytes a différents
stades de différenciation : immunoblastes, cellules plasmatiques, grandes cellules clivées et
non clivées et petits lymphocytes ronds. Des cellules avec des atypies nucléaires marquées
sont habituellement présentes permettant le diagnostic différentiel avec le rejet.

Une tubulite peut également étre observée en cas de désordre lymphoprolifératif. De sorte que
hémopathie EBV-induite et rejet peuvent coexister sur une méme biopsie. Le plus souvent, le
diagnostic final requiert les résultats de I’immunophénotypage et de 1’hybridation in situ au
virus d’Epstein-Barr.

Le plus souvent, lorsqu’il s’agit d’une lymphoprolifération, ces deux techniques retrouvent
des cellules B EBV positives (CD20+), tandis qu’en cas de rejet aigu cellulaire, les cellules
sont de type T EBV négatives (CD3+)

La toxicité des anticalcineurines peut également constituer un diagnostic différentiel :
la toxicité aigue se manifeste par une vacuolisation tubulaire distale ou proximale, des 1ésions
des capillaires glomérulaires et artérioles rénales. Au long cours, un traitement par tacrolimus
peut entralner des dépdts hyalins artériolaires €osinophiles comportant de la fibrine, des
dépdts d’1gM, de C3 ou de Clq rendant difficile la distinction avec ceux résultant de 1’4ge, de
I’hypertension ou du diabéte. Une vacuolisation des myocytes artériolaires peut-étre observée,
mais ne doit étre attribuée & la toxicité du tacrolimus qu’aprés exclusion des autres causes.

ci-contre : illustration n°1. Analyse en microscopie optique de Iésions de nécrose fibrinoide pariétale au niveau
d’une artériole, par comparaison avec une artériole saine sur une biopsie de greffon rénal siége d’un rejet aigu
humoral (patient nancéen)
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b) Le rejet aigu a médiation humorale

Le rejet aigu a médiation humorale, (que nous évoquerons ultérieurement plus
longuement).

Bien que reconnue de longue date dans le rejet hyper aigu, en transplantation ABO

incompatible et en xénotransplantation, I’implication des mécanismes humoraux dans le rejet
aigu d’allogreffe suscita peu d’attention, jusque dans les années 1980(7). C’est a cette époque
que des travaux, menés par 1’équipe de Jeannet, associérent la présence d’anticorps de novo
spécifiques anti-donneurs & une mauvaise survie du greffon. De tels anticorps cytotoxiques
dirigés contre les molécules HLA notamment de classe 1 du donneur seraient retrouvés dans
20 a 30% des épisodes de rejets selon les séries, lesquels épisodes de rejets auraient une
évolution clinique plus péjorative.
Ce sont les travaux de Feucht, au début des années 1990, qui permirent d’identifier les dépots
de la fraction C4d du complément le long des capillaires péritubulaires comme stigmate d’un
rejet médié par les anticorps. Seule une fixation linéaire et diffuse du C4d au niveau de la
membrane basale de plus de la moitié des capillaires péritubulaires est considérée comme
significative (8). Ce type de fixation n’est d’ailleurs jamais observée en conditions
pathologiques hormis en cas de lupus, vascularite 8 ANCA, ou de syndrome de Goodpasture.
Le diagnostic différentiel étant alors relativement aisé.

Critéres diagnostiques du rejet humoral

1. Lésions tissulaires aigiies : nécrose tubulaire, dilatation des capillaires péritubulaires
gorgés de polynucléaires neutrophiles et/ou cellules mononucléées, glomérulite a
polynucléaires neutrophiles, thrombose capillaire, artérite intimale, nécrose fibrinoide,
inflammation artérielle intra-ou transmurale.

2. Dépots de C4d et /ou d’immunoglobulines dans les capillaires péritubulaires.

3. Présence d’anticorps anti-donneur de type HLA ou non.

L’on peut d’ores et déja, apporté quelques commentaires a cette définition, et
notamment souligner le fait que dans 43 & 60% des cas les signes de rejet humoral sont
associés a des signes de rejet aigu cellulaire (présence d’une tubulite lymphocytaire);
I’évolution est alors comparable a celle d’un rejet humoral et nécessite donc un traitement
agressif.

La description du rejet aigu humoral est a 1’origine de la révision de la classification de Banff
1997
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Classification de Banff 1997

Grade critéres
I Dépits de C4d et nécrose tubulaire
Rejet humoral aigu 11 Dépéts de Cdd, capillarite & PNN et/ou thrombose
I Deépots de C4d, artérite transmurale et/ou nécrose fibrinoide
| Inflammation interstitielle (>25% du parenchyme) et tubulite
Rejet cellulaire (=4 lymphocytes par section tubulaire)
aigu 11 Artérite intimale modérée a sévére
11 Artérite intimale et ou nécrose fibrinoide lymphocytaire
Néphropathie [ Fibrose interstitielle discréte et atrophie tunulaire
chronique 11 Fibrose interstitielle modérée et atrophie tubulaire
d’allogreffe 11 Fibrose interstitielle sévére et atrophie tubulaire

« Handbook for Transplantation » G.M. Danovitch

Mustration n®2:coupe en microscopie optique d’une biopsic de greffon rénal sigge d'un rejet aigu humoral.
Capillarite 4 polynucléaires neutrophiles : aspect congestif des capillaires, engorgés par un afflux de

lymphoeytes et de polynucléaires neutrophiles. (patient nancéen)
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Hlustration n®3: coupe en microscopie optique d'une biopsic de greffon rénal siége d’un rejet aigu humoral.
Glomérulite 4 polynucléaires neutrophiles. (patient nancéen)
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¢) Le rejet chronique humoral

Le rejet chronique humoral proprement dit peut se définir devant 1’association des signes
suivants :
1. Signes cliniques de dysfonction chronique du greffon
2. Slgnes histologiques de rejet chronique :
endartérite fibroproliférative ;
- glomérulopathie d’allogreffe associ€ée a une duplication de la membrane des
capillaires péritubulaires
- fibrose atrophie/tubulaire ;
3. Dépdts significatifs de C4d au niveau de capillaires péritubulaires
4. Présence d’anticorps anti-HLA circulants

Le rejet chronique humoral doit étre distingué de la néphropathie chronique terme
générique sous lequel il fut parfois décrit.

Atteintes vasculaires au cours du rejet chronique humoral :

Au cours du rejet chronique humoral, les modifications vasculaires spécifiques sont la
fragmentation de I’intima élastique (mieux observées sur colorations spéciales), et I’afflux de
cellules inflammatoires dans I'intima fibreuse. La prolifération de myofibroblastes et la
formation d’une néo-intima sont des aspects classiques. L.’amincissement de 1’intima fibreuse
est moins spécifique. L’importance de 1’occlusion du vaisseau le plus sévérement atteint
détermine la classification de ces modifications.

Atteinte glomérulaire au cours du rejet chronique humoral :

La glomérulopathie chronique du transplant correspond a une évolution de la
glomérulopathie aigu du greffon, et se traduit cliniquement par une protéinurie d’intensité
variable. Elle peut étre observée dés le 4™ mois en post-transplantation.

La glomérulopathie du transplant comporte donc des 1ésions spécifiques :

- Interposition de matrice mésangiale et de cellules au niveau de la
paroi des capillaires glomérulaires leur conférant un aspect en
double contour. La membrane basale apparait dupliquée, étendue
du fait de la présence de dépots sous-endothéliaux « non électron-
denses »

- Empéatement du glomérule, avec turgescence des cellules
endothéliales et mésangiales

- Expansion de la matrice mésangiale

- Infiltration du mésangium par des monocytes

- Mésangiolyse résultant de micro-anévrysmes capillaires

- Enfin la membrane basale des capillaires gloméruaires est
amincie, fragmentée.

La duplication des contours des capillaires glomérulaires est spécifique de la glomérulopathie
du transplant. En revanche, I’augmentation de la matrice mésangiale, méme importante, I’est
moins.

Le recours a la microscopie électronique ou I’immunofluorescence en histologie
>

permet la distinction entre glomérulopathie du transplant glomérulonéphrite
membranoproliférative récurrente ou de novo. Cette derniére présente en effet des dépdts
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électron-denses sous la membrane basale glomérulaire contrairement a la glomérulopathie du
transplant. De plus en immunofluorescence on retrouve préférentiellement des dépdts de
d’IgM plus que de C3 dans la glomérulopathie du transplant contrairement a la
glomérulonéphrite membrano-proliférative ou les dépdts de C3 sont prédominants.

C. Physiopathologie du rejet d’allogreffe

Historiquement le rejet d’allogreffe était un processus considéré comme principalement a
médiation cellulaire. L’impact délétére des anticorps dirigés contre le donneur était suspecté
depuis les années 60, mais les difficultés d’exploration de 1’alloimmunité humorale d’une part
et les recours thérapeutiques limités d’autre part, on fait que, jusqu’au début des années 90,
les efforts de recherche se sont concentrés sur 1’alloimmunité cellulaire ; les traitements
utilisés lors des rejets étant d’ailleurs essentiellement dirigés contre les effecteurs de
I’immunité cellulaire. Une publication intéressante de Jeannet et al en 1970 suggérait déja
que la production de novo d’anticorps spécifiques anti-donneur a I’encontre de I’organe
transplanté, pouvait induire des lésions séveres du greffon. (9) Ce n’est qu’au début des
années 90 qu'Halloran et al établirent les rejets aigus associés a la présence d’anticorps de
novo de type anti-HLA du donneur, définissait une entité clinicopathologique de pronostic
péjoratif.

Qu’il soit de nature humorale ou cellulaire, la réaction rejet d’allogreffe est
potentialisée par certaines conditions cliniques, en particulier, la durée d’ischémie froide : le
syndrome d’ischémie-reperfusion favorise ainsi la libération de cytokines pro-inflammatoires
et donc le recrutement de cellules de I’inflammation ainsi que par la présentation antigénique
liée & la présence de débris cellulairesde nécrose tubulaires(10).

1. Laréponse alloimmune a médiation cellulaire

Le primum movens de cette réponse alloimmune cellulaire est la reconnaissance par le
récepteur du lymphocyte T (ou TCR) du peptide antigénique du greffon associé a des
molécules du complexe majeur d’histocompatibilité ou CMH situés sur la membrane des
cellules présentatrices d’antigénes (lymphocytes, monocytes, macrophages, cellules
dendritiques, voir cellules endothéliales et cellules épithéliales en cas d’activation).

Selon qu’il s’agit de molécules du CMH du donneur ou du receveur, on distingue deux
mécanismes complémentaires que sont la reconnaissance directe et la reconnaissance
indirecte :

a) La reconnaissance directe

La reconnaissance directe : Elle correspond a la présentation des antigénes du donneur par les
cellules présentatrices d’antigénes ou CPA du donneur (cellules dendritiques tissulaires,
cellules endothéliales, et cellules épithéliales aprés activation par I’interféron gamma en cas
de rejet), et donc via le CMH du donneur, aux lymphocytes du receveur. Ces cellules
présentatrices peuvent migrer dans les organes lymphoides du receveur. (11). Cette voie
permet I’activation de 12 5 % des lymphocytes T alloréactifs du receveur. La reconnaissance
directe intervient notamment lors rejet aigu précoce

b) La reconnaissance indirecte

La reconnaissance indirecte correspond a la présentation des antigénes du donneur par les
cellules présentatrices du receveur et donc via le CMH de classe 2 (le plus souvent) du
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receveur. Les antigénes proviennent des protéines solubles et des protéines cytoplasmiques
libérées lors de la lyse cellulaire. Ce mode de reconnaissance indirecte intervient
essentiellement lors des rejets aigus tardifs et chroniques.

¢) Le récepteur du lymphocyte (12) T

Le récepteur du lymphocyte T

Les récepteurs d’antigénes des lymphocytes T ou TCR, sont des hétérodimeéres formés
par P’association de deux chaines polypeptidiques alpha/béta dans 90% des cas et
gamma/delta dans 1 a 10% des cas. Chaque chaine comporte un domaine variable ou V N-
terminal et un domaine constant C-terminal, une séquence hydrophobe d’une vingtaine d’AA
responsable de I’ancrage dans la membrane plasmique, ainsi qu’une courte séquence
intracytoplasmique.
Le site de liaison du récepteur T alpha/béta interagit avec un épitope présenté par les
molécules de CMH de classe 1 ou 2, le site de liaison du récepteur T gamma/delta, en
revanche fixe les épitopes non associé¢s aux molécules de CMH.
En régle générale, chaque lymphocyte exprime sur sa membrane une seule espéce de
récepteur T.
Les récepteurs alpha/béta ou gamma/delta sont associés en surface aux complexes
moléculaires CD3 qui en outre sont nécessaires a I’expression de ces mémes récepteurs sur la
membrane du lymphocyte T.
Enfin le complexe « récepteur T/CD3 » a la surface des lymphocytes alpha/béta est associé
aux molécules coréceptrices CD4 ou CD8 interagissant respectivement avec les molécules
CMH de classe 2 et 1, participant ainsi a la transduction du signal activateur en provenance de
CD3: CD4 et CDS8 étant en effet associées dans leur portion intracytoplasmique 3 une
tyrosine kinase p56Ick. Protéine de la famille src, elle joue un rdle important dans I’activation
des lymphocytes T. Outre CD4 et CD8, elle est également associée a CD2 et la chaine béta du
récepteur de I’interleukine?. L’inactivation du géne Ick, entraine une hypoplasie thymique et
une profonde lymphopénie périphérique.

Au niveau du domaine variable du récepteur T, le plus haut degré de variabilité des

amino-acides est concentré sur 3 zones appelées régions déterminants la complémentarité
ou CDR 1 a 3. La variabilité des domaines CDR1 et CDR2 est héritée de la lignée germinale,
en revanche celle de CDR3 est générée pendant la maturation de chaque cellule T.
La capacité des récepteurs T a distinguer les molécules du CMH de classe 1 ou 2 est ainsi si
précise que le remplacement d’un seul amino-acide au niveau d’un de ces sites stratégiques du
domaine variable de la chaine alpha peut modifier la spécificité du récepteur T d’une classe
HLA vers une autre.

Les trois CDR s’associent au sein d’un paratepe pour interagir avec le complexe CMH-
peptide de la cellule présentatrice d’antigéne.

Les régions CDR1 et CDR2 des chaines alpha et béta interagissent avec les chaines alpha des
- molécules de CMH de classe 1 ou 2.

CDR1lalpha interagit avec le segment N-terminal du peptide, CDR1 béta interagit avec le
segment C-terminal.

CDR3 interagit avec la zone de peptide situé en surface : 1 & 4 acides aminés pour les peptides
présentés par les molécules HLA de classe 1; 6 AA pour ceux présentés par les molécules
HLA de classe 2. Au sein de ces séquences peptidiques de surface, il existe un amino-acide
dit « dominant » indispensable pour I’interaction avec le TCR. Des modifications au niveau
des amino-acides adjacents peuvent étre responsables d’interaction de plus faible affinité et
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d’un signal incomplet & I’origine d’une anergie du lymphocyte T.

La migration des cellules dendritiques permet donc la présentation du complexe
peptide allogeéne/ molécule CMH de classe 2 (allogéne ou non) au niveau des zones riches en
cellules T des tissus lymphoides. Les lymphocytes T naifs vont passer ainsi au contact de ces
cellules interdigitées et selon la structure de leur TCR alpha/béta certains seront activés et
initieront un processus d’expansion clonale et de différenciation. Le terme de synapse
immunologique a en conséquence pu étre employé par certains auteurs, afin de désigner le
complexe temporaire formé par la cellule dendritique et le ou les lymphocytes T CD4 ou CDS8
a son contact. La zone centrale de la synapse est ainsi formée par le TCR (ou CMH sur la
cellule présentatrice d’antigéne) tandis que les molécules d’adhésion (CD43 et CD45) sont en
périphérie. Une polymérisation de 1’actine dans la cellule T est nécessaire pour former ces
synapses. Les molécules de CD4, initialement nombreuses dans la zone centrale seront dans
un second temps remplacées par CD28.

La reconnaissance, directe ou indirecte est ensuite suivie d’une activation et d’une
expansion clonale des lymphocytes T alloréactifs CD4+ stimulés par les molécules HLA de
classe 2 et CD8+ stimulés par les molécules HLA de classe 1.

Des signaux de costimulation sont fournis par I’interaction des molécules d’addhésion
intercellulaire : CD4/HLA DR, LFA1/ICAMI et ICAM2, CD28 avec B7 (CD80 et CD86).
Ces signaux activateurs permettent le passage de la cellule T des phases G0 a G1, I’expression
de CD25 et la formation d’un récepteur d’IL2 de haute affinité, étape stimulée par ILI1,
inhibée par PGE2. IL2, synthétis€e en phase G1, se lie & son récepteur sur un mode autocrine
ou paracrine et permet la synthése d’ADN et donc la mitose (progression du lymphocyte de la
phase G1 vers la phase S).

Des cellules T alloréactives vont ensuite se différencier en cellules T cytotoxiques
spécifiques des antigénes HLA de classe 1 des cellules stimulantes. Une méme cellule T peut-
étre alloréactive et reconnaitre le peptide d’un antigéne de I’environnement, associé & une
molécule HLA du soi lors de la reconnaissance indirecte ou du non soi lors de la
reconnaissance directe. Cette réaction lymphocytaire mixte entraine une différenciation
d’effecteurs cytotoxiques spécifiques d’antigénes portés par les cellules stimulantes.

Les lymphocytes cytotoxiques spécifiques des antigénes HLA de classe 1 sont de
phénotype CD8+ et ceux reconnaissant les antigénes de classe 2 sont de phénotype CD4+.

L’expansion clonale permet d’obtenir une réponse secondaire de cin€tique accélérée
lors d’une nouvelle stimulation par des cellules ayant des antigénes HLA-D communs avec
les premiéres cellules stimulantes.

Les cellules CD4+ alloréactives stimulées par les complexes moléculaires HLA de
classe2/peptide portés par I’endothélium du greffon et les cellules dendritiques d’une part, les
cellules CD8+ activées par les antigtnes HLA de classe 1 d’autre part, produisent un
ensemble de cytokines (IFN gamma, IL2, TNF alpha) qui stimulent la production d’IL1, de
TNF, d’IL6, d’IL8 et I’expression d’antigéne HLA de classe 2 par les cellules endothéliales.
Ces cytokines augmentent la perméabilité vasculaire et provoquent [infiltration
caractéristique par des cellules mononucléées et, a plus long terme, la prolifération
endothéliale.

IL6, TNFalpha, la béta 2 microglobuline et la CRP, voient leurs taux sériques
augmentées. Ces cytokines sont produites principalement par les cellules CD4+ de profil Thl
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et CD8+ sous le controle positif d’IL12 ; leur syntheése est inhibée par les cellules de profil
Th2 (production de cytokines inhibitrices IL4 et IL10).

Les cellules T CD8+ cytotoxiques détruisent les cellules du greffon par reconnaissance
des complexes peptides /HLA de classel ou 2 :
> addhésion,
» libération de granzyme, de perforine ou bien de Fas ligand de TNF de
lymphotoxine,
» induction d’une apoptose.

2. Laréponse alloimmune a médiation humorale

Le rejet aigu était jusqu’a présent considéré comme essentiellement médié par les
lymphocytes T. Cependant le rejet aigu & médiation humorale semblerait intervenir dans prés
de 20 4 30% des cas des épisodes de rejet.

Les facteurs de risque de la réponse alloimmune a médiation humorale ont été
identifiés (13) :

- Transplantations antérieures,

- Sexe féminin,

- Grossesse,

- Crossmatch historiques positifs,
- Augmentation du PRA,

Le rejet aigu a médiation humorale serait de moins bon pronostic et réfractaire aux
thérapeutiques immunosuppressives habituellement utilisées.

Il fut d’ailleurs pendant longtemps de diagnostic difficile du fait de 1’absence de
marqueur histologique ou immunohistochimique fiable, et ceux jusqu’a ce que les travaux de
Feucht, au début des années 1990, révelent I'intérét des dépdts de C4d, sujet que nous
traiterons plus loin dans notre exposé.(14)

Longtemps sous-estimés, les alloanticorps anti-HLA ont été indépendamment
découverts par Dausset (15) et van Rood JJ.Leur mécanisme d’action demeura longtemps
imparfaitement élucidé (16).

Le rejet hyperaigu, en cas de transplantation ABO-incompatible ou chez les receveurs
possédants des anticorps préformés anti-HLA de classe 1, témoigne cependant de leurs
capacités destructrices sur les organes greffés. Ils sont ainsi fréquemment associés a un risque
de perte précoce ou tardive des greffons .

Dans le rejet aigu d’allogreffe, de nombreux travaux s’attachérent a démontrer I’intérét
des anticorps spécifiques anti-donneurs de type anti-HLA en tant que marqueurs sérologiques
fiables et en tant que facteur de risque de dysfonction du greffon.

Ainsi dans un article publié en 2005,(14), Zhang décrivait une étude prospective portant sur
49 patients transplantés rénaux ayant fait 1’objet d’un monitorage en post-transplantation des
anticorps anti-donneurs de type anti-HLA. Ces 49 patients, greffés entre octobre 2001 et mai
2003 étaient considérés comme étant a risque de rejet d’allogreffe selon les critéres suivants:

- Reprise différée de la fonction du greffon,

- Transplantation(s) antérieure(s),

- Incompatibilités HLA.
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Tous les patients avaient un crossmatch B et T négatif avant greffe aussi bien en
microlymphocytotoxicité qu’en cytométriec de flux, & I’exception d’un patient dont le
crossmatch en cytométrie de flux était faiblement positif probablement par le fait d’anticorps
non HLA. Sur les 49 patients, 11 développeront des anticorps spécifiques anti-donneurs de
type anti-HLA et 19 autres des anticorps anti-HLA non spécifiques du donneur.

Les 19 patients ayant développés des anticorps anti-HLA non spécifiques du donneur ne
présenteront, durant la période d’étude ni rejet aigu cellulaire, ni rejet aigu humoral. En
revanche, il retrouvait une relation temporelle entre I’apparition des anticorps spécifiques
anti-donneurs et la survenue d’un rejet humoral. Inversement, durant la période d’étude, parmi
les 8 patients ayant développé un rejet aigu humoral, 7 développeront de tels anticorps anti-
donneurs avant ou juste aprés la biopsie. Le 8¢me n’en développera que tardivement, vers le
75¢eme jour en post-biopsie probablement du fait de 1’adsorption des anticorps sur le greffon.

a) Génération des anticorps spécifiques antidonneurs

(16)
Les alloanticorps peuvent étre formés en cas de transfusions, de grossesses, ou de
transplantations ; ils sont dirigés le plus souvent contre les molécules CMH de classe 1 ou 2 et

sont le plus souvent de type IgG avec une haute affinité. Dans le cas particulier de la
transplantation rénale, leur cible principale est I’endothélium du greffon.

La réponse B primaire a lieu dans les organes lymphoides secondaires : les ganglions.
Son maxima est obtenu en 14 jours. Dirigée contre les antigénes du CMH de membrane, elle
débute par la liaison de molécules du CMH avec le récepteur du lymphocyte B ou BCR.

Les molécules de CMH allogéniques sont le plus souvent sur la membrane des cellules
du donneur mais peuvent également €tre libérées en tant que protéines solubles ou insérées
sur la membrane d’une vésicule. Ces formes peuvent étre également reconnues par les cellules
T dans les organes lymphoides secondaires ou a I’intérieur du greffon.

Le BCR est sensé reconnaitre le CMH natif et non sa forme dénaturée, pour générer
des alloanticorps qui vont se lier & ce méme CMH a la surface des cellules du donneur.

En I’absence d’alloantigénes, les cellules B restent dans les follicules primaires avec
les cellules dendritiques.

Lors de la rencontre de 1’antigéne avec la cellule B, le follicule primaire croit , devient
un follicule secondaire composé d’un anneau de cellules B entourant un centre germinatif
lequel contient des cellules B proliférantes et des cellules T helpers.

Le récepteur des lymphocytes B ou BCR, comporte un site de liaison et deux
hétérodimeres de transduction du signal : immunoglobuline alpha et immunoglobuline béta.

La liaison de I’antigéne sur son site déclenche

e une voie de signalisation intracellulaire : activation de MAPK, d’IP3 et Ca2+,
aboutissant & une réponse effectrice humorale, la participation des cellules T helpers
étant indispensable,

e I’internalisation de 1’antigéne, lequel s’associe aux molécules CMH de classe 2 au
sein du systéme vésiculaire sous membranaire, puis est présenté a la surface des
cellules T, notamment CD4+ helpers, du follicule. Ces derniéres produiront alors des
cytokines nécessaires a I’expansion clonale & la différenciation et la maturation des

30



cellules B

Les cellules B activées pourront alors soit migrer en dehors du centre germinatif, se
différencier en cellules plasmocytaires & courte durée de vie assurant la production initiale
d’anticorps et perdant alors la plupart de leur marqueur de surface ; soit demeurer au sein de
ce centre germinatif, et subir une mutation hypersomatique les amenant & produire des
anticorps de haute affinité (plasmocytes dans la rate et les ganglions a court terme, dans la
mcelle a long terme) et/ou a se transformer en cellules B mémoires. Certains auteurs ont ainsi
pu parler de « réaction du centre germinal » (17)

Les premiers anticorps ainsi produits étant de type IgM, un switch s’opére ultérieurement
au profit des IgG.

b) Fondements de la coopération entre les cellules B et T
lors de la réponse humorale

Dans les organes lymphoides secondaires les cellules B et T ont des localisations
différentes :

Les cellules B sont situées dans la zone corticale (avec les cellules dendritiques) des
nodules lymphoides ou dans la zone marginale de la rate, tandis que les cellules T se trouvent
dans la zone paracorticale des nodules lymphoides ou dans les manchons lymphoides
périartériolaires de la rate ou ils interagissent avec les cellules dendritiques provenant de la
périphérie.

La liaison du BCR et de 1’antigéne induit la migration de la cellule B vers la frontiére
entre les zones B et T : la production des chémokines CXCL19 et CXCL21 par les cellules B
active puis attire les cellules T vers cette méme zone frontiére. Ces cellules B activées
expriment également CD7 et CD40.

En présence d’une cellule B et de son antigéne spécifique, la cellule T libére a son tour
des cytokines et signaux costimulateurs pour la production d’anticorps. Les cellules T activées
produisent ainsi CD40L (ligand de CD40)

Or P'interaction CD40 /CD40L intervient lors du switch isotypique des IgM vers les
IgG.

La coopération B-T est donc nécessaire pour la production efficiente d’anticorps et pour la
définition de leur spécificité.

Cette coopération permet en effet la différenciation des cellules B en plasmocytes de courte
durée de vie, perdant la plupart de leur marqueur de surface et produisant des anticorps.
Expérimentalement, les souris déficientes en composants des voies de signalisation CD40,
CD28 et ICOS ont une capacité réduite a générer des centres germinatifs et cellules B
mémoires, présentent également une réponse humorale défaillante vis-a-vis des antigénes T-
dépendants (17).

Les premiers anticorps produits initialement retournent dans les organes lymphoides
secondaires au sein des complexes immuns ot ils sont reconnus par les cellules B de haute
affinité

A mesure que le taux d’antigénes décroit, seules les cellules B avec récepteurs de haute
affinité continuent de proliférer.

Les cellules B mémoires sont activées suite & une seconde exposition au méme

antigene. Elles ont un BCR de haute affinité, résultant du processus de maturation lors de la
réponse primaire. Elles sont activées par un plus faible taux d’antigénes, et produisent un taux
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d’anticorps plus important dans des délais plus brefs.

La réponse anticorps secondaire est plus importante, plus rapide et plus spécifique.
La longévité de cette réponse anticorps (humorale) est due au maintien de la présence des
cellules B plasmocytaires a longue durée de vie ou a la persistance d’antigénes. La réponse
humorale au long cours est donc le fait de plasmocytes post-mitotiques et résidant
principalement dans la moélle osseuse, produisant des anticorps de type IgG de haute affinité.

La survie des cellules plasmatiques est régulée via un phénoméne de compétition pour
un nombre limité de niches de survie : meelle osseuse, pulpe rouge de la rate, tissu lymphoide
associé aux muqueuses (MALT). Cette compétition permet la sélection de cellules produisant
les anticorps de la plus haute affinité.

Une stimulation antigénique persistante entralne de ce fait la génération de nouvelles
cellules plasmocytaires et donc la production d’anticorps de haute affinité, 1’élimination
sérique des antigénes et enfin I’arrét de la génération de nouvelles cellules plasmatiques
permettant la diminution de la compétition pour les niches de survie : au total, il persiste dans
ces niches des cellules mémoires post-mitotiques & longue durée de vie produisant des
anticorps de haute affinité.

La survie de ces cellules a longue durée de vie dans la meelle osseuse est promue par la
présence de signaux extrinséques de survie cellulaire fournis par la mcelle. Ainsi
expérimentalement lorsque les cellules plasmatiques sont placées in vitro en milieu de culture,
leur durée de vie n’excede pas quelques jours. Les facteurs impliqués dans la promotion de la
survie des cellules plasmatiques dans la mcelle osseuse, seraient des cytokines IL-6, les
interactions avec VLA (very late antigen), IL-5, TNF-alpha, CD44, et BCMA. Par ailleurs les
cellules plasmocytaires expriment les facteurs anti-apoptotiques BCL-2, A20 et IAP-2. Enfin,
on peut citer I'implication d’un facteur de régulation nucléaire appartenant a la famille
Ikaros : Aiolos, intervenant dans la modulation de I’expression de génes de survie des ces
cellules plasmatiques a longue durée de vie, mais aussi lors de la transformation des cellules
B matures en cellules plasmatiques & longue durée de vie. (17).

Dans le cas particulier du rejet d’allogreffe, la stimulation antigénique persiste sur une longue
période du fait de la persistance du greffon rejeté ou de fragments tissulaire de ce demier. De
ce fait, la réponse humorale anti-CMH du donneur perdure du fait de la stimulation de
lymphocytes alloréactifs et dans ce cas ne nécessite pas de plasmocytes a longue durée de vie.
En revanche, les patients, faisant I’objet d’une transfusion ou d’une grossesse, présentent
également des anticorps anti-CMH du donneur en dépit de I’absence de stimulation
antigénique persistante. Dans ce cas la source d’antigénes peut provenir de cellules du
donneur microchimériques.

c) Spécificité antigénique des alloanticorps anti-
donneurs

Les antigénes susceptibles d’induire une réponse alloimmune humorale

Un alloantigéne médiateur d’une réaction de rejet humoral doit étre exprimé a un taux
significatif ou étre inductible par I’interféron gamma. II est incompatible entre le donneur et le
receveur, et est, de ce fait, capable d’induire une réponse alloanticorps importante.

Déja évoqués plus haut, ceux sont essentiellement les antigénes des groupes sanguins
ABO, les antigénes du complexe majeur d’histocompatibilité de classe 1 et 2. Toutefois, les
systémes mineurs d’histocompatibilité, les protéines MIC (MHC related protein) de type A et
B de méme que certains antigénes endothéliaux jouent un r6le non négligeable.
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En transplantation humaine, le meillear moyen de réduire I’immunogénicité du
greffon est de minimiser les différences alloantigéniques entre le receveur et le donneur par la
sélection du donneur.

Ceci comporte dans un premier temps le respect des antigénes des groupes sanguins ABO et
secondairement, la recherche d’anticorps préformés chez le receveur, dirigés contre les
cellules du donneur par une technique de crossmatch (18, 19).

Les molécules du CMH sont indispensables a I’initiation de la réponse immune.

Plus récemment a été décrite une famille nouvelle dont les molécules ont une structure
analogue a celles de type HLA de classe 1, codées par les génes MIC (MHC class 1 chain
related genes) de A a E. Elles sont exprimées sur 1’épithélium cutanéo-muqueux et les
fibroblastes ; leur fonction exacte est imparfaitement connue.

Ces antigénes non-CMH ou antigénes d’histocompatibilité mineurs peuvent également
induire un rejet ; leur importance est démontrée en clinique par le fait que les greffons bien
appariés, a D’exception des jumeaux homozygotes, nécessite tout de méme une
immunosuppression pour prévenir le rejet.

(a) Le systéme HLA

Le complexe HLA, situé sur le bras court du chromosome 6, bande p 21.3, contient
plus de 200 génes, soit environ 1/1000"™ du généme humain (20, 21). Ces génes sont en
liaison étroite, les haplotypes étant transmis en bloc des parents aux enfants. Plus de 40
d’entre eux codent pour les antigénes HLA, les autres étant un assortiment de génes non liés
au systeme HLA mais fonctionnellement impliqués .

Le CMH a une organisation relativement stable entre les espéces. Son polymorphisme
résulte de son caractére multigénique, multiallélique. Son expression est codominante :
chaque alle¢le sur chaque haplotype étant exprimé.

Les génes HLA sont divisés en 3 classes, mais seules les 2 premiéres sont
importantes :
Les classes 1 et 2 sont fonctionnellement et structurellement différentes.

1. Les geénes de classe 1 codent pour la chaine polypeptidique alpha de la molécule de
classe 1 ; la chaine béta est codée par un géne situé sur le chromosome 15 : le géne de
la béta 2 microglobuline. La chaine alpha comporte 5 domaines : deux domaines de
liaison peptidique (alpha 1 et 2); un domaine immunoglobuline-like (alpha 3) ; la
région transmembranaire ; la portion cytoplasmique. 11 y a 20 génes de classe 1dans la
région HLA. Les génes HLA-A, B, C dits classiques sont les principaux acteurs de la
scéne immunologique.

2. Les génes de classe 2 codent pour les chaines polypeptidiques alpha et béta des
molécules de classe 2. Chaque chaine alpha ou béta comporte 4 domaines : domaine
de liaison peptidique, domaine immunoglobuline-like, domaine transmembranaire et
portion intracytoplasmique.

Toutes les cellules de 1’organismes possédent a leur surface des molécules HLA de classe
1, notamment les cellules dendritiques, macrophages et lymphocytes en revanche elles sont
présentes en densité plus faible sur les hépatocytes voir nulle sur les érythrocytes, les cellules
du systéme nerveux central, les €pithélium acinaires du pancréas et des glandes salivaires,
I’endothélium cornéen, le trophoblaste et les cellules embryonnaires au début de leur
développement. Le niveau d’expression des molécules HLA de classe 1 est induite par les
IFN alpha béta et gamma ; ’expression des molécules HLA A B C béta 2 microglobuline et
TAP (protéine chargée du transport des molécules HLA de classe 1 a travers I’appareil de
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Golgi puis de leur expression en surface) (21) est coordonnée.

Les molécules HLA de classe 2, en revanche, ne sont présentes que sur quelques types
cellulaires : les cellules présentatrices d’antigénes a savoir les lymphocytes B, les cellules
dendritiques, monocytes/macrophages, entérocytes des villosités, épithélium des voies
respiratoires, progéniteurs hématopoiétiques, et aprés activation sur I’endothélium vasculaire
et les lymphocytes T. L’expression des molécules HLA de classe 2 est induite par IFN
gamma, IL4, IL13, TNF alpha et béta, GM-CSF, réprimée par PGE2. Ainsi, en présence
d’interféron gamma, d’autres cellules peuvent exprimées les molécules HLA de classe 2.

La fonction des molécules de classe 1 et 2 est de présenter de courts fragments peptidiques
pathogenes aux cellules T; processus initiant la réponse immune adaptative. Cependant, tandis
que les molécules HLA de classe 1 sont impliquées dans la présentation des peptides
endogénes aux cellules T CD8+, les molécules HLA de classe 2 interviennent pour la
présentation des peptides exogénes aux cellules T CD4+.

Processing et présentation des antigénes

Les cellules sont équipées d’un systéme de gestion et de recyclage de déchets ; au sein
duquel interviennent des protéasomes, chargés de la dégradation des protéines en de plus
petits fragments. Les peptides issus de ce processus sont ensuite dégradés en amino-acides
dans le cytoplasme ou transférés dans le réticulum endoplasmique.

Les protéines extracellulaires subissent une voie de dégradation différente. Elles sont
incorporées dans de petits sacs qui s’invaginent au niveau de la membrane plasmique. Elles
sont alors prises en charge par des vésicules endocytiques, qui fusionnent avec les lysosomes
primaires comportant un assortiment d’enzymes protéolytiques, pour former un endosome.
Au sein des endosomes, les protéines ingérées sont dégradées tout d’abord en peptides, puis,
au sein de petites vésicules, en amino-acides.

Les deux chaines polypetidiques des molécules de classe 1, la chaine alpha et la
béta2microglobuline, sont fabriquées séparément par les ribosomes sur la face cytosolique du
réticulum endoplasmique, puis sont finalement assemblées. Ils empruntent des canaux
spéciaux pour se diriger vers la surface luminale du réticulum endoplasmique. Les chaines
sont alors pris en charge par des molécules chaperones (calnexine, calreticuline, protéine p57
du réticulum endoplasmique, tapasine, etc), ces molécules chaperonnes assurent que les
polypeptides ne soient pas produits prématurément, qu’ils soient correctement glycosilés, que
la chaine alpha rencontre bien la chaine béta au moment approprié, et que cette union
s’effectue sans incident.

La molécule de classe 1 est alors conduite a la surface cellulaire grace au systéme des
protéines TAP. Ces molécules de classe 1 sont liées a la membrane plasmique via la portion
transmembranaire de la chaine alpha. Dans cette position, elle présente 1’essentiel de la chaine
alpha (domaines alpha 1, 2, et 3) et la chalne béta-2-microglobuline aux autres cellules.
Simultanément, les molécules de classe 2 sont préparées a recevoir les peptides générés par la
voie de processing des protéines endocytées.

Comme les deux chaines des molécules de classe 1, celles des molécules de classe 2 sont
synthétisées séparément a la surface cytosolique du réticulum endoplasmique. Elles sont
ensuite acheminées et assemblées & la surface luminale du réticulum endoplasmique avec
I’aide de molécules chaperones.

Mais contrairement aux molécules de classe 1, les molécules de classe 2 ne vont pas
s’associer aux allopeptides dans le réticulum endoplasmique. Elles sont en effet liées a une
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protéine invariante qui se comporte comme un signal « stop » s’opposant a la liaison
peptidique et prévient I’association prématurée des peptides.

Enfermées dans des vésicules, les complexes molécules de classe 2/chaines invariantes
séjournent dans une région du cytoplasme ou elles sont susceptibles de rencontrer des
endosomes avec leur contenu de protéines exogenes. Les vésicules membranaires et les
endosomes fusionnent pour former le compartiment du CMH classe 2 au sein desquelles les
protéases dégradent les protéines exogénes et 1’essentiel de la chaine invariante (les molécules
de classe 2 étant remarquablement résistantes & 1’action des enzymes).

La chaine invariante est éliminée par des molécules spécialisées dans cette tAche, un peptide
dérivé d’une protéine exogene se glisse alors, dans le sillon. Le complexe molécule CMH de
classe 2/peptide exogene est alors exporté a la surface de la molécule.

La présentation des peptides exogénes par les molécules CMH de classe 1 se fait
simultanément dans la plupart des cellules. En revanche transformation et présentation des
peptides exogénes sont des fonctions restreintes aux cellules B, macrophages et cellules
dendritiques qui sont trés efficace pour la récupération du matériel exogéne pour I’endocytose
et la phagocytose.

Bien que les molécules de classe 1 et 2 forment des complexes avec les peptides endogenes et
exogenes respectivement, cette ligne de démarcation n’est en aucun cas absolu: des
complexes associant molécules de classe 1 et peptides exogénes d’une part, molécules de
classe 2 et peptide endogene, existent, mais leur mécanisme de formation est imparfaitement
connu.

La surface de chaque cellule est ainsi « décorée » de 100000 a 300000 molécules HLA de
classe 1 ou 2 liées a des peptides endogenes pour les cellules non infectées. Les peptides
endogenes sont présentés en plusieurs centaines ou milliers de copies et pour certains
quelques unes.

Ces complexes peptides/HLA sont reconnus par les lymphocytes T.

En transplantation rénale, ce sont les molécules HLA A B et DR qui retiennent le plus

I’attention du clinicien : HLA C n’étant pas aussi polymorphique que HLA A et B, HLA DQ
étant étroitement 1ié & HLA DR. Les incompatibilités concernant les loci HLA A B DR ne
sont cependant pas des contre-indication a la greffe, bien que la durée de vie des greffons
semble augmentée avec le nombre d’identités HLA.
En cas de greffe a partir de donneurs vivant apparentés, on tente également de réduire les
différences concernant les alléles du CMH de classe 1 et 2 entre le donneur et le receveur.
Tous les receveurs et donneurs potentiels font 1’objet d’un typage HLA. Les compatibilités
HLA entre donneur et receveur améliorent la survie du greffon, notamment pendant la
premiére année et ce d’autant que leur nombre est plus élevé.

Le nombre de compatibilités HLA revét cependant une importance moindre depuis
I’avénement des nouvelles drogues immunosuppressives.

(b) Les antigénes des groupes sanguins ABO
donneur et receveur était classiquement respectée. Cependant, du fait de la pénurie de
greffons, des cas de transplantations ABO incompatibles, sous certaines conditions, ont pu
étre envisagées.
En transplantation ABO incompatible, la capacité des anticorps anti-ABO a médier un
rejet, devient apparente dés les premiers jours. Les antigénes A et B sont en effet présents sur
les cellules endothéliales, le glomérule, I’interstitium, mais pas sur les cellules tubulaires ou
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mésangiales, et sont les cibles des anticorps anti-A ou B.

Le concept de transplantation du sous-groupe A2 vers le groupe non-A est largement admis
comme étant possible. De 1974 a 2001, 134 cas de transplantation rénale du groupe A2 vers
les groupes O/B ont été publiés. Elles ont été réalisées lorsque le taux d’anticorps anti-A était
bas avant transplantation. Le taux de survie du greffon a un mois était de 79% :

En 1987, fut publiée une série de cas de transplantations rénales réussie d’un greffon
provenant d’un donneur vivant apparenté en dépit de la barriere ABO, utilisant une quadruple
immunosuppression et la splénectomie.18 des 24 patients transplantés rénaux ABO-
incompatibles avait un greffon fonctionnel 4 1 an .

Actuellement des résultats satisfaisants sont obtenus en transplantation hépatique
ABO-incompatible, mais toujours moindre qu’en transplantation ABO-compatible. Il faut
cependant noter que de telles transplantations sont effectuées en situation d’urgence.

Les transplantations ABO-incompatibles cardiaques ou pulmonaires sont plus rares.
Quelques rares cas ont réussi chez des enfants porteurs de cardiopathies congénitales. Ces
succes seraient diis & I’immaturité de leur systéme immunitaire : ils semblent développer une
tolérance par délétion des clones de cellules B produisant des anticorps anti-A ou anti-B.

Les anticorps anti-ABO en transplantation d’organes auraient des propriétés
différentes des anticorps anti-HLA : effectifs en phase précoce plus qu’en phase tardive par
des mécanismes impliquant wune accommodation, modulation antigénique, et
immunorégulation (22).

(¢) Les protéines MICA/MICB (23, 24, 25)

Décrites de fagons indépendantes par deux équipes en 1944, ce sont des protéines associées
aux molécules HLA de classe 1. Ce sont des antigénes hautement polymorphes, susceptibles
d’étre la cible d’une réponse alloimmune. Environ 60 all¢les de MICA et 25 alléles de MICB
ont été identifiés a ce jour.
Les protéines MICA sont présentes a la surface des lymphocytes T périphériques, leur
expression activée en cas de stimulation des cellules T. Le géne de la protéine MICA est situé
a proximité de HLA-B et est relié¢ aux génes CMH de classe 1. L’existence de similarités entre
MICA et CMH de classe 1, signifie que MICA lie les mémes ligands et sont des cibles
potentielles des réponses humorale et cellulaire. Les protéines MIC ne sont pas associées a la
béta2microglobuline et délimitent une fente trop étroite pour accueillir les peptides
susceptibles d’étre présentés aux cellules T. En revanche, elles constituent des ligands pour
les récepteurs d’activation NKG2D & la surface des cellules NK, cellules T CD8+ et cellules T
gamma/delta.

En se liant a NKG2D, les protéines MICA/MICB fournissent une puissante
costimulation aux cellules NK et aux cellules T et peuvent de ce fait influer sur I’amplitude et
le devenir des fonctions effectrices de la réponse immune.

Ces molécules sont également présentes a la surface de 1’endothélium, constituant ainsi une
cible pour la réaction de rejet d’allogreffe. Elles peuvent induire la formation d’alloanticorps
impliqués dans la réponse alloimmune a médiation humorale.

La fonction physiologique précise des protéines MICA/MICB est imparfaitement connue.
Exprimées sur la surface membranaire des fibroblastes, elles semblent intervenir dans le
processus d’inhibition de contact (26). Par ce biais, elles semblent également altérer le
potentiel cytotoxique des cellules « natural killer »

Quoiqu’il en soit, I’importance grandissante des alléles MICA, notamment en transplantation
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rénale est soulignée par une ¢tude intéressante de Y. Zou publiée en 2006 : cet auteur
détectaient par cytométrie de flux (luminex) la présence d’anticorps anti-MICA dans les
sérums prélevés chez des patients inscrits sur liste d’attente de transplantation rénale, mais
aussi chez des patients greffés, et au sein d’éluats obtenus a partir de picce de
transplantectomie ; ce dernier €lément étant en faveur de leur implication dans le rejet a
médiation humorale (27).

(d) Autres antigénes susceptibles d’induire une réponse

alloimmune

Des antigénes endothéliaux, (28, 29, 30) plus précisément les récepteurs AT1 de
I’angiotensine 2 ont été incriminés dans la réaction de rejet d’allogreffe.
Des anticorps pathogénes dirigés contre deux épitopes de la seconde portion extra-cellulaire
du récepteur AT1 ont pu étre mis en évidence dans le sérum de patients transplantés rénaux,
ayant développé un rejet sévére corticorésistant avec hypertension artérielle.
Expérimentalement, I’injection d’alloanticorps anti-récepteur AT1 induit des modifications
vasculaires et une ascension des chiffres tensionnels chez les rats transplantés rénaux. La
fixation de ces anticorps sur leur cible entraine I’activation de ERK 1 et ERK 2, AP-1 et NF
kappa B dans les cellules endothéliales.

Des anticorps agonistes des récepteurs AT1 similaires ont été mis évidence en cas de
prééclampsie. Néanmoins 1’épitope cible serait différent dans les 2 situations.

Notons que la recherche en matiére d’anticorps anti-cellules endothéliales est génée
par la variabilit¢ des lits vasculaires rendant difficile 1’établissement d’une méthode de
détection standardisée. De plus I’intérét clinique des antigénes cibles des anticorps anti-
cellules endothéliales a longtemps été trouble.

Au plan ultrastructural, les anticorps anti-récepteurs AT1 induisent une
phosphorylation de ERK1/2 dans la cellule endothéliale. La liaison de I’anticorps au récepteur
AT1 entraine une cascade de signalisation mimant I’action de I’angiotensine 2 a I’origine de
dommages au sein du greffon.

Plus récemment, certains auteurs ont montré que 1’angiotensine 2 agirait également
comme une cytokine pro-inflammatoire participant a divers désordres vasculaires. Les
anticorps anti-récepteurs AT1 induiraient une réponse inflammatoire par activation de NF
kappa B.

L’inhibition de I’activit¢ de NFkappa B par un « oligodéoxynucléotide decoy » réduirait
Pinfiltration tubulo-interstitielle dans les greffons rénaux de rats.

Par ailleurs, les biopsies de greffons, siéges d’un rejet associé aux anticorps anti-
récepteurs AT1, ont une expression du facteur tissulaire augmentée. On constate de ce fait une
majoration de son activité procoagulante et de la survenue de thromboses occlusives.

L’on ne sait pas encore parfaitement si les anticorps antirécepteurs AT1 agissent par le
biais de leur activité proinflammatoire et procoagulante ou par le biais de la réponse immnune
spécifique. Les récepteurs AT1 étant présents sur les monocytes humains, une action des
anticorps sur les lymphocytes, les monocytes et les cellules dendritiques est en effet possible.

On ne sait non plus pour quelles raisons de tels anticorps se développent chez certains
patients et ni pourquoi ils ont pour cible le greffon. Il est possible que ces patients aient un
polymorphisme particulier.

Une autre hypothése serait que les 1ésions d’ischémie-reperfusion en post-transplantation
induiraient une altération de I’expression intra-greffon des récepteurs AT1 en terme de densité
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et de conformation. De sorte qu’un phénomeéne déclenchant entrainerait une activation de
I’immunoréactivité local intragreffon a leur encontre.

Toutefois, dans la mesure ou de tels anticorps n’ont été détectés que dans un laboratoire,leur
réalité pourrait étre remise en question.

(2) Conséquence de la liaison antigéne-anticorps

(a) Généralités
Les alloanticorps sont les principaux effecteurs de la réponse humorale ; ils sont divisés en
cinq sous-types : A/E/G/M/D ayant une structure commune constituée de quatre chaines
polypeptidiques :
e deux chaines lourdes identiques,
e deux chaines légéres identiques.

Chaque chaine 1égére est liée de mani¢re covalente a une chaine lourde et les chaines
lourdes sont liées de maniére covalente entre elles.

Les segments N-terminaux des chaines légeéres et lourdes sont responsables de la
spécificité antigénique de I’anticorps.

Le segment C-terminal de la chaine lourde varie selon les isotypes et participe a la
définition de la fonction effectrice de la molécule (fragment Fc). L’immunoglobuline interagit
par ce biais avec les protéines du complément et les récepteurs Fc des cellules immunes.

Les récepteurs Fc sont des récepteurs cellulaires interagissant spécifiquement a certains sites
des fragments Fc des différentes classes et sous-classes d’immunoglobulines :

- On distingue les récepteurs de hautes affinité fixant les
immunoglobulines monomériques libres ou sous forme de complexes
immuns monovalents d’une part et les récepteurs de faible affinité ne
fixant que les immunoglobulines sous forme d’aggrégats ou de
complexes multivalents,

- On les retrouve notamment a la surface des polynucléaires
(neutrophiles, éosinophiles, basophiles), des lymphocytes (B, T, NK) et
macrophages/monocytes,

- Selon le type cellulaire, ils assurent des fonctions diverses : réaction
d’hypersensibilité, transcytose, clairance des IgG plasmatiques.

La liaison de I’alloanticorps & son alloantigeéne spécifique a 2 principaux effets :
- L’activation du complément
- La cytotoxicité dépendante des anticorps (ADCC)
- opsonisation

Cependant, les anticorps liant I’antigéne peuvent parfois directement altérer la fonction
de ce dernier : blocage de 1’adhésion cellulaire, activation d’un récepteur, modification
membranaire ou du cytosquelette.

Ainsi les alloanticorps anti-CMH de classe 1 ou 2 peuvent parfois directement agir sur
Pendothélium en I’absence d’intervention des leucocytes ou du complément.
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(b) Le complément

Le complément (31, 32) constitue I'un des principaux mécanismes effecteurs de
I’immunité & médiation humorale. Il assure 3 principales activités physiologiques :
- Défense contre les infections bactériennes pyogenes
- Lien entre I’'immunité innée et adaptative
- Elimination des complexes immuns et des produits des Iésions
inflammatoires

Le complément fut initialement identifi€ comme un composé thermo-labile du sérum
« complétant » activité des anticorps quant & 1’élimination des bactéries.

C’est un systtme de défense composé d’au moins 30 protéines sériques, inactives
jusqu’a ce qu’elles soient clivées par des protéases qui les convertissent a leur tour en
protéases. Les protéines plasmatiques du complément, constitue prés de 15% des globulines.

La nomenclature du complément suit ’ordre de découverte des différentes protéines.
La premicére voie découverte ou voie classique du complément est initiée par la liaison d’un
anticorps a la surface cellulaire, s’achéve avec la lyse de la cellule. 1l s’agit des composés C1
aCo.
La seconde voie découverte fut la voie alterne.
Les protéines du complément situées sur les membranes cellulaires sont soient des récepteurs
pour les protéines activées du complément, soient des protéines de régulation du complément.

Il existe ainsi trois voies d’activation du systeme du complément :
1. lavoie classique : activée par les complexes antigéne/anticorps
2. lavoie des mannoses
3. lavoie alterne : correspondant a I’activation spontanée du composé C3 du complément

Les trois voies d’activation du complément convergent vers la génération de C3
convertase, enzyme clivant C3. Cette protéine située au cceur du systéme du complément,
contient un pont thioester interne. Le clivage de C3 en C3b par la C3 convertase active ce
pont et permet pour une courte période la liaison covalente stable aux groupements hydroxyls
des carbohydrates et protéines du voisinage immédiat. Les autres molécules de C3 sont
inactivées par liaison aux molécules d’eau. La liaison de C3 permet la poursuite de
P’activation du complément dans et autour du microorganisme, aboutissant également a la
production d’anaphylatoxines lesquelles ont un réle chémotactique aidant au recrutement des
cellules et & I’expansion de la réponse immune. La régulation du clivage de C3 est de ce fait
cruciale.

Une fois C3b liée de fagon covalente a la membrane, il y a deux possibilités :

1. Amplification : d’autres molécules de C3 sont clivées et se lie 4 la membrane. Ce
processus nécessite une autre molécule du complément qui est le facteur B. Lorsque le
facteur B se lie au C3b, il active le facteur D et forme I’enzyme C3 convertase C3bBb.
Cette enzyme clive d’autres C3, permettant a plus de C3b de se lier a la membrane.

2. Inactivation : processus médié par le facteur I, le facteur H et deux protéines de
membranes CD35 et CD46

Les mécanismes de régulation du complément sont organisés de telle sorte que
Pactivation du complément est concentrée sur la surface du microorganisme étranger, les
dépots de complément sur les tissus et cellules normaux étant limités.

Le clivage de C3 conduit a la formation d’un complexe d’attaque membranaire
(MAC), constitué de 18 protéines disposées en un tube, s’insérant dans la membrane et
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induisant la lyse cellulaire. Le complément peut ainsi induire des Iésions endothéliales
directes et par le biais des anaphylatoxines entrainer la constitution d’un infiltrat leucocytaire
dans la paroi des vaisseaux.

Ce systtme intervient également comme un médiateur des 1ésions d’ischémie-
reperfusion, induisant des 1ésions vasculaires et des cellules parenchymateuses.
11 est aussi responsable de I’inflammation lors du rejet d’allogreffe.

En transplantation, c’est la formation des complexes immuns et donc la voie classique
qui constituent le principal mode d’activation de la voie classique du complément. Clq
déclenche le processus d’activation lorsqu’il rentre en contact avec des anticorps au sein des
complexes immuns. C1q constitue alors un pont entre I’immunité innée et adaptative.

Le complément a également un rdle important dans I’induction de la réponse
humorale. Ceci fut démontré tout d’abord par Pepy : la formation des anticorps dirigés contre
les antigénes dépendants des cellules T est réduite chez les animaux dépourvus de C3.

Une cellule B commence a proliférer lorsque 1’antigéne lie a sa surface des molécules
d’immunoglobulines (récepteurs d’antigeénes). L’activation des cellules B est modulée par des
corécepteurs ce qui inclus des récepteurs de composants du complément, notamment le
récepteur du complément de type 2. Lorsque I’antigéne rencontre une cellule B en présence de
complément, le seuil pour I’activation de la cellule B est abaissé. En effet lorsque 1’antigéne
est couplée a une molécule C3dg (fragment de C3, ligand du corécepteur du complément de
type 2), beaucoup moins d’antigéne sont nécessaires (d’un facteur de 10000) pour déclencher
la production d’anticorps a un taux donné par rapport a un antigéne natif.

Seuls les alloanticorps de sous-types IgM, Ig(G1/2/3 activent la voie classique du
complément : la formation du complexe antigéne-anticorps permet 1’exposition d’un site de
liaison pour C1. Chaque molécule de C1 nécessite deux sites Fc pour étre activée; ceci
explique que les IgM pentamériques activent plus efficacement le complément, contrairement
aux IgG monomériques, lesquelles nécessitent une plus grande densité d’antigénes pour
présenter des sites Fc a proximité les uns des autres. Lors de la réaction de rejet d’allogreffe,
la production accrue d’interféron gamma dans le greffon assure 1’augmentation de
I’expression de CMH permettant une activation efficace du complément par les IgG.

Il existe en outre, en transplantation rénale, une production locale de complément

susceptible de moduler cette réaction de rejet par altération de la réponse immune T
cellulaire : lors de la réaction de rejet d’allogreffe, on observe une production locale de
complément a lieu au niveau de 1’épithélium tubulaire, mais aussi de ’endothélium, aptes a
synthétiser des composés des voies classique et alterne. Ainsi les greffons provenant de
donneur déficient en C3 sont moins fréquemment rejetés, témoignant de I’importance de cette
production locale de C3. De méme, les cellules T activées par des cellules présentatrices
d’antigénes déficientes en C3 conduisent a une réponse immune T-cellulaire amoindrie.
Le complément activé sur des sites de 1ésions tissulaires peut provoquer des dommages via le
dépdts d’éléments du complexes d’attaque membranaire et de composés se liant aux cellules
tels que C3b et C4b, lesquels activent des leucocytes porteurs de récepteurs du complément. I1
peut également amplifier des lésions par le biais d’anaphylatoxines C5a et C3a ce qui
provoque ’afflux et I’activation de cellules inflammatoires.
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Les deux modalités selon lesquelles le complément est activé au niveau tissulaire sont
1. les complexes immuns par la voie classique
2. les lésions d’ischémie-reperfusion qui expose les lipides et les protéines
mitochondriales. Les cellules nécrotiques et tissues lésées sont déficientes en
molécules régulatrices du complément qui en situation normale préviennent la liaison
au complément. Le complément participe ainsi a la nécrose tissulaire post-ischémique,
ces altérations pouvant concerner les cellules parenchymateuses et endothéliales

Le syst¢me du complément peut faire I’objet de régulation :
- Les protéines régulatrices du complément, telles que CD46 /CD55 /CD59,
préviennent la destruction des cellules normales par le complément.
- Le rein serait plus sensible a 1’action du complément du fait d’un faible
niveau d’expression de CD55.

Enfin on peut noter que complément et les cellules B interagissent étroitement au sein
de la réponse alloimmune puisque des déficits composés du complément affectent le switch
de classe d’immunoglobulines et la génération de cellules B mémoires.

(c) La cytotoxicité dépendante des anticorps

Les IgG circulantes, lient les antigénes, situés a la surface des cellules cibles, par leur
domaine Fab. Une fois « liés », les fragments Fc deviennent accessibles pour interagir avec
les récepteurs Fc présents a la surface des leucocytes.

Un récepteur Fc, de type CD16, exprimé a la surface des cellules NK, active la
production, par ces mémes cellules, de cytokines (interféron gamma, TNF) et la libération des
protéines cytotoxiques contenues dans leurs granules. Le processus de lyse cellulaire des
cellules NK au cours de ce phénoméne de cytotoxicité dépendante des anticorps (ADCC) est
proche de celui des lymphocytes T cytotoxiques mais, dans ce cas précis, la spécificité est
conférée par les anticorps et non par le récepteur T.

La libération de cytokines (chemokines) et de molécules d’adhésion est a 1’origine
d’une augmentation de la perméabilité endothéliale et du recrutement des monocytes.

Les monocytes recrutés, vont se différencier en macrophages, lesquels verront leurs
propres fonctions effectrices accrues par I’interféron gamma produit, in situ, dans le greffon :
ils peuvent agir comme des cellules présentatrices d’antigénes et possédent des récepteurs Fc
de haute affinité.

Les macrophages interviennent en phase aigu et chronique. Cependant leur réle exact au cours
du rejet 2 médiation humoral est imparfaitement élucidé.

Il faut noter le cas particulier des immunoglobulines E : la réponse IgE contre les
produits du CMH n’est pas observée en transplantation clinique. Ceci est peut-étre dii a la
grande quantité d’interféron gamma et autres cytokines Th-1 like produites au cours du rejet
qui promeuvent la réponse immune cellulaire et de ce fait supprime la réponse allergique. En
transplantation clinique, €osinophiles, basophiles et mastocytes sont parfois observés dans le
rejet mais ils ne sont jamais prédominants et leur signification est mal déterminée.
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D. Prévention du rejet d’allogreffe : crossmatch et traitements
immunosuppresseurs

1. Typage HLA et dépistage des anticorps anti-HLA avant

transplantation chez les patients inscrits sur liste d’attente

Ce dépistage nécessite le recours aux techniques de microlymphocytotoxicité, mais
aussi ELISA que nous décrirons plus loin. La recherche est effectuée de fagon systématique
tous les mois et au décours de tout événements immunisants: transfusions, grossesse,
transplantectomies de greffons antérieurs. On définit ainisi un taux de PRA (« panel réactive
antigen ») permettant de distinguer les sujets immunisés (taux de PRA>10%) et les sujets
hyperimmunisés (taux de PRA>80%).

2. Respect des régles classiques d’allocation des greffons
(33)

Pour les patients hyperimmunisés (PRA>80%), on définit des antigénes permis. En
terme d’attribution des greffons, la priorité leur est accordée lorsque I’on se trouve en
situation de « fullmatch ». Il en va de méme, pour les patients dont le taux de PRA est
compris entre 5 et 79%. Enfin, les transplantations ABO compatibles mais non identiques sont
autorisés pour les sujets hyperimmunisés : les patients de groupe sanguin A ou B peuvent

recevoir des greffons de groupe O, les patients de groupe sanguin AB peuvent recevoir des
greffons O, A ou B.

3. Le crossmatch (34, 11)

Le crossmatch en prétransplantation a pour objectif de détecter la présence d’anticorps
préformés au sein du sérum du receveur, dirigés contre des antigénes du donneur notamment
portés par les lymphocytes B et T de ce demier et donc d’éviter la survenue d’un rejet
hyperaigu, actuellement rare. Un crossmatch positif en lymphocytotoxicité, notamment
lorsqu’il intéresse les cellules T, est une contre-indication a la greffe.

Les crossmatch ont été introduits en transplantation clinique courante depuis la fin des
années 1960. Des auteurs tels que Terasaki, Mc Clellard, Kismeyer-Nielsen et Kjerbye
développérent les  techniques de  détection des anticorps anti-HLA  par
microlymphocytotoxicité. Ces limites conduirent au développement ultérieur d’autres
méthodes.

Différentes techniques de crossmatch sont a ce jour utilisées :
- Microlymphocytotoxicité : CDC et AHG-CDC
- ELISA
- Cytométrie de flux

a) Technique de crossmatch par microlymphocytoxicité :

C’est la méthode la plus utilisée pour la détection d’anticorps anti-HLA avant
transplantation. Le sérum du patient est incubé séparément avec les cellules B et les cellules T
du donneur. Le complément est ajouté a la solution afin de promouvoir la lyse cellulaire qui
sera ensuite détectée. L’augmentation du temps d’incubation du complément, accroit la
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sensibilité du test et permet de détecter de faible taux d’anticorps

. Cette technique de crossmatch par microlymphocytotoxicité ou CDC détecte
essentiellement les anticorps de haute affinité de type IgG et fixant efficacement le
complément. Pourtant de nombreux anticorps dirigés contre des antigénes publiques
typiquement retrouvés chez les patients hyperimmunisés ne sont pas mis en évidence en
microlymphocytotoxicité classique.

Cette technique comporte ainsi plusieurs limites :

- Elle est peu sensible,

- Elle ne détecte que les anticorps liant le complément, & savoir les
immunoglobulines de type IgG et IgA,

- Elle ne permet pas de définir la spécificité HLA des anticorps,

- Elle comporte un certain nombre de faux positifs: les auto-
anticorps notamment de type lupique, les complexes immuns.

Le crossmatch par microlymphocytotoxicité peut étre sensibilisé par 1’adjonction
d’une globuline anti-humaine ou AHG-CDC : I’antiglobuline est ajoutée au test avant le
complément ; elle favorise la fixation du complément en liant les anticorps anti-HLA entre
eux. Ce test est plus sensible car il permet de détecter des anticorps présents a des taux plus
faibles et/ou non-cytotoxiques.

b) Technique de crossmatch par ELISA ( enzyme-linked
immunoabsorbent assay)

La technique ELISA a recours & des antigénes HLA de classe 1 ou 2 purifiés ou
solubilisés, du donneur, et fixés sur une plaque. Le sérum du patient est ajouté, suivi d’un
second anticorps lié a une enzyme et dirigé contre les immunoglobulines G anti-humaines.
L’interprétation des résultats est effectuée par comparaisons des mesures de densités optiques.
Ni les lymphocytes viables, ni la fixation du complément ne sont ici nécessaires. Elle n’est
pas non plus soumise aux interférences dues aux drogues immunosuppressives, au sérum anti-
lymphocytaire ou I’anticorps monoclonal anti-CD3 (OKT3), contrairement aux méthodes par
microlymphocytotoxicité. Enfin la spécificité (HLA) peut également étre déterminée en
ELISA. Elle permet donc un dépistage systématique des anticorps anti-HLA chez les patients
en attente de greffe. (35)

Différentes équipes ont développé une nouvelle application de la technique ELISA, appelée
GTIQS : celle-ci utilise des molécules HLA solubles pour cibles (36).

c) Technique de crossmatch par cytométrie de flux

Technique la plus sensible, elle ne comporte que 5 a 10% de cas de faux positifs. Elle
est capable de détecter de trés faibles taux d’anticorps circulants qu’ils fixent ou non le
complément. Sa place est cependant controversée. En effet la cytométrie de flux n’étant pas
de pratique courante pour les crossmatch finaux avant transplantation, des greffes ont pu avoir
lieu en dépit d’un crossmatch rétrospectif positif par cytométrie de flux (avec toujours un
crossmatch T en lymphocytotoxicité négatif). De tels crossmatch positifs par fluorocytométrie
sont fréquemment associés a un nombre plus élevés d’épisodes de rejets aigus, et a une moins
bonne survie des greffons a 1 an aprés retransplantation, mais aussi a ’occasion d’une
premiére greffe (37, 38) Dans une étude publiée en 1998, M.C.Bittencourt retrouvait
également une moins bonne survie des greffons aprés un crossmatch B positif par cytométrie
de flux. En effet les crossmatch B positif, de fagon générale, et par cytométrie de flux en
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particulier ont une signification controversée : cette positivité peut étre le fait d’anticorps
dirigés contre des antigénes non HLA, contre des antigénes HLA de classe 2 ou de classel,
les deux étant exprimés a la surface des cellules B. Toutefois, le recours plus fréquent au
crossmatch par cytométrie de flux, a permis une amélioration de la survie des greffons chez
les patients allo-immunisés

Un crossmatch T positif en microlymphocytotoxicité est classiquement considéré

comme une contre-indication a la transplantation rénale. L’attitude vis-a-vis du crossmatch B
est moins univoque selon les €quipes, et sa positivité ne constitue pas une contre-indication
formelle.
Nous verrons toutefois que ’évolution actuelle, en particulier la pénurie de greffons
disponibles, I’essor de la transplantation & partir de donneurs vivants et surtout 1’émergence
de nouveaux concepts concernant les mécanismes de rejet d’allogreffe et donc 1’évolution des
thérapeutiques , conduisent a la remise en question des dogmes précédemment établis.

4. Les traitements immunosuppresseurs (39, 40, 41, 42, 43)

a) Base des différentes stratégies immunosuppressives :
modele des 3 signaux d’activation lymphocytaire T

Le premier signal résulte de la présentation de I’antigéne au récepteur T par la cellule
présentatrice d’antigéne, lequel signal est transmis via le complexe CD3 au niveau intra-
cellulaire.

Le second signal, ou signal de costimulation, résulte de la I’interaction d’un ligand de
costimulation, tel que B7-1 (CD80) ou B7-2 (CD86) a la surface de la cellule présentatrice
d’antigéne avec le récepteur CD28 sur la membrane du lymphocyte T. en I’absence de second
signale, les cellules T deviennent anergiques ou évoluent vers I’apoptose. Inversement,
lorsque les cellules T sont activées, le facteur de régulation CTLA4 ou CD152, est exprimé a
sa surface membranaire. Celui-ci présente une affinité pour B7-1 et B7-2 de 500 a 2500 fois
plus importante que CD28. CTLA4 inhibe donc la stimulation des lymphocytes T.

Ces 2 premiers signaux activent des voies de signalisation intracellulaires conduisant a
la synthése d’interleukine 2 et autres facteurs de croissance.

L’activation du récepteur de I’interleukine 2 (CD25) active 4 son tour mTOR qui
fournit le 3°™ signal déclenchant la prolifération lymphocytaire.

b) Les corticostéroides

Les corticostéroides ont pour principal effet immunosuppresseur, celui de réduire la
synthése des cytokines et leurs récepteurs produits par les cellules T et cellules
présentatrices d’antigéne. Les corticostéroides sont des molécules hydrophobes diffusant
en intra-cellulaire, se fixant sur des récepteurs cytoplasmiques associés a la protéine HSP
de 90kDa. La protéine HSP est alors dissociée; le complexe stéroide-récepteur est
transloqué vers le noyau ou il fixe une séquence nucléotidique GRE (éléments de réponse
aux glucocorticoides). Les séquences GRE sont situées sur les séquences promotrices de
différentes cytokines. Les corticostéroides inhibent également la translocation vers le
noyau de NF kappa B (facteur transcriptionnel induisant la synthése de nombreuses autres
cytokines). Ils inhibent donc la synthése des interleukines 1 ; 2 ; 3 et 6 ; TNF alpha et IFN

44




gamma, de sorte que tous les stades de 1’activation des lymphocytes T sont entravés.

c) Les inhibiteurs de la calcineurine

Les anticalcineurines inhibent virtuellement de facon sélective la réponse immune. Ils
ne sont théoriquement pas myélosuppressifs et n’interférent pas avec les fonctions
phagocytaires des polynucléaires neutrophiles.

Bien qu’ayant un mode d’action similaire, tacrolimus et cysclosporine sont 2 molécules
différentes.

La cysclosporine est un polypeptide cyclique de 11 amino-acides d’origine fungique,
tandis que le tacrolimus est un macrolide isolé a partir de culture de Streptomyces
tsukubaensis.

La cyclosporine d’une part, le tacrolimus d’autre part se lient a un récepteur
cytoplasmique, respectivement, la cyclophiline et le tacrolimus binding-protein (FKBP).
Chacun de ces complexes est apte a fixer la calcineurine, protéine phosphatase dont la
fonction habituelle est de déphosphoryler certaines protéines régulatrices nucléaires telles que
le facteur nucléaires d’activation des cellules T (NFAT), facilitant ainsi leur translocation
nucléaire.

L’inhibition de la calcineurine, par le tacrolimus ou la cyclosporine, altére le niveau
d’expression de certains genes de cytokines impliqués dans ’activation des cellules T tels que
les génes de l’interleukine 2, 4, de ’interféron gamma et TNF alpha mais aussi des génes
CD40l, des protooncogénes H-ras et c-myc. La résultante en est une réduction de la
prolifération lymphocytaire.

Dans le cas particulier de la cyclosporine, on observe une augmentation du niveau de
TGF béta lequel inhibe a son tour I’interleukine 2 et ’activation des cellules T cytotoxiques
d’une part et induit une fibrose interstitielle d’autre part.

d) L’acide mycophénolique: mycophénolate mofetil et
mycophénolate sodique

Utilisé en transplantation clinique depuis 1995, le mycophénolate mofetil est une prodrogue
issue de la fermentation de Penicillium species. Sa forme active est I’acide mycophénolique.

L’acide mycophénolique est un inhibiteur enzymatique réversible de 1’inosine
monophosphate déhydrogénase (IMPDH). L’IMPDH est impliquée dans la synthése de novo
des purines et catalyse la formation de guanosine a partir des purines.
I’acide mycophénolique est donc un antimétabolite d’action théoriquement sélective sur les
lymphocytes B et T

In vitro, 1’acide mycophénolique inhibe la prolifération des lymphocytes B et T, la
génération d’anticorps, I’apparition de molécules d’adhésion a la surface des lymphocytes et
donc la fixation de ces derniers sur la paroi endothéliale. L’acide mycophénolique participe
également au traitement des épisodes de rejet aigu en inhibant le recrutement des monocytes
sur les sites de rejet, prévenant ainsi ’interaction de ces cellules avec les cellules cibles. Aprés
une prise orale, I’acide mycophénolique, est rapidement inactivé par glucuronidation. Son pic
sérique est atteint en deux heures, pour ensuite étre rapidement indétectable. II semble
rapidement éliminer par les lymphocytes ; de précédentes études basées sur les mitogénes
retrouvaient des taux d’inosine monophosphate déhydrogénase (cible du MMF) rapidement
restaurés apres administration de drogues. Néanmoins, ’acide mycophénolique interférerait
avec la glycosilation des protéines, expliquant ses effets a long terme (43).

Enfin, dans le cadre du rejet chronique, il prévient le développement des 1ésions d’artério- et
d’artériolosclérose.
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e) Les inhibiteurs de mTOR : sirolimus et everolimus

mTOR ou « mammalian target of rapamycine » est une protéine kinase centrale dans la
régulation de la division cellulaire.

Les inhibiteurs de mTOR se lient & une protéine cytoplasmique: FKBP ou
« tacrolimus-binding protein ». Le complexe ainsi formé & pour cible, non pas la calcineurine
mais la protéine mTOR dont I’inhibition altére la prolifération cellulaire dépendante des
cytokines et bloque la cellule en phase G1, I’empéchant de progresser vers la phase S.

Ces inhibiteurs de mTOR ne sont pas spécifiques des lymphocytes.

f) Les anticorps monoclonaux

L’OKT3 est un anticorps monoclonal de type IgG d’origine murine. 11 résulte de
I’hybridation d’un lymphocyte B de murin sécrétant des anticorps avec une cellule
my¢lomateuse non sécrétante.

L’OKT3 a pour cible les lymphocytes T : il se fixe sur une sous-unité de 20kDa du
complexe CD3 du récepteur des lymphocytes T. Il s’ensuit une inactivation des récepteurs T
qui sont alors endocytés et disparaissent de la surface cellulaire. Les cellules T inactivent sont
ensuite éliminées de la circulation périphérique par phagocytose. L.’OKT3 cible ainsi
différents types de cellules T : CD4+, CD8+, CD11+.

La réapparition des cellules T en fin de traitement peut étre due a la formation d’anticorps
neutralisants, dont ’impact est minimisé par I’association de I’OKT3 a un inhibiteur de la
calcineurine.

Les anticorps monoclonaux anti-CD25 (daclizumab et basiliximab).

Utilisés en prévention des épisodes de rejet, dont ils sont censés réduire I’incidence,
ces composés ont pour cible la protéine CD25 correspondant a la sous-unité alpha du
récepteur de I’interleukine 2. Leur action est donc complémentaire a celle des inhibiteurs de la
calcineurine.

Autres anticorps monoclonaux d’utilisation plus rare en transplantation

- Le rituximab, anticorps monoclonal anti-CD20, entrainant une déplétion des
lymphocytes B. En transplantation clinique, il fut utilisé pour réduire le taux d’anticorps anti-
HLA chez les sujets hyperimmunisés, pour la négativation des crossmatch en cas de greffe a
partir de donneurs vivants ou d’incompatibilit¢ ABO. Il constitue également un recours
potentiel dans le traitement du rejet aigu 4 médiation humorale.

- Anticorps ciblant les molécules d’addhésion (ICAM)
Les anticorps polyclonaux

Il s’agit actuellement le plus souvent de thymoglobulines, obtenues par immunisation
d’un lapin contre des thymocytes humains. Les anticorps polyclonaux ainsi développés
seraient pour partie des anticorps cytotoxiques dirigés contre des marqueurs des lymphocytes
T. Les thymoglobulines entrainent donc une importante déplétion lymphocytaire; les
lymphocytes T sont éliminés par le systéme réticulo-endothélial, lysés, leurs marqueurs de
surfaces masqués par les anticorps.
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g) Les nouvelles drogues immunosuppressives

FTY720

Nouvel immunosuppresseur correspondant un analogue structural de la myricine,
dérivé des herbes chinoises. FTY720 réoriente le phénoméne de « homing » des lymphocytes
B et T, I’objectif étant de réduire le taux de lymphocytes B et T dans le sang périphérique et
de le majorer au niveau des ganglions lymphatiques et plaques de Peyer.

Son mécanisme d’action repose sur D’activation d’un récepteur membranaire
lymphocytaire couplé a une protéine G, appartenant a la famille EDG (famille des génes de
différenciation endothéliale). Ces récepteurs sont impliqués dans les processus de mobilité
lymphocytaire, et un certain nombre d’entre eux ont pour ligand commun la sphingosine-1-
phosphate avec lequel FTY720 présente des analogies structurales.

FTY720 favorise la séquestration des lymphocytes B et T dans les organes
lymphatiques. Il s’ensuit une lymphopénie périphérique et une régression de Dinfiltrat
lymphocytaire dans le greffon.

Le développement de FTY720 a été interrompu dans ’indication de transplantation mais se
poursuit dans le traitement de la SEP.

E. Diagnostic de rejet humoral : alloanticorps et dépéts de
C4d dans les capillaires péritubulaires

Selon différentes études, I’incidence du rejet aign humoral serait en augmentation (0 a
8%). A cela, plusieurs causes peuvent-étre évoquées (44): meilleure définition des 1ésions
histologiques ; meilleures techniques de détection des alloanticorps spécifiques anti-
donneurs ; augmentation des «retransplantations » ; augmentation des patients
hyperimmunisés inscrits sur liste d’attente; augmentation des transplantations ABO- ou
HLA-incompatibles pour pallier au manque d’organes.

Les possibilités de diagnostic du rejet humoral furent longtemps entravées par les
multiples aspects histologiques qu’il peut revétir et que nous avons décrit précédemment.
L’émergence du C4d a permis des possibilités diagnostiques plus rigourcuses. Initialement
décrits par Feucht, R. Collins démontrera par la suite que les dépdts de C4d dans les
capillaires péritubulaires sont des marqueurs sensibles de la présence d’anticorps antidonneur
(45,46).

En présence de dépots significatifs de C4d dans les capillaires péritubulaires et/ou
présence d’alloanticorps spécifiques anti-donneurs, le taux de créatininémie et le taux de perte
du greffon, pour causes immunes, sont plus élevés.

1. Les alloanticorps en transplantation rénale

Le rejet a médiation humorale implique la présence dans le sang circulant, qu’ils
soient détectés ou non d’alloanticorps anti-donneur, anti-HLA, anti-ABO ou anti-endothéliaux
non-HLA.

Au sein de cette entité, on distingue le rejet hyperaigu, résultant de fagon exclusive de

ce mécanisme: des anticorps préformés cytotoxiques et spécifiquement dirigés contre le
donneur, entrainent la perte du greffon en moins de 24 heures aprés la transplantation d’une
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part, les rejets humoraux aigus et chroniques d’autre part.

Le rejet humoral aigii survient au-dela de 24 heures, la forme chronique survenant au-dela de
la premiére année.

Les rejets humoraux survenant de novo, aigus ou chroniques, s’observent chez des
patients ne présentant pas d’anticorps préformés et qui ont un crossmatch négatif avant
transplantation.

Les procédés de désensibilisation étant plus fréquents, les rejets médiés par les anticorps
surviennent en contexte de préconditionnement pour transplantation avec crossmatch positif
ou incompatibilité ABO.

Les rejets médiés par les anticorps survenant aprés désensibilisation semblent se comporter
différemment que ceux de novo. Ils répondent plus rapidement aux traitements ; mais il existe
un biais d’interprétation car de tels patients sont surveillés de fagon plus étroite.

Les anticorps anti-donneurs de fagon générale et anti-HLA en particulier sont a 1’origine de
dysfonction aigue précoce, mais aussi tardive chronique du greffon qu’ils peuvent dans ce cas
précis précédé de plusieurs mois.

En 1966, Kissmeyer-Nielsen montre ainsi que rejet hyperaigu, rejet aigu et
dysfonction tardive sont associés a la présence d’anticorps spécifiques anti-donneur
notamment de type anti-HLA, et & un taux de PRA élevé en pré-transplantation. Les secondes
transplantations ont ainsi une survie plus bréve que les premiéres transplantations.

Les receveurs développant des anticorps spécifiques anti-donneurs anti-HLA
expérimentent plus d’épisodes de rejets. Dans certaines €tudes le taux d’anticorps serait méme
corrélé a la sévérité du rejet.

En revanche, les patients ne développant pas d’anticorps anti-HLA en post-
transplantation ont une meilleure fonction du greffon.

Les patients qui présentent des anticorps anti-HLA en post-transplantation, ont plus
fréquemment une dysfonction tardive du greffon, les pertes de greffon chez de tels sujets
étant plus précoce.

Des anticorps anti-HLA, dirigés contre les deux classes du complexe majeur
d’histocompatibilité, présentées par 1’ensemble des cellules du greffon interviennent dans
cette dysfonction.

De facon générale, les anticorps anti-HLA de classe 1 sont considérés comme plus
déléteres que les anticorps anti-HLA de classe 2. Au sein des anticorps anti-HLA de classe 2,
les anticorps anti-DR sont les plus délétéres. En cas de transplantation combinée rein-pancréas
ces anticorps anti-HLA de classe 2 semblent néanmoins constituer un facteur de dysfonction
du greffon pancréatique.

L’endothélium, premiére structure du greffon rencontrée par les alloanticorps,
constitue a ce titre une cible privilégiée. Comme vu précédemment, il peut présenter a sa
surface des antigénes HLA de classe 1 et de classe 2 aprés stimulation. Ainsi tous les
alloanticorps détectés dans le sérum ne semblent pas réagir contre I’endothélium du greffon in
vivo. C’est notamment le cas des alloanticorps dirigés contre les antigénes HLA DP et DQ,
non exprimés de fagon constitutive par I’endothélium, mais seulement aprés stimulation de ce
dernier par I'interféron gamma (47).

L’implication d’anticorps autres que les anticorps anti-HLA est suggéré par les rares
cas de pertes de greffons HLA identiques des suites d’un rejet aigu & médiation humorale
apparent.

La détection d’anticorps dirigés contre des antigénes non HLA de I’endothélium ou de
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monocytes est associée a des 1ésions artérielles.

En 1985, Cerilli publia des travaux portant sur le systéme cellulaire endothélial :
Isolement d’anticorps dirigés contre des antigénes exprimés sur les cellules endothéliales de
patients expérimentant un rejet aigu. Les sérums obtenus réagissent avec les cellules
endothéliales et les monocytes mais non avec les lymphocytes B et T contrairement aux
anticorps anti-HLA de classe 1 ou 2.

En transplantation rénale les patients, développant des anticorps anti-cellules
endothéliales sont a risque de rejet aigu et de dysfonction tardive du greffon. Il en va de méme
en transplantation cardiaque.

On peut également citer en exemple 1’accroissement soudain des pertes de greffons
observées en transplantation rénale pédiatrique vers la fin des années 80. Ces rejets avaient
lieu en présence d’anticorps de type IgM dirigés contre les cellules endothéliales en 1’absence
de signes évidents d’implications des anticorps anti-HLA.

a) Alloanticorps et physiopathologie des différentes
présentations cliniques du rejet humoral en transplantation
rénale

(1) Le rejet hyperaigu
Comme évoqué précédemment, le rejet hyperaigu est initié par les alloanticorps spécifiques
antidonneurs préformés présents dans la circulation au moment de la transplantation, liant
I’endothélium du greffon et activant le complément. Le rejet hyperaigu classique survient
rapidement, dans les minutes ou dans les heures qui suivent le déclampage des anastomoses
vasculaires. Ces alloanticorps sont a ’origine d’une destruction de la microcirculation du
greffon.

Dans le cas particulier du rejet hyperaigu, I’extension de I’activation du complément
par les alloanticorps dépasse les capacités des régulateurs circulants et membranaires du
complément.

L’activation du complément permet le recrutement des polynucléaires neutrophiles, lesquels
lésent I’endothélium, initient la coagulation par exposition du sous endothélium et activation
plaquettaire.

La séquestration des polynucléaires neutrophiles dans les capillaires péritubulaires et les
glomérules, évolue vers la thrombose, I’hémorragie, et la nécrose corticale.

De telles lésions médiées par les anticorps, méme non détectables par les tests usuels in vitro,
peuvent aussi survenir.

Ainsi de larges quantités d’alloanticorps anti-HLA de classe 1; anti-A ou anti-B et dans une
moindre mesure anti-HLA de classe 2 peuvent causer d’importants dégits. Des quantités plus
faibles ou une production progressive seraient mieux tolérés probablement par adaptation
endothéliale ou modulation antigénique.

Les anticorps anti-donneurs anti-HLA de classel sont des facteurs de rejets précoces
sévéres en particulier chez les sujets hyperimmunisés. Ces rejets surviennent le plus souvent
dans la premiére semaine en post-transplantation et notamment sur des greffons fonctionnant
bien initialement. De tels patients ont été préalablement immunisés contre les antigénes du
donneur, le taux d’anticorps étant indétectable au moment de la transplantation, le crossmatch
du jour est alors négatif. Ceci souligne I’'importance d’identifier les patients hautement
immunisés, des crossmatch historiques et de la cytométrie de flux.
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(2) Le rejet humoral aigu

Le rejet humoral aigu survient typiquement une & trois semaines aprés tranplantation et résulte
de la stimulation des cellules B mémoires suite & I’exposition antigénique. La réponse
anamnestique entraine la production rapide d’anticorps anti-HLA de classe 1 et 2.

11 peut s’observer plus tardivement par diminution de I’immunosuppression du fait d’une non-
compliance, d’un catabolisme, d’une réduction de I’immunosuppression ou d’un management
inapproprié.

L.C. Racusen en 2004 (48) distinguait trois types de rejet humoraux aigus, selon des critéres
clinico-pathologiques:
1. Le type 1 montre une atteinte tubulo-interstitielle discréte (cedéme, inflammation
1égére et 1ésions tubulaires) avec des dép6ts capillaires d’immunoglobulines et de C4d.
2. Le type 2 associe une glomérulite et/ou une capillarite a polynucléaires avec, toujours,
dépdts d’immunoglobulines et de C4d.
3. Le type 3 présente des Iésions d’artérite avec, 1a aussi, des dép6ts d’immunoglobulines
et de C4d.
Dans ces trois situations, la présence concommitante d’anticorps antidonneur doit-étre
affirmée pour le diagnostic définitif.

(3) Le rejet chronique

Les alloanticorps interviennent également en phase chronique. Divers facteurs de risque de
développement du rejet chronique ont €té identifiés :

- rejets aigus tardifs

- Aageetrace

- immunisation et 1ésions en pré-transplantation

- incompatibilités HLA

- immunosuppression inadéquate.

Un aspect histologique particulier de ce rejet chronique, déja évoqué en amont, est la
glomérulopathie du transplant, terme proposé dés 1964 par Hamburger (49). Elle se traduit
cliniquement par une dysfonction progressive du greffon et la majoration d’une protéinurie.

La 1ésion la plus caractéristique de la glomérulopathie du transplant est donc la
duplication de la membrane basale glomérulaire.

La membrane basale glomérulaire est une membrane basale spécialisée dans 1’ultrafiltration.
Elle comporte de nombreuses molécules matricielles : fibronectine, collagéne, héparane
sulfate protéoglycanne.

Expérimentalement, I’injection chez le rat d’un anticorps dirigé contre la membrane
basale glomérulaire induit une désorganisation de cette derniére et I’apparition d’une
protéinurie. Par ailleurs, lors de glomérulopathies sévéres, on constate une diminution de la
quantité d’héparane sulfate protéoglycanne, dans la membrane basale glomérulaire et
notamment d’agrine.

Ceci conforte les constatations cliniques concernant ’implication d’anticorps non-
HLA dans la genése de la glomérulopathie d’allogreffe.

La pathogénie de la glomérulopathie du transplant est imparfaitement connue : elle
résulte probablement des réponses allo-immunes persistantes et répétées, humorale mais aussi
cellulaire, dirigées contre P’endothélium. La duplication (fragmentation) de la membrane
basale glomérulaire semble étre ainsi un reflet du rejet humoral.
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Ce fait est illustré par les constats de différents auteurs :
Pour Regele, les dépbts de C4d dans les capillaires péritubulaires seraient observés
dans 50% des cas de glomérulopathie.

Pour Mauiyyedi, ces mémes dépdts sont retrouvés dans 61% des cas de
glomérulopathie ou d’artériopathie du transplant. La plupart sont associés a des alloanticorps
anti-donneur de type anti-HLA. Néanmoins, la pathogénie des cas C4d négatifs ne semble pas
différente. Ceci souligne 1’intérét de la réduction du taux d’anticorps anti-HLA dans le rejet
humoral chronique notamment par I’association tacrolimus /mycophenolate mofetil.

La glomérulopathie du transplant serait ainsi moins fréquente avec les nouvelles
drogues immunosuppressives.

Au sujet de I'implication des différents types d’alloanticorps, HLA ou non-HLA,
S.Joosten publia en 2005 (49), une étude portant sur 16 patients greffés rénaux entre 1983 et
2001 & Leiden. Ces 16 patients avaient une glomérulopathie d’allogreffe, confirmée
histologiquement en microscopie optique et en immunofluorescence (prépondérance des
dépdts d’immunoglobulines G. Les patients porteurs d’une glomérulonéphrite récurrente ou
de novo, mais aussi ceux ayant une sérologie positive pour le virus de I’hépatite C étaient
exclus.

Elle constatait dans un premier temps que les sérums de ces patients, prélevés au

moment de la biopsie, comportaient des anticorps réagissant contre des fragments de
membrane basale glomérulaire, contrairement au sérum des patients d’un groupe contrble
(greffés rénaux exempts de toute glomérulopathie du transplant).
Elle retrouvait, ensuite des anticorps anti-membrane basale glomérulaire de type IgG, chez 11
de ces 16 patients (contre 3 dans le groupe contrdle). Notons que ces anticorps anti-membrane
basale glomérulaire n’étaient pas dirigés contre le domaine NC1 de la chaine alpha 3 du
collagéne 4 (I’antigéne de Goodpasture). Sept patients avaient en revanche des anticorps
réagissant contre les protéoglycannes de type héparane sulfate, agrine et perlecan, de la
membrane basale glomérulaire. Ces IgG seront purifiées. En immunofluorescence indirecte
sur des sections de reins humains normaux, elles constituent des dépdts glomérulaires et
interstitiels, notamment au niveau de la membrane basale glomérulaire. Les capsules de
Bowmann et des membranes basales tubulaires sont également soulignées. Elle note enfin une
colocalisation des IgG avec anticorps monoclonaux anti-agrine au niveau du glomérule et plus
spécifiquement au niveau de la membrane basale glomérulaire. Toutefois, les IgG
reconnaissent aussi des antigénes situés au niveau de la membrane basale tubulaire et non
reconnus par les anticorps anti-agrin.

Des alloanticorps de type anti-HLA étaient présents chez 8 de ces 16 patients, seuls ou
en association avec des anticorps anti-membrane basale glomérulaire.

Elle concluait donc que les anticorps anti-agrine et anti-perlecan semblent jouer un
role dans la pathogénie de la glomérulopathie du transplant. Ces protéoglycannes
interviennent dans la structure de la membrane basale glomérulaire, en particulier
conditionnent sa permsélectivité. Leur altération conduit & des modifications structurales de la
membrane basale mais aussi a une fuite protéique. Ceci est confirmé expérimentalement :
I’injection chez le rat d’anticorps anti-héparane sulfate, induit une duplication de la membrane
basale glomérulaire et une protéinurie. Cependant I’on ne sait avec certitude si la génération
des alloanticorps anti-membrane basale glomérulaire précéde ou suit I’apparition de la
protéinurie, en d’autres termes si ces anticorps sont la cause ou la conséquence de la
glomérulopathie. La présence de ces alloanticorps anti-membrane basale glomérulaire est,
dans cette série, également corrélé a un nombre plus élevés d’épisodes de rejet : ceci conforte
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I’hypothése que les anticorps anti-membrane basale glomérulaire, présents dans la circulation,
sont le résultats de dommages du greffon et d’une exposition d’épitopes cryptiques a
I’occasion des épisodes de rejet antérieurs ou en cas de dysfonction primaire du greffon. Les
alloanticorps anti-donneurs de type anti-HLA, seraient alors une cause indirecte de la génése
des alloanticorps anti-membrane basale glomérulaire. Cependant, ces anticorps reconnaissent
également les membranes basales non altérées de sections de reins normaux, mais ne fixent
pas les tissus pulmonaires, cutané, ou musculaire, dans lesquels se trouvent aussi des
molécules d’agrine. Les deux hypothéses étant toutefois non mutuellement exclusives.

L’alloimmunité humorale, intervient également, dans la genése de 1ésions de néphropathie
chronique du transplant, aux c6tés de 1’alloimmunité cellulaire, et d’autres facteurs non
immunologiques. (50)

b) Dépdts de C4d dans les capillaires péritubulaires en
transplantation rénale

Révélé par les travaux de Feucht a la fin des années 1980, I’intérét du C4d pour le diagnostic
du rejet humoral réside dans la liaison covalente qu’il contracte sur le site d’activation du
complément. Le C4d est un marqueur dynamique a demi-vie longue, qui peut s’accumuler et
disparaitre en quelques jours voir quelques mois, suite & la dégradation par des enzymes
tissulaires.

Les dépdts d’immunoglobulines sont rarement observés, car rapidement éliminées par
détachement ou internalisation par les cellules endothéliales.

Le C4d correspond au domaine alpha-2 de la fraction C4 du complément, et est généré lors
de I’activation de ce dernier par la voie classique. Les dépdts de C4d dans les capillaires
péritubulaires en post-transplantation immédiate sont la conséquence de I’action sur
I’endothélium du greffon d’ alloanticorps anti-donneurs préformés , ayant échappé aux
techniques conventionnelles de dépistage par crossmatch soit d’alloanticorps de novo apparu
rapidement aprés greffe. Ces derniers seraient a ’origine des dépdts constatés en phase
tardive. (51, 52)

En effet, (1) les anticorps dirigés contre les antigénes du complexe majeur
d’histocompatibilité et/ou endothéliaux, ainsi que la plupart des composants du complément
sont rapidement €liminés de la surface endothéliale soit par endocytose des complexes
antigénes membranaires-alloanticorps par les cellules endothéliales, soit par action du courant
sanguin ou fixation a d’autres protéines circulantes (51). Ils échappent alors aux techniques
usuelles de détection. Ainsi les différentes tentatives de mise en évidence du complexe
terminal d’attaque membranaire échoucrent. En revanche les facteurs C4d et C3d établissent
une liaison covalente thioester résistant & élimination rapide et sont donc des marqueurs
durables de I’activation par la voie classique du complément.

Les dépots de C4d peuvent étre détectées par différentes techniques : immunofluorescence
indirecte ou technique d’immunopéroxydase sur des coupes cryocongelées ou incluses dans la
paraffine.

En cas de dysfonction chronique du greffon les dépots de C4d au niveau des tubules
atrophiques sont considérés comme non spécifiques.

Que ce soit en immunofluorescence sur des coupes cryocongelées, ou par une

immunopéroxydation sur coupes incluses dans la paraffine, des dépdts de C4d peuvent
également étre retrouvés dans les glomérules. En effet le complément présente une activation
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physiologique au sein des glomérules humains : il existe ainsi un turn over physiologique
continu des complexes immuns circulants, a I’origine de dépdts observés dans le mésangium,
les artérioles et au pdle vasculaire des glomérules normaux.

En cas d’affections auto-immunes médiées par les complexes immuns circulants, des dépdts
peuvent &tre observés dans les capillaires glomérulaires.

Ce ne sont donc que dans les greffons rénaux que sont retrouvés des dépbts focaux ou
diffus de C4d dans les capillaires péritubulaires, le mode de présentation focale étant
considérée comme une phase de transition.

Sur un plan strictement théorique, dans le cadre du rejet humoral, le C3d pourrait étre
un marqueur de diagnostic supérieur au C4d, car P’activation du complément par la voie
classique atteint son maximum au niveau de C3 lequel est également impliqué dans la voie
alterne. Pourtant, en pratique, seuls les dépdts de C4d sont informatifs. En effet de nombreux
tissus, dont le rein, peuvent produire le fragment C3, de sorte que des dépots diffus de C3d
peuvent étre observés dans les tissus normaux et ainsi masquer un processus immunologique.
De plus, les dépots de C3d peuvent résulter d’une activation du complément par la voie
alterne. Ainsi, des dépdts tissulaires de C3d peuvent résulter d’une boucle d’amplification lide
a la formation « d’une C3 convertase alterne » correspondant & I’association de C3b et du
facteur B de la voie alterne (7). Par ailleurs, des inhibiteurs de 1’activation du C3 in vivo
peuvent diminuer I’importance de ces dépdts.

Néanmoins, pour certains auteurs, des dép6ts de fragments C3 le long de la membrane basale
tubulaire, seraient associée a une survie réduite des greffons. (52).

Il peut ainsi résulter d’une boucle d’amplification liée a la formation d’une « C3 convertase
alterne » (association de C3b avec le facteur B de la voie alterne).

(1) Prévalence des dépots de C4d

Variable selon les séries, pour certains auteurs, la prévalence des dépots significatifs
de C4d serait de 50% en cas de reprise différée de la fonction du greffon, de 30% en cas de
rejet aigu et de 60% en cas de rejet chronique. Ces estimations doivent néanmoins étre
pondérées par le fait que leur véritable incidence ne pourrait étre estimée que par des biopsies
protocolaires.

Dans une étude publiée par H. E. Feucht-en 2001(53, 54), et portant sur 218 patients
transplantés & partir de donneurs cadavériques entre 1982 et 1987 & Munich, celui-ci
retrouvait 48% de dépdts de C4d significatifs dans les capillaires péritubulaires, sur les
biopsies de greffons de patients étant & leur premiere transplantation, et 72% en cas de
deuxieme ou troisiéme transplantation. Les biopsies avaient été réalisées en raison de d’une
dysfonction ou d’une protéinurie persistante. Ces dépdts de C4d étaient plus fréquemment
associés en microscopie optique a des 1ésions compatibles avec un rejet vasculaire ; mais
étaient également observés en association avec des lésions de nécrose tubulaire aigué ou
différentes formes de glomérulonéphrite du transplant.

11 notait également que les dépdts de C4d dans les capillaires péritubulaires, précoces, étaient
significativement associés a la perte de greffon, aux retransplantations, aux taux élevés de
PRA, 4ge du donneur supérieur a 45 ans.

Ainsi les greffons présentant des dép6ts précoces de C4d, a savoir dans les 6 premiers

mois, auraient une survie réduite (50% a 16 mois) par rapport a ceux présentant des dép6ts
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tardifs de C4d, au-dela des 6 mois : médiane de survie des greffons avec dépots tardifs de
C4d, serait au-dela du 38“™ mois. De sorte que I’alloimmunité humorale survenant
précocément, dans les 6 premiers mois, aurait un impact plus délétére. Néanmoins les biopsies
tardives C4d positives auraient aussi un pronostic péjoratif par le biais de facteurs non
immunologiques : hypertension artérielle, dyslipémie, réduction néphronique, infection virale
chronique, néphrotoxicité chronique. Toutes choses égales par ailleurs, en cas de dysfonction
chronique, les greffons avec biopsies C4d positives ont un pronostic singuli¢rement plus
mauvais que ceux avec biopsies C4d négatives.

(2) Histopathologie

Idéalement la positivité du C4d implique la présence de dépots linéaires le long de la
membrane basale de plus de 50% des capillaires péritubulaires corticaux et médullaires, de
fagon intense.

Une biopsie typiquement négative montre des dép6ts de C4d uniquement dans les glomérules.

Les dépots de C4d obéissent & un processus dynamique. Ils peuvent apparaitre ou
disparaitre en I’espace d’une semaine et nécessitent donc d’étre recherchés a chaque biopsie.
On peut définir des criteres standardisés de recherche des dépots de C4d dans le transplant
rénal : (55, 56)

1. Les dépots de C4d devront étre recherchés sur chaques biopsies a visée diagnostique.

2. Criteres de positivité : dépdts diffus de C4d linéaires circonférentiels autour des capillaires
péri-tubulaires dans le cortex ou dans la médullaire & ’exclusion des zones 1ésées ou
nécrotiques.

Ils sont plus fréquents dans les deux mois qui suivent la transplantation. IlIs peuvent
étre associés a différents aspects morphologiques, marqueurs indépendants du rejet humoral :
- Glomérulite
- Nécrose fibrinoide
- Thrombose artérielle
- Accumulation massive de polynucléaires neutrophiles dans les
glomérules et capillaires péritubulaires dilatés.

Compte tenu de I’association étroite entre la présence de dépdts C4d dans les
capillaires péritubulaires en histologie, et la détection d’anticorps anti-donneur dans le sang,
ces deux éléments sont majeurs pour le diagnostic de rejet humoral. On définit ainsi des
critéres diagnostiques du rejet humoral. (57). (cf tableau n°1).

Selon les auteurs de cet article, en microscopie optique, en cas de rejet humoral, les
Iésions de nécrose tubulaire aigue sont observées dans 10% des cas, les 1ésions de tubulite
lymphocytaire dans 60% des cas, le pronostic étant alors moins favorable qu’en cas de rejet
cellulaire pur.
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Critéres diagnostiques du rejet humoral

1. Lésions tissulaires aigiies :nécrose tubulaire, PNN et cellules mononucléées dans les
capillaires péritubulaires, glomérulite,thrombose capillaire, artérite intimale, nécrose
fibrinoide, inflammation artérielle intra-ou transmurale.

2. Dépots de C4d et /ou d’immunoglobulines dans les capillaires péritubulaires,ou
d’immunoglobulines et de complément dans la nécrose fibrinoide artérielle.

3. Alloanticorps anti-donneur de type HLA ou non HLA

Tableau n°l :« ANTIBODY-MEDIATED REJECTION CRITERIA-AN ADDITION TO THE BANFF’97 OF RENAL
ALLOGRAFT REJECTION” Racusen; in American journal of transplantation 2003. Conférence de 2001

(3) Méthodes de détection

Par le passé la détection du C4d était peu aisée car I’on avait recours & un anticorps
anti-C4 réagissant avec le fragment C4c, mais peu avec le fragment C4d. actuellement celle-ci
s’effectue grace a des anticorps monoclonaux ou polyclonaux anti-C4d. Le recours a
I’anticorps monoclonal nécessite que les coupes soient cryocongelées, tandis que 1’anticorps
polyclonal requiert qu’elles soient incluses dans la paraffine.

Bien que d’usage plus facile, la technique reposant sur I’application d’un anticorps
polyclonal est discutée quant a sa sensibilité. En effet, aprés application de I’anticorps
polyclonal, en cas de négativité du mésangium, le doute peut étre émis si les capillaires
péritubulaires apparaissent également négatifs. Dans une telle situation ils pourraient
apparaitre aprés application d’un anticorps monoclonal.

Une étude est en cours pour comparer les deux techniques : les résultats préliminaires
seraient en faveur d’une moindre sensibilité de I’anticorps polyclonal.
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coupes cryocongelées, marquage significatif des dépdts de C4d dans les capillaires péritubulaires et le long des
membranes basales tubulaires par un anticorps monoclonal anti-C4d

illustration n®2: (cas nancéen) biopsie de greffon renal sigge d’un rejet aigu humoral. Immunofluorescence sur

illustration n®3: (cas nancéen) biopsie de greffon rénal exempt de stigmate histologique de rejet aigu humoral ;
marquage non significatil’ des dépots de Cdd exclusivement le long des membranes basales tubulaires par un
anticorps monoclonal anti-C4d sur coupes cryocongelées
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(4) Génération des dépots de C4d

En post-greffe immédiat, les dépots de C4d, sont la conséquence d’alloanticorps spécifiques
anti-donneurs ayant échappé aux différentes techniques de crossmatch.
Dans le cas particuliers des patients hyperimmunisés, les anticorps préformés sont « trappés »
dans le greffon et la production d’anticorps de novo peut ne pas survenir.

Par ailleurs, en 1’absence de détection d’anticorps dans le sang circulant par les tests in
vitro, leur accumulation in vivo dans le greffon peut permettre I’obtention d’une concentration
suffisante a 1’origine de la génération de dépots de C4d.

(a) Relation alloanticorps anti-donneur et dépdts de C4d dans
les capillaires péritubulaires

Comme évoqué plus haut, les dépdts de C4d dans les capillaires péritubulaires sont des
marqueurs sensibles de I’action des alloanticorps sur I’endothélium du greffon. 11 convient
cependant de s’interroger sur leur spécificité. En effet, on sait qu’en transplantation cardiaque,
des dépdts de C4d peuvent étre induits par des lésions ischémiques. Concernant 1’influence
éventuelle du délai de reperfusion et donc de D’ischémie, sur les dépdts de C4d en
transplantation rénale, on peut citer 1’étude intéressante publiée par M. Haas en 2002 (45).
Elle avait pour objet, I’étude d’une éventuelle présence de dépots de C4d dans les capillaires
péritubulaires du greffon rénal en avant implantation et une heure aprés reperfusion. Elle
portait sur 35 greffons rénaux, de patients transplantés entre janvier1998 et 2001, ainsi que sur
les biopsies post-opératoires de 12 autres greffons. La durée moyenne d’ischémie de greffon a
partir de donneurs cadavériques était de 26 heures.

Seules deux biopsies, prélevées une heure aprés reperfusion, seront positives. Il
s’agissait de greffons provenant de donneurs vivants apparentés, avec crossmatch
receveur/donneur positif en cytotoxicité et cytométrie de flux. Ces patients avaient en fait
bénéficié d’une désensibilisation avant greffe par échanges plasmatiques et immunoglobulines
intra-veineuses.

La biopsie postreperfusion d’un greffon provenant d’un donneur cadavérique avec
crossmatch négatif en cytométrie de flux et par cytotoxicité, mais qui développera
ultérieurement un rejet aigu humoral & J22 montrait une margination des PNN dans les
capillaires péritubulaires et glomérulaires, des thrombi glomérulaires et artériolaires. Il est
possible que ces modifications histologiques correspondent a un stade précoce du rejet aigu
humoral, cependant, dans ce cas précis, ne disposant pas de biopsie avant implantation, les
Iésions ont €té rattachées au donneur.

Contrairement aux dépdts dans les capillaires péritubulaires, les dépbts glomérulaires
de C4d sont retrouvés dans 79 des biopsies périopératoires comportant des glomérules (les 3
derniéres biopsies ne comportant que du tissu médullaire). Les dépots glomérulaires sont
linéaires le long des anses capillaires, mais aussi mésangiaux. En aucun cas, I’intensité des
dépdts de mésangiaux ou le long des anses capillaires, ne différaient d’un indice supérieur a
0,5 entre les biopsies pré- et postreperfusion d’un méme greffon. Il en allait de méme pour les
dépdts artériolaires et dans les capillaires péritubulaires.

L’auteur arrive donc a la conclusion que, contrairement & ce qui est observée en

transplantation cardiaque, les dépOts de C4d dans les capillaires péritubulaires sont
indépendants de la durée d’ischémie.
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L’endothélium présente une certaine hétérogénéité d’expression des déterminants HLA.

De plus tous les anticorps HLA détectés dans le sérum ne semble pas réagir avec
I’endothélium du greffon in vivo : c’est le cas des anticorps dirigés contre les antigénes HLA
DQ et DP, non exprimés de fagon constitutive dans les capillaires mais seulement aprés
stimulation par I’'IFN gamma, tandis qu’'HLA DR n’est a priori pas exprimé dans les artéres
mais est présent au niveau des capillaires. En revanche in vitro, les alloanticorps anti-HLA ont
pour cible les antigénes de surface des lymphocytes.

(b) Dépots de C4d dans le rejet d’allogreffe hépatique,
cardiaque, ou pulmonaire. (58)

Le rejet a médiation humorale en greffe d’organes est de plus en plus reconnu grice a
I’amélioration des techniques immunopathologiques de détection du C4d, et a la mise en
évidence d’anticorps anti-HLA du donneur dans le sang circulant.

L’intérét du C4d a également était mis en évidence en allogreffe de cceur, de poumon, ou de
pancréas.

En transplantation cardiaque, comme évoqué précédemment, il est potenticllement la
résultante d’une ischémie du greffon et pas exclusivement de I’alloimmunité humorale. La
présence de dépodts de C4d ne sont ici qu’un argument immunohistochimique parmi d’autres
pour le diagnostic de rejet humoral. D’autres marqueurs ont pu étre proposés, tel qu’un
marqueur macrophagique, CD68, en association avec d’autres marqueurs vas culaires (CD31
ou CD24).

En transplantation pulmonaire, les dépots de C4d sont rarement observés, en dépit de
la présence d’alloanticorps anti-donneurs.

En revanche le foie a généralement été considéré comme un organe « résistant » au
rejet & médiation humorale y compris dans sa forme hyperaigué. Le facteur de résistance
supposé serait sa capacité ambivalente d’absorber alloanticorps et composés du complément
d’une part et de produire des molécules HLA solubles d’autre part.

Schmeding (4JT juin 2006) (58) dans un article & ce sujet, prétend que les dépdts de C4d dans
les greffons hépatiques permettrait de distinguer le rejet de la récurrence du virus de ’hépatite
C (VHC), diagnostic différentiel habituellement peu aisé pour les pathologistes.
Dans son étude 68% des biopsies de greffons hépatiques avec histologie de rejet cellulaire
avait des dépdts de C4d contre 12% en cas de récurrence du VHC et 7% pour les biopsies
protocolaires ne présentant ni signes de rejet ni signe de récurrence virale.

Lors du rejet aigu d’allogreffe hépatique, on a ainsi pu montrer la présence de cellules
B CD20 et de cellules plasmocytaires CD138 au sein de I’infiltrat, en association avec le C4d,
dans les capillaires portaux.

Néanmoins, en transplantation hépatique des dépdts de C4d ont pu étre observés chez
50% des patients avec rejet cellulaire, les dépots étant situés au niveau des veines portales, des
artéres et des capillaires, associés & un infiltrat macrophagique.
Des études complémentaires sont cependant nécessaires pour établir des critéres de consensus
en matiére de positivité des dépdts de C4d en transplantation hépatique.

Cependant, I’élément manquant important de toutes les études en la matiére est
I’absence de recherche d’anticorps anti-donneur. Certains pensent que le C4d serait un bien
meilleur marqueur de rejet & médiation humorale que les anticorps anti-HLA car il permet
d’éliminer deux sources de faux négatifs : ’adsorption des alloanticorps dans le greffon, et les
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alloanticorps non anti-HLA.

De plus, les dépots de C4d peut résulter de voie d’activation du complément ne
dépendant pas des anticorps : protéine C réactive produite en grande quantité dans le foie, et
voie des lectines (déclenchée par les microorganismes et les débris cellulaires). La recherche
d’alloanticorps est donc déterminante.

En transplantation hépatique, les critéres histologiques en faveur du rejet sont :

- Endothélite

- Inflammation portale avec afflux d’éosinophiles , de neutrophiles

- Lésions des canaux biliaires.
Les dép6ts de C4d seraient donc un outil supplémentaire de diagnostic différentiel entre rejet
et récurrence virale pour les pathologistes.

F. Le rejet humoral : tolérance et désensibilisation

Le nombre croissant de patients hyperimmunisés inscrits sur liste d’attente de greffe, a
conduit certains auteurs a proposer de nouvelles pistes pour I’obtention d’une tolérance,
notamment par le biais de protocoles de désensibilisation.

1. Induction d’'un microchimérisme

Une voie potentielle d’obtention d’une tolérance centrale des cellules B est I’induction
d’un chimérisme complet ou mixte par une chimiothérapie myéloablative ou non
my¢loablative, lors d’une transplantation médullaire. Des patients porteurs d’hémopathie
maligne, bénéficiant d’une transplantation médullaire puis d’une transplantation rénale
provenant du méme donneur, ne nécessite pas d’immunosuppression. Cependant, une telle
intervention ne peut bien évidemment pas étre proposée en pratique clinique courante en
I’absence de véritables indications hématologiques.

Des stratégies ont pu €tre développées pour créer un état de chimérisme mixte dans
lesquelles les cellules du donneur induisent une tolérance vis-a-vis du greffon et les
leucocytes du receveur maintiennent une immunité compétente (11).

2. Protocoles de désensibilisation

De tels protocoles ont été proposés par différentes équipes. Ils visent tous a réduire le taux
d’alloanticorps circulants. Leur mise en ceuvre est cependant fort complexe.

Ils reposent habituellement, sur 1’association selon diverses modalités des immunoglobulines
intra-veineuses, d’échanges plasmatiques et d’immunoadsorption. Toutes trois permettent,
I’élimination et la neutralisation des anticorps pathogenes.

Les immunoglobulines intraveineuses, tout d’abord, elles sont obtenues a partir de
pool de plasma provenant de donneurs sains, et comporte des IgG polyclonales complétes
ainsi que des fragments Fab. Elles on plusieurs mécanismes d’action :

- neutralisation des anticorps anti-HLA circulants par les interactions
idiotypiques

- inhibition de la liaison au complément

- inhibition de la prolifération et la différenciation des cellules B et T

D’autres mécanismes, ont pu &tre évoqués (59): elles pourraient lier les régions
hypervariables des récepteurs des cellules T et inhiber le rejet médié par les cellules T, elles
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auraient une activité anti-CD4, elles bloquent les récepteurs de cytokines ; enfin, in vitro, les
IVIG diminuent I’activation des cellules B et T, et donc réduisent la production d’anticorps.
On peut ainsi citer I’expérience de [’hopital du Cedar Sinai (60), lequel présentait en 2005 une
série de 50 patients ayant bénéficié d’un protocole de désensibilisation par IVIG : ’incidence
du rejet aigu était de 25%, la survie a 2 ans des greffons de 90%. Quatre greffons étaient
perdus au décours d’un rejet. Le taux moyen de créatinine a 2ans était de 14mg/l1.

Chez les patients hyperimmunisés, les immunoglobulines intraveineuses a forte posologie
autorisent la transplantation notamment lorsqu’elles sont associées a une lourde
immunosuppression d’entretien.

Plasmaphérése et immunoadsorption enfin, permettent I’élimination, au moins
transitoire, des alloanticorps et réduisent par ce biais le taux de PRA. Leur association avec
des agents bloquants la synthése des anticorps (tacrolimus et acide mycophénolique est de fait
fort intéressante).

D’autres auteurs, (60), ont pu proposé, toujours avant greffe, le recours a des anticorps
monoclonaux spécifiquement dirigés contre les lymphocytes B (anticorps anti-CD20), le
cyclophosphamide voire la splénectomie.

De tels protocoles ont ainsi permis la réalisation, avec des succes variables selon les
¢tudes, de transplantations HLA voire ABO-incompatibles.

Traitement curatif

La prise en charge thérapeutique des rejets humoraux repose sur les mémes bases théoriques
que les protocoles de désensibilisation avant greffe : élimination, et neutralisation des
alloanticorps antidonneurs, blocage de leur production par inhibition de la prolifération des
lymphocytes B.

Les mémes traitement ont donc pu étre proposés : plasmaphérése, immunoadsorption (62),
anticorps anti-CD20, mais aussi dans une certaine mesure les thymoglobulines, bien qu’elles
ne ciblent pas exclusivement les lymphocytes B (63), avec des succés notables (64) en cas
d’association, plus mitigés, notamment en cas d’utilisation des anticorps monoclonaux seuls.
Ainsi, Y.T. Becker (65), observait chez certains patients, une évolution vers la néphropathie
chronique du transplant en dépit d’une réponse initiale favorable, probablement du fait de
I’action limitée de cette molécule sur les cellules B mémoires a longues durée de vie,
diminuant leur expression membranaire de CD20.
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Il. TRANSPLANTATION RENALE A NANCY DU 1
DECEMBRE 2003 au 31 MAI 2005

A. Généralités concernant I’activité de transplantation rénale
durant la période d’étude au sein du service de néphrologie
du CHU de Nancy

Du 1% décembre 2003 au 31 mai 2005, un total de 151 greffes rénales ont été réalisées au
CHU de Nancy. On dénombre 133 transplantations rénales & partir de donneurs cadavériques,
13 transplantations rénales a partir de donneurs vivants apparentés (pére, mére, frére, ou sceur)
et 5 & partir de donneurs vivants non apparentés (entre conjoints).

Dans 19 cas, il s’agissait d’une « re-transplantation » (17 deuxiémes greffes et 2 troisiémes
greffes) ; 4 patients étaient hyperimmunisés (taux de PRA>80%) avant greffe
(transplantations antérieures ; antécédents de grossesses, de transfusion).

1. Sélection des receveurs

La majorité¢ des receveurs étaient des patients porteurs d’insuffisance rénale chronique
préterminale non dialysée ou terminale, traitée par hémodialyse ou dialyse péritonéale suivis
dans les différents centres de dialyse (centres hospitaliers ou cliniques) de la région Lorraine
(144 patients). Quelques patients étaient originaires de départements limitrophes : Haute-
Marne (3 patients), Haut-Rhin (1 patient), ou plus éloignés : région parisienne (1 patient),
Polynésie frangaise (1 patient), mais aussi d’autres pays : Maroc (1 patient).

2. Le bilan pré-greffe des receveurs

I comportait une évaluation générale cardio-vasculaire, urologique, virologique et
immunologique, dont la détermination du groupe ABO, du typage HLA et du pourcentage de
PRA : 78 patients et du groupe sanguin A, 56 du groupe sanguin O, 13 du groupe sanguin B,
4 du groupe sanguin AB.

3. Sélection des greffons

Les greffons provenaient de donneurs 4gés en moyenne de 47,5 ans [15-73].

Les donneurs ont également fait 1’objet d’un groupage ABO HLA A B DR, ainsi que d’une
évaluation du status sérologique : virus des hépatites B et C, VIH, HTLV, cytomégalovirus et
virus Ebstein-Bar.

4. Critéres d’allocations et agence de biomédecine

En transplantation a partir de donneur cadavérique, durant la période étudiée, lors d’un appel
de greffe, le médecin disposait d’une liste de receveurs potentiels classés par ordre croissant
d’incompatibilités. Le choix final lui €tait toutefois laissé, décision dans laquelle intervenait
d’autres facteurs tels que I’dge du donneur, I’ancienneté d’inscription sur la liste d’attente de
greffe.

En transplantation a partir de donneur vivant, le donneur fait I’objet d’explorations
rénales fonctionnelles afin d’estimer sa fonction rénale aprés néphrectomie, mais aussi
morphologiques et immunologiques ; son crossmatch vis-a-vis du receveur devant étre négatif
en microlymphocytotoxicité et ELISA.
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5. Technique chirurgicale :

Les greffons sont implantés en position hétérotopique en fosse iliaque droite ou gauche.

La ou les artéres du greffon, sont anastomosée sur I’artére iliaque externe du receveur,
de méme pour le pédicule veineux sur la veine iliaque externe. L’uretére du greffon est
anastomosé a la vessie du receveur selon les techniques de Woodruff ou de Liech-Grégoire.

Durant la période €tudiée, la durée d’ischémie froide était en moyenne de 18,3 heures
[2,5-42,28]. Notons que le patient, dont la durée d’ischémie froide du greffon dépassait 42
heures présente actuellement une fonction normale.

6. Aspects immunologiques

Les patients inscrits sur liste d’attente de transplantation rénale font I’objet d’une recherche
d’anticorps anti-HLA tous les 3 mois, et plus fréquemment en cas d’événements considérés
comme potentiellement immunisants : grossesse, transfusions, transplantectomie.

La technique de crossmatch utilisée en pratique courante au moment de la greffe est celle
faisant appel a la cytotoxicité dépendante du complément ou CDC crossmatch. Celle-ci est
effectuée sur le sérum actuel (prélevé juste avant greffe) ainsi que sur les sérums historiques,
prélevés pour 1’évaluation réguliére du PRA ou lors d’appels précédents..

Dans la population étudiée ici, au moment de la transplantation, les crossmatch B et T
étaient négatifs en microlymphocytotoxicité, a I’exception d’un patient qui avait un
crossmatch B positif : notons que ce patient ne développera pas de rejet en post-greffe
immédiat.

Les compatibilités dans le systtme ABO étaient toujours respectées ; en revanche le
nombre total d’incompatibilités HLA A B DR variait de 0 4 6.

Tableau n°2: répartition des incompatibilités dans les différents couples
receveurs/greffons.

Nombre total Nombre de
d’incompatibilités patients
0 8
145 138
6 5

7. Aspects thérapeutiques : stratégies d’immunosuppression
L’immunosuppression comprenait une phase d’entretien précédée ou non d’une induction.

a) Indication de traitement d’induction :

Elle concerne les patients & haut risque immunologique :
» immunisation anti-HLA,
» transplantations antérieures,
» transplantation combinée rein-pancréas,
» patient jeune.
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Les traitements utilisés lors de ’induction sont les suivants :
=>»Corticoides : bolus de solumédrol en intraveineux sur 2 jours, puis relais par une
corticothérapie orale & doses dégressives par palier de Smg tous les 15 jours. La posologie
habituelle de Smg par jour étant normalement atteinte au bout de 5 semaines.
=>Les anticorps polyclonaux anti-lymphocytes humains (thymoglobulines) :
1,25mg/kg/j dés JO, I’objectif étant d’obtenir un pourcentage de lymphocytes T CD3 < 5%
sur les dosages quotidiens des sous-populations lymphocytaires.

=>Les anticorps antirécepteurs de 1’IL2 : daclizumab 1mg/kg a J0-J14-J28-J42 et J56
ou basilixumab 20mg en IV a JO et J4.

b) Immunosuppression d’entretien

Le plus souvent le traitement initial est une trithérapie associant corticoides, acide
mycophénolique, et un inhibiteur de la calcineurine : ciclosporine ou tacrolimus, I’un des trois
pouvant étre interrompus ou réduits & distance de la greffe, dans le but de prévenir les
complications infectieuses et carcinologiques de I’immunosuppression au long cours.

Dans certaines situations bien spécifiques, on eut recours au sirolimus, notamment en
cas d’antécédents personnels de néoplasie, ou d’infection concomittante par le virus de
I’hépatite B.

Les différents protocoles en cours dans le service durant la période étudiée, sont les suivants :

» TAXI: Evaluation des stratégies d’induction par thymoglobulines ou
daclizumab ; par ailleurs, le tacrolimus ¢tait associé a [’acide
mycophénolique 4 la posologie de 2g/jour (patients immunisés),

» SENIOR : Evaluation de I’efficacité d’une association du tacrolimus et de
’acide mycophénolique lors d’un arrét rapide de la corticothérapie,

» MR4 : Evaluation de Defficacité d’une présentation du tacrolimus a
libération prolongée.

» FTY720: Protocole interrompu en raison de la fréquence d’effets
indésirables (cedéme maculaire) en transplantation rénale; les patients ayant
été mis sous ciclosporine. Notons que le développement de cette molécule
a été poursuivi dans la stratégie de prise en charge de la sclérose.

» FDCC: Evaluation de Defficacit¢é d’une posologie de mycophénolate
mofetil adaptée a la concentration plasmatique par rapport a laposologie
usuelle.

En pratique, entre le 1 décembre 2003 et le 31 mai 2005 :
- 83 patients étaient sous ciclosporine, 62 patients étaient sous
cyclosporine,
- 1 patient était sous mycophénolate sodique; les autres étant
traités par mycophénolate mofetil
- 1 était sous sirolimus au lieu de 1’acide mycophénolique.
- 62 patients avaient re¢u un traitement d’induction.
- 29 patients étaient inclus dans un protocole
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Tableau n°3: Protocoles en cours dans le service:

Protocole Nombre de
patients inclus
TAXI 4
SENIOR 7
MR4 6
FTY720 6
FDCC 6

c) Traitement des épisodes de rejet aigu, en fonction du
grade selon la classification de Banff

> Rejets aigus de grade 1: traitements par injections intra-veineuses (bolus) de
méthylprednisolone sur 5 jours, relayés par une corticothérapie orale initialement a
Img/kg/j rapidement dégressive,

> Rejets aigus de grade 2 : traitement par injections intraveineuses de thymoglobulines
sur 7 jours en continue, sous étroite surveillance des sous-populations lymphocytaires
T CD3. En vue d’un traitement optimal du rejet, celles-ci devaient étre inférieures a
5%.

d) Evolution immédiate en post-greffe

(1) Reprise différée de la fonction du greffon
Les délais de reprise de la fonction du greffon étaient de 0 a 44 jours, en moyenne 6.7

jours, si I’on exclue deux cas de dysfonction primaire et les deux transplantectomies a JO pour
cause de complications thrombotiques.

(2) Complications immunologiques

Les épisodes de rejets aigus étaient suspectés devant une absence de reprise de la
fonction du greffon, une chute de la diurése, une baisse de la natriurése, une stagnation des
chiffres de créatininémie ou leur réascension aprés avoir ¢éliminé toutes autres causes de
dysfonction du greffon (causes vasculaires, urologiques, toxicité des inhibiteurs de la
calcineurine).

Les rejets étaient ensuite, le plus souvent confirmés en histologie par la réalisation d’une
ponction biopsie du greffon par voie percutanée.

Les critéres de validité des prélévements histologiques sont décrits en annexe 1.

Les fragments biopsiés étaient analysés en microscopie optique, et congelés pour analyse en
immunofluorescence.

L’immunofluorescence est effectuée notamment pour la recherche de dépdts significatifs de
C4d dans les capillaires péritubulaires. Notons que 1’anticorps monoclonal anti-C4d est
disponible a Nancy depuis février 2004. Il fut néanmoins utilisé de fagon rétrospective sur des
biopsies de greffons réalisées en décembre 2003.

8. Les rejets aigus précoces et tardifs

Durant la période d’étude, 103 épisodes de rejets ont été diagnostiqués, ils concernaient 69
patients. Dans 92 cas, il s’agissait de rejets histologiquement prouvés. Le grade des rejets était
déterminé selon la classification de Banff. On dénombrait :
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- 77 rejets de grade 1
- 15 rejets de grade 2
Les patients avaient eu 12 4 épisodes de rejet.

Tableau n°4 : Nombre d’épisodes de rejets par patients (selon la classification de Banff)

Episodes de Nombre de

rejets aigus patients
1 77
2 18
3 6
4 2

Le délai moyen de survenue du rejet par rapport a la date de la greffe était de 107,6 jours [6-
687 jours]; on distinguait 34 rejets aigus tardifs (au-dela du 90°™ jour) et donc 99 épisodes de
rejets aigus précoces.

Sur les 92 épisodes de rejets histologiquement prouvés, 63 (68,5%) feront 1’objet
d’une recherche en immunofluorescence, sur coupes cryocongelées, de dépbts significatifs de
C4d dans les capillaires péritubulaires.

Sept patients, transplantés au cours de la période étudiée, présenteront de tels dépots
sur une biopsie.

Selon la classification de Banff, les aspects histologiques retrouvés, en microscopie optique,
étaient les suivants:

Tableau n°5 : épisodes de rejets aigus avec dépots significatifs de C4d dans les capillaires
péritubulaires

Histologie en

microscopie
optique
patient 1 1b
patient 2 2b
patient 3 la
patient 4 1b
patient 5 2a
patient 6 2a
patient 7 2a et GA*

Légende : GA* ou glomérulopathie d’allogreffe

Durant cette méme période, 46 autres biopsies de greffon ont été effectuées, toujours
pour suspicion de rejet ; mais non confirmés en histologie. En microscopie optique, les Iésions
retrouvées étaient les suivantes :

=>1.¢sions de nécrose tubulaire aigue sur 17 prélévements,
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=>»Toxicité des inhibiteurs de la calcineurine sur 17 prélévements avec présence concomitante
de nécrose tubulaire aigue sur 5 biopsies,

=>Lésions de rejet borderline (tubulite lymphocytaire inférieure a 4 lymphocytes par sections
tubulaires) sur 12 prélévements.

=>Récidive de la néphropathie initiale dans trois cas, dans un quatriéme on observait des
dépots mésangiaux IgA sans qu’il ne s’agisse de la néphropathie initiale du receveur. ( 1ésions
imputables au donneur ?) ;

=>Deux cas d’ischémie glomérulaire

=>Un cas de CIVD

=>Un cas de maladie sérique

=>» La biopsie était non contributive dans trois cas ;

=>Lésions non spécifiques sur 4 biopsies ;

=>Biopsie considérée comme normale dans un cas ;

Les dépdts de C4d dans les capillaires péritubulaires avaient néanmoins étaient recherchés sur
25 de ces biopsies, et étaient toujours négatifs.

9. Suivi des anticorps anti-HLA
Les recherches d’anticorps anti-HLA étaient le plus souvent effectuées au cours d’un suivi
systématique.
41 patients ont bénéficié d’une recherche d’anticorps anti-HLA concomitante a la
réalisation de leur biopsie de greffon, soit 56% des patients ayant développé un ou plusieurs
épisodes de rejet confirmés en histologie.
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B. Descriptifs des patients ayant présenté des dépdts
significatifs de C4d dans les capillaires péritubulaires

Il s’agissait de 7 patients, 4gés en moyenne de 52,7 ans [35-75] au moment de la
transplantation. Il s’agissait dans tous les cas d’une premiére greffe, a partir de donneur
cadavérique pour six d’entre eux, de donneur vivant apparenté pour le patient n°3.

Les données relatives aux couples « greffons/receveurs » sont récapitulés dans le
tableau n°2.

Au sein de ce sous-groupe de patients, 1’dge moyen donneurs était de 40,6 ans [33-70].
Enfin, la durée moyenne d’ischémie froide était de 18,2 heures ; le délai moyen de reprise de
la fonction du greffon était de 8,7 jours, si I’on exclue un cas de dysfonction primaire (patient
n°6)
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patient 1

patient 2

patient 3

patient 4
patient 5
patient 6

patient 7

Néphropathie
initiale

néphropathie non
étiquettée
Glomérulonéphrite
extra-capillaire

Glomérulonéphrite
membranoproliférative
post-virale
Dysplasie rénale
avec reflux bilatéral
Polykystose hépato-
rénale

Non étiquettée

Non étiquettée

age au
moment de la
greffe (ans)

54

48

35

53
40
64

75

Nede
greffe

Type de greffe

cadavérique

cadavérique

Vivant apparenté

cadavérique
cadavérique
cadavérique

cadavérique

Nb age du
incompatib Donneur
(ans)
5 56
2 61
3 38
4 59
4 33
4 52
6 70

Tableau n°6 : Descriptif des patients C4d positifs : aspects cliniques

Délai de

Durée reprise
d’ischémie de la fonction
froide (heures) du greffon

(jours)

29,3 28

17 /

2,5 0

2

27

23,9 0

11 2

16,5 8
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Deux patients ont bénéficié d’un traitement d’induction par daclizumab, un autre par
thymoglobulines. Trois patients n’ont pas eu d’induction.

L’immunosuppression d’entretien consistait habituellement en une trithérapie
associant un inhibiteur de la calcineurine, de I’acide mycophénolique et des corticoides. Dans
un cas I’acide mycophénolique fut substitué par du sirolimus (cf : tableau n°7)

Tableau n°7 :Patients C4d positifs, protocoles d’immunosuppression

Immunosupression
induction entretien
patient 1 daclizumab cyclosporine/ acide mycophénolique/
prednisone
patient 2 non cyclosporine/ prednisone/ FTY (protocole
FTY720)
patient 3 non Tacrolimus/sirolimus/prednisone
patient 4 daclizumab cyclosporine/ prednisone/ FTY ( protocole
FTY720)
patient 5 non cyclosporine/prednisone
patient 6 daclizumab cyclosporine/ prednisone/acide
mycophénolique
patient 7 thymoglobulines tacrolimus/ prednisone/ acide
mycophénolique

Ces sept patients développerent 1 a 3 épisodes de rejets d’allogreffe, tous prouvéspar
biopsie.

En microscopie optique, les 1ésions retrouvées étaient de stade la a 2b.

Les rejets de stades 1 étaient traités par bolus de solumédrol, ceux de grade 2 par
thymoglobulines ou OKT3. Le patient n°7 ne sera traité ni par thymoglobulines ni par OKT3,
en raison de son age.

En cas de prélévements histologiques ultérieurs, les dépots de C4d dans les capillaires
péritubulaires ne seront pas retrouvés en immunofluorescence. (cf : tableau n°8)

Tous a ’exception du patient n°7, ont bénéficié d’une recherche d’alloanticorps anti-
HLA a’occasion de I’épisode de rejet, C4d positif. Néanmoins, ce méme patient n°7, comme
nous le verrons ultérieurement, avait déja développé un anticorps dirigé contre son greffon, 7
mois auparavant. (cf : tableau n°11)
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Tableau n°8 : Les différents épisodes de rejet

biopsie n°

patient 1 1*
1
patient 2 2%
3
patient 3 1*
patient 4 1
2*
patient 5 1*
patient 6 1*
1
patient 7 2
3 *

histologie

la
0
2b
2b
la
1b
1b
2a
2a
la
2a
2a

traitement
bolus de corticoides
/
OKT3

bolus decorticoides
bolus de corticoides
bolus de corticoides
bolus de corticoides

thymoglobulines

thymoglobulines
bolus de corticoides
bolus de corticoides
bolus de corticoides

Légende : *= biopsie positives pour les dépdts de C4d dans les capillaires péritubulaires
0 : absence de I€sions de rejet sur la biopsie

Tableau n°9: Episodes de rejets avec histologie positives pour les dépots de C4d dans les

Histologie Dépots

en
microscopie
optique
patient 1b
1
patient 2b
p
patient la
3
patient b
4

patient 2a
5

patient 2a
6

patient 2aet CAN
7

de

C4d

oui

oui

oui

oui

ouli

oui

oul

capillaires péritubulaires

Cinétique des
dépots de C4d

pas de prélévement
ultérieur
pas de recherche en
immunofluorescence
sur la traplantect.
Pas d’autre
prélévement
Disparition sur la
piece de
transplantectomie
Pas d’autre
prélévement
Pas d’autre
prélévement
Pas d’autre
prélévement

anticorps anti- anticorps anti-
HLA prélevés
simultanément positifs/négatifs

HLA

oui positif
oui positif
anti A2 connu
oui négatif
out positif
anti-DQ4
oui négatif
oui négatif
non /
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Dans le but de mettre en évidence d’autres stigmates de rejet humoral sur I’ensemble
des biopsies C4d positives ou non de ces six patients, nous avons effectué une relecture
rétrospective des lames en question.

Les résultats sont résumés dans le tableau n°10.
Nous étions donc a la recherche des critéres morphologiques de rejet humoral tels qu’ils
avaient été décrits dans la classification de Banff modifiée, a savoir :
- Glomérulite a polynucléaires neutrophiles,
- Dilatation des capillaires péritubulaires avec engorgement de ceux-
ci par des polynucléaires neutrophiles,
- Thrombi intracapillaire,
- Nécrose fibrinoide pariétale artériolaire.

Notons que la glomérulite lymphocytaire, la dilatation des capillaires péritubulaires seule
éventuellement associée a un engorgement par des lymphocytes ne sont pas des signes peu
spécifiques de rejet humoral.

D’une fagon générale les stigmates morphologiques de rejet humoral étaient discrets.

La patiente n°1 ne présentait aucun stigmate morphologique de rejet humoral

Pour la patiente n°2, ils pouvaient éventuellement étre suspectés en présence des 1ésions
de nécrose tubulaire aigue de la premiére biopsie, C4d négative. La seconde et la troisiéme
biopsie retrouvait en revanche des stigmates patents et persistants d’implication de I’allo-
immunité humorale : nécrose fibrinoide pariétale, intéressant une artériole, persistance d’une
dilatation des capillaires péritubulaires avec cependant, un engorgement par des lymphocytes.

Les patients n°3 et 6 n’ont eu & ce jour qu'un seul prélévement biopsique chacun,
lesquels ne retrouvaient que peu de signes histologiques de rejet humoral, a savoir de rares
capillaires péritubulaires dilatés.

Le patient n°4, pour qui, le diagnostic de rejet médié par les anticorps fut suspecté sur la
seconde biopsie, devant la présence de dépdts de C4d, ne présentaient sur la premiére qu'une
discréte glomérulite mixte, a polynucléaires neutrophiles et lymphocytes ainsi que des
capillaires péritubulaires assez dilatés, gorgés de cellules mononuclées. Ces deux types de
lésions étant aggravées sur la 2°™ biopsie avec en sus des Iésions de néphropathie chronique du
transplant (fibrose interstitielle et épaissisement mésangial).

La patiente n°5, également ne dispose a ce jour que d’un seul prélévement biopsique.
Outre le fait qu’il soit C4d positif en immunofluorescence, il présentait des stigmates de I’allo-
immunité humorale & savoir : des microthrombi dans la lumiére des capillaires d’un glomérule,
présence de capillaires péritubulaires dilatés avec afflux de polynucléaires neutrophiles.

Enfin le patient n°7, avait également peu d’arguments morphologiques pour un rejet
humoral : quelques foyers de nécrose tubulaire aigue, sur la premiére biopsie, des capillaires
péritubulaires dilatés sur la seconde, un engorgement de ces mémes capillaires par des
polynucléaires neutrophiles.
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Tableau n°10 :Relecture des biopsies, histologie en microscopie optique des rejets C4d positifs

Biopsie n° Glomérulite Glomérulite Dilatation Affluxdes Afflux de Thrombi Nécrose  Endothélite  Tubulite Nécrose

a PNN lymphocytai des CPT PNN dans LC intracapillai fibrinoide lymphocytai tubulaire
re CPT dans CPT re pariétale re aigue
patient 1 1 - - - - - - - - - -
2% - - - - - - - - + +
1 - - - - - - - - - +
patient 2 2% - + + - - + + + - -
(lartériole)
3 - - + - - - + - - +
(lartériole)
patient 3 1* - - + - - - - - + -
1 + - + - + - - - ++ -
patient 4 2% - + + - - - - +
patient 5 1 - - + + - + (1cap-glo - + - -
patient 6 1 - - +H+ + + - - + (artériole) - +
1 - - - - - - - - ++ +
patient 7 2 - - - - - - - + -
3 - + ++ - ++ - - +(artere) ++ -
4 - + + + + - - +(artére) - -
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Nous nous sommes ensuite intéressés a 1’aspect sérologique de ces rejets C4d positifs. (cf:

tableau n°11)

Patient 1
Patient 2

Patient 3

Patient 4

Patient 5

Patient 6

Patient 7

/

/

Immunisation avant greffe
ELISA

LCT

PRA 0%
PRA 38% ; anti-
A2
PRA
21%;réactivité
IgM classe 1T
PRA 90% ;
réactivité IgM
classe II
PRA 45% ;
réactivité IgM
classe I1

/

PRA 100%,
réactivité anti-
classe 11

Immunisation aprés greffe

ELISA
/

Anti-classe [
positif
/

IgG anti-DQ4,
(juillet 2005)

/

Anti-classe [
positif, transitoire

Positif en ELISA
de classe 2 depuis
mai 2006 :
suspicion d’anti-
DQ6 contre le
greffon

LCT
Anti-classe I et
anti-classe 11
Anti-A2

réactivité [gM
classe II

réactivité IgM
classe I1

réactivité IgM
classe 11

Immunisation
anti-greffon (DQ2)
en 2004, négativé

en 2005

/

Tableau n°11 : patients C4d positifs, immunisation avant et aprés greffe,

On note que deux patientes n’étaient pas immunisées avant greffe (patiente n°l et 6).
Les autres patients n’avaient une immunisation détectable qu’en microlymphocytotoxicité.

Aprés transplantation, seuls les patients n° 4, 6 et 7 avaient positivé leurs tests en
ELISA, et développé des anticorps dirigés contre leurs greffons détectés en périphérie,
respectivement 16 et 7 mois avant le retour en hémodialyse des patients 4 et 7.
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En terme d’évolution, parmi les 7 patients ayant présenté des dépbts de C4d
significatifs en immunofluorescence sur une des biopsies de leur greffon, trois ont donc
développé un anticorps anti-greffon détectable par les techniques classiques (patients n°4, 6 et
7), trois sont retournés en dialyse dans les deux ans qui suivirent leur transplantation (patients
n°2, 6, et 7).

Parmi les patients ayant développé un anticorps spécifique anti-donneurs, seule une

dispose a ce jour d’un greffon fonctionnel, avec toutefois une valeur de clairance peu
satisfaisante.
Deux des 3 patients, retournés en dialyse, (patients n°2 et 4) ont nécessité une
transplantectomie, dans un cas en raison d’un lymphome développé sur le greffon (patiente
2), elle est d’ailleurs décédée peu aprés son retour en dialyse probablement des suites d’un
trouble du rythme sur hyperkaliémie. Dans le second cas, la survenue d’un rejet aigu terminal
sur le greffon avait motivé le retour en dialyse.

Parmi les quatre patients disposant donc toujours d’un greffon fonctionnel, seul un,
garde une clairance de la créatinine supérieure & 60ml/mn.

Tableau n°12 :Evolution des rejets C4d positifs

Clairance Clairance Protéinurie Evolution
alan a2 ans des 24
(ml/mn) heures
(g/24h)
Patient 43,4 34,0 0,22 Insuffisance rénale
1 chronique stade 2
Patient / / / Dysfonction primaire,
2 lymphome du greffon,

transplantectomie, puis
déces de la patiente

Patient 82,0 69,8 0,2 Insuffisance rénale
3 chronique stade 1
Patient 69,9 / 0,22 Glomérulopathie
4 d’allogreffe, retour en

dialyse et transplantectomie
sur rejet aigu terminal a 2

ans
Patient 38,6 37,9 0,35 Insuffisance rénale
5 chronique stade 2
Patient 59,9 37,08 0,22 Insuffisance rénale
6 chronique stade 2
Patient 67,2 / 0,48 Retour en hémodialyse 4 18
7 mois
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Patient 1

Patient 2

Patient 3

Patient 4

Patient 5
Patient 6

Patient 7

Grade du rejet

1b

2b

la

1b

2a

2a

2a et CAN

Tableau n°13 : Synthése : groupe des patients avec rejets C4d positifs

Thrombi Anticorps anti-HLA Traitement du
intracapillaire ou rejet
nécrose fibrinoide

/ Anti-classe I et anti- Bolus de
classe II solumédrol
Anti-A2 en LCT, anti-
Thrombi intracapillaire classe I positif en ELISA OKT3
et nécrose fibrinoide
/ réactivité IgM classe II Bolus de
solumédrol
/ IgG anti-DQ4, (juillet
2005) Bolus de
solumédrol
Thrombi intracapillaire  réactivité IgM classe I ~ Thymoglobulines
Immunisation anti-greffon
/ (DQ2) en 2004, negativé Thymoglobulines
en 2005 Anti-classe |
positif, transitoire en
post-greffe
/ Positif en ELISA de
classe 2 depuis mai Bolus de
2006 : suspicion d’anti- solumédrol

DQ6 contre le greffon

Evolution clinique

Stade 2
Dysfonction primaire,
lymphome du greffon,

transplantectomie, puis décés de
la patiente

Stade 1
Glomérulopathie d’allogrefte,
retour en dialyse et
transplantectomie sur rejet aigu
terminal & 2 ans
Stade 2
Stade 2

Retour en hémodialyse a 18
mois de greffe
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Ainsi sur les 92 épisodes de rejet histologiquement prouvés, concernant les patients
ayant bénéficié d’une transplantation rénale entre le 1¥ décembre 2003 et le 31 mai 2005, 7
(7,6%) présentaient en immunofluorescence des dépdts significatifs de C4d dans les
capillaires péritubulaires. En microscopie optique, ils présentaient le plus souvent de fagon
discréte, des lésions histologiques compatibles avec un rejet humoral. Enfin en sérologie, 4
présentaient des anticorps anti-HLA par microlymphocytotoxicité, et 3 un alloanticorps
spécifiquement dirigé contre un antigéne du greffon

I s’agissait donc, dans les 7 cas, de rejets humoraux aigus ou chroniques probables
voire certains, du fait de la présence d’au moins 2 des 3 critéres requis.

Nous sommes donc bien en deca de la proportion habituellement reconnue de rejet
humoral a savoir 20 a 30% de la totalité des rejets. Nous nous sommes donc intéressés aux
patients de cette méme période d’étude, ayant d’une part développé un ou plusieurs épisodes
de rejets, et d’autre part s’étant immunisés de facon significative et ayant développé une
immunisation significative en ELISA ou en microlymphocytotoxicité.

De la méme fagon que pour les patients C4d positifs, nous avons procédé a une
relecture en anatomo-pathologie des biopsies de ces patients a la recherche de stigmates
morphologiques de rejet humoral ; I’objectif étant de définir un sous-groupe de patients
présentant une conjonction d’arguments cliniques, histologiques (autres que les dépots de C4d
dans les capillaires péritubulaires), et immunologiques permettant de suspecter la possibilité
de survenue d’un rejet médi€ par les anticorps aigu ou chronique.
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Les patients concernés étaient au nombre de 12, pour ceux ayant développé une
immunisation significative en ELISA et au nombre de 17 pour ceux ayant développé une
immunisation significative en microlymphocytotoxicité. Notons ici, comme pour les patients
C4d positifs, qu’il ne s’agissait pas systématiquement d’un anticorps dirigé contre le greffon.

Parmi les 12 patients positifs en ELISA, 2 patients étaient donc positifs en histologie
pour le C4d ; nous avons traités leurs cas plus haut. Nous envisagerons les cas des dix autres
patients ci-dessous.

C. Patients ayant développé une immunisation significative
dans le systéme HLA en pré et surtout post-greffe par la
technique de détection ELISA.

Durant la période étudiée, 10 patients ont développé de fagon significative des anticorps anti-
HLA détectés par la technique ELISA, en I’absence de dép6ts significatifs de C4d dans les
capillaires péritubulaires. Il s’agissait de 5 hommes et de 6 femmes, qui au moment de la
greffe étaient 4gés en moyenne 47.9 ans [39-72].
Pour 4 d’entre eux il s’agissait d’une seconde transplantation (patients n®9, 11, 12 et 15). Ils
¢étaient donc, immunisés dans le systéme HLA :
- Deux d’entre eux étaient hyperimmunisés avec un taux de PRA
supérieur a 80% (patient n°11 et 15)
- Les deux suivants étaient immunisés mais avec un taux de PRA
inférieur & 80%, en microlymphocytotoxicité seule pour 1’un
(patient n°9) en microlymphocytotoxicité et ELISA pour I’autre
avec notamment pour ce dernier patient (patient n°12) la présence
d’un anticorps dirigé contre un antigéne de son premier greffon.
Parmi les 6 patients dont il s’agissait de la premiére greffe, 5 étaient strictement négatifs en
terme d’immunisation HLA avant transplantation. (Patients n°8, 10, 13, 14, et 17). La
derniére patiente (n°16) était hyperimmunisée : taux de PRA>80% en pré-transplantation en
raison d’antécédents de transfusions itératives rendues nécessaires par une béta-thalassémie.

Au plan thérapeutique, 5 de ces patients ont re¢u un traitement d’induction par
thymoglobulines, (patients n°8, 11 et 16) ou daclizumab (patients n°14 et 15).

En terme d’immunosuppression d’entretien, tous furent traités par une trithérapie
classique associant un inhibiteur de la calcineurine, un corticostéroide et du mycophénolate
mofetil. Concernant le choix de I’inhibiteur de la calcineurine, la préférence allait en général
vers le tacrolimus en cas de retransplantation et/ou chez les sujets hyperimmunisés (cf:
tableau n°14)

Concernant les greffons, ils provenaient de donneurs 4gés en moyenne 54,8 ans. Ils
s’agissaient dans 9 cas de greffons provenant d’un donneur vivant cadavérique et dans un cas,
d’un donneur vivant non apparenté (entre époux).

Les durées d’ischémie froide étaient en moyenne 20,8 heures.

L’ensemble de ces données ainsi que les incompatibilités HLA totales et DR sont
rappelées dans les tableaux ci-dessous n°14 et 15.
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Age lors

nom de f'fa néphropathie initiale n° de greffe induction immunosuppression d'entretien
greffe
Patient n°8 39 onycho-ostéo-dystrophie 1 ciclosporine/prednisone/acide
thymoglobulines mycophénolique
Patient n°9 52 glomérulopathie associée au déficit en 2
LCAT non tacrolimus/prednisone/acide mycophénolique
Patient n°10 59 non etiquettee 1 non
tacrolimus/acide mycophénolique/cortancyl
Patient n® 11 45 sténose de l'uréthre postérieure 2
thymoglobulines tacrolimus/prednisone/acide mycophénolique
Patient n°12 64 polykystose hépato-rénale 2
non tacrolimus/acide mycophénolique /prednisone
Patient n°13 65 maladie kystique hépato-rénale 1 ciclosporine/prednisone/acide
non mycophénolique
. o . . \ 1 ciclosporine/prednisone/acide
Patient n°14 72 néphroangiosclérose _ mycophénolique
daclizumab
Patient n°15 53 polykystose hépato-rénale 2
daclizumab tacrolimus/prednisone/acide mycophénolique
Patient n°16 46 non étiquettée 1
thymoglobulines tacrolimus/prednisone/acide mycophénolique
Patient n°17 53 non étiquettée 1

non tacrolimus/MMF/acide mycophénolique
Tableau n°14 : Patients ayant développé une immunisation dans le syst¢éme HILA, détectée par la méthode ELISA




Tableau n°15 : patients positifs en ELISA, caractéristiques des greffons

durée reprise do
d'ischémie  nombre total  incompatibilités 'CP oc.
nom . - or reg la fonction
froide d'incompatibilités DR
du greffon
(heure) .
(jours)
Patient n°8 13,5 3
1 1
Patient n°9
16,45 6 2 7
Patient n°10
33,58 4 2 *
Patient n°11 35,43
1 1 3
Patient n°12
17,46 2 0 13
Patient n°13
2.7 6 2 1
Patient n°14 20,21 5 1 44
Patient n°15 24,61
3 1 12
Patient n°16
15,38 5 2 36
Patient n°17 28,6
4 1 26

Légende : dysfonction primaire du greffon

En post-greffe, les 10 patients, ainsi sélectionnés, présenteront 1 a 4 épisodes de rejet
dans les deux premiéres années qui suivirent la transplantation. On note dans ce groupe
également, un cas de dysfonction primaire du greffon.

Les différents rejets avaient une sévérité variable, des grades la a 2a, selon la
classification de Banff (cf : tableau n°16)

Précisons que sur aucun des prélévements effectués, y compris sur la piéce de
transplantectomie, des dépots de C4d dans les capillaires péritubulaires, significatifs d’un
rejet aigu & médiation humorale, ne furent retrouvés. Soit qu’ils n’ont pas été recherchés, soit
qu’ils n’ont pas été détectés par les techniques usuelles.

Les rejets de grade 1a et 1b étaient traités par bolus de méthylprednisolone. Les rejets
de grade 2a étaient habituellement traités par thymoglobulines.

Tableau n° 16: patients ELISA positifs en aprés greffe : épisodes de rejets et recherche
des dépdts de C4d
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Patient
n°s

patient
n°9

patient
n°10

patient
n°11

patient
n°12

patient
n°13

patient

n°14

patient
n°15

patient
n°16

patient
n°17

rejet
nO
1

1

DN = W

N =N

[u—

histologie
la, CAN
la
la, LCAT
LCAT
2a
1b

la
la

2a

2a, CAN
la
2a
1b

1b
la

la
la
la
2a
1b

la

2a
la

la

1b

recherche de
C4d
oui
non
non
oui

non

non
non

oui
oui

oul

oui

oui

non

non
oul

oul
non
oui
non
oui

oui

non
oui

non

oui

C4d
présent/absent

absent

absent
absent

absent

absent

absent
/

/

absent

absent
/

absent
/

absent

absent

/
absent

/

absent

traitement

bolus de
corticoides
bolus de
corticoides
bolus de
corticoides
/
thymoglobulines
bolus de
corticoides
ND
bolus de
corticoides
thymoglobulines
bolus de
corticoides
bolus de
corticoides
bolus de
corticoides
bolus de
corticoides
bolus de
corticoides
/
bolus de
corticoides
bolus de
corticoides
bolus de
corticoides
/
thymoglobulines
bolus de
corticoides
bolus de
corticoides
thymoglobulines
bolus de
corticoides
bolus de
corticoides
bolus de
corticoides
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Si ’on s’intéresse de fagon plus précise & I’immunisation apres greffe de ces 10 patients, en
ELISA, quatre présentaient des anticorps anti-HLA de classe 1 de fagon exclusive, trois
présentaient des anticorps anti-HLA de classe 2 de fagon exclusive, et trois patients
présentaient des anticorps dirigés a la fois contre les molécules HLA de classe 1 et 2. ( tableau
n°17)

Concernant le sous-groupe de patients non immunisés avant la greffe (cinq patients),
trois patients ont a ce jour des greffons non fonctionnels. Ces trois patients ont aussi en
commun le fait d’avoir développé des anticorps spécifiquement dirigés contre des antigénes
de leurs greffons respectifs:

- Le patient n° 10 a développé un anticorps de type IgG anti-A2 de son
greffon, & peine 1 mois aprés la transplantation ; et comme évoqué
précédemment, son greffon n’a jamais récupéré une quelconque
autonomie en dépit d’un traitement par thymoglobulines pour un rejet
vasculaire puis par bolus de solumédrol pour un rejet tubulo-interstitiel.

- Le patient n° 13 a donc développé un anticorps spécifique anti-donneur
dirigé contre un antigéne HLA de classe 1. Ce patient est trés
rapidement retourné en dialyse, 14 mois aprés transplantation, en dépit
du traitement de 3 épisodes de rejet par bolus de solumédrol (et SAL ?).

- Enfin la patiente n°17 a également développé un anticorps spécifique
anti-donneur, qui fut détecté 3 mois avant sa transplantectomie

Les patients n° 8 et 14 non immunisés avant greffe, ont développé des anticorps
dirigés contre des antigénes HLA de classe 2, et ont & ce jour des greffons toujours
fonctionnels.

Concernant les six patients, déja immunisés avant transplantation, deux n’avaient pas
modifier leur profil immunologique en post-greffe (patients n° 11, etl5); les patients n°9 et 12
avaient développé des alloanticorps spécifiquement dirigés contre leurs greffons respectifs.
Enfin la patiente n°16 présentait une réactivité en microlymphocytotoxicité vis-a-vis d’un
antigéne HLLA de classe 2, une réactivité anti-HL A de classe 1 étant déja présente avant la
greffe.
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patient n°8

patient n°9

patient n°10

patient n°11

patient n°12

patient n°13

patient n°14

Tableau n°17 ; patients ayant développé une immunisation significative en ELISA

immunisation avant greffe

immunisation aprés greffe

délai par rapport
ala
transplantation

ELISA LCT ELISA LCT
/ / anticorps anti- /
HLA de classe 2
/ anticorps anti- Aaticorps anti- anticorps anti-
HLA declasse et HLAdeclasse1 HLA declasselet
IT non spécifique anti-greffon II non spécifique
en LCT en LCT
/ / IgG anti-A2 du /
greffon
PRA 80% pour les / PRA 80% pour les /
antigénes HLA de antigénes HLA de
classe 1 en ELISA classe 1
anticorps anti- anticorps anti- anticorps anti- Idem
HLA declasse T HLA declassell  HLA de classe Il Suspicion
dirigés contre le dirigés contre le dirigés contre le d’anticorps anti-
1% greffon 1% greffon 1°" greffon greffon anti-DQ4
/ / anticorps anti- anticorps anti-
HLA de classe 1 HLA de classe 1
dirigé contre le dirigé contre le
greffon greffon
/ / anticorps anti- anticorps anti-

greffon, DR8
DQ4

greffon, DR8
DQ4

23 mois

27 mois

1 mois

Non adapté*

3 mois

15 mois

25 mois

délai par rapport
au rejet

20 mois
27 mois (par rapport au
premier épisode)
1 mois

Non adapté*

Non adapté*

apres
transplantectomie

24 et 25 mois
apres
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patient n°15

patient n°16

patient n°17

PRA 80% pour les
antigénes HLA de
classe 1 et 2
PRA 80% pour les
antigénes HLA de
classe 1

/

PRA 80% pour les
antigénes HLA de
classe 1 et 2
PRA 80% pour les
antigénes HLLA de
classe 1

/

* : non adapté car immunisé avant la greffe

PRA 80% pour les
antigénes HLA de
classe 1 et 2
PRA 80% pour les
antigénes HLA de
classe 1

Présence d’1gG
anti-classe I et I
dont un anti-DR15
du greffon

PRA 80% pour les
antigénes HLA de
classe 1 et 2
réactivité LCT
anti-classe 2 sur
certains sérum

Non adapté

Non adapté

22 mois apres

Non adapté
Non adapté

10 mois apres le
dernier rejet,
3mois avant la
transplantectomie
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En terme d’évolution, (tableau n°18), quatre patients (36,4%) sont a ce jour retournés
en dialyse. Les patients n°13 et 18 ont perdu précocément leur greffon, aprés 4 épisodes de
rejets aigus chacuns. Le patient n°9 est également retourné en dialyse, notamment du fait de la
récidive précoce de la maladie initiale sur son greffon (déficit en LCAT). Enfin le patient
n°10 a présenté une dysfonction primaire de son greffon.

Les six autres patients disposent d’un greffon fonctionnel, avec cependant une insuffisance
rénale chronique en stade 2 voir 3 de I’HAS. (Les patients n°8, 12, 14, 15 et 16).

Seuls le patient n°11 dispose d’une fonction rénale satisfaisante (stade 1 de I’'HAS).

Les stades de ’'HAS pour I’insuffisance rénale sont décrits en annexe 3.

Tableau n°18 : patients positifs en ELISA, évolution

Clairance a 1 an Clairance a Protéinurie des 24 heures (g/24
(ml/mn) 2ans heures)
patient n°8 41,8 51,45 0,19
patient n°9 / / /

patient / / /
n°10

patient 50,9 75,12 0,53
n°11

patient 234 31,6 0,94
n°12

patient 14 / 0,17
n°13

patient 37,5 49,9 0,14
n°14

patient 24,3 0,2
n°1Ss

patient 19,7 21,2 3,2
n°16

patient : 19,7 / 3,24
n°17

Compte tenu de 1’évolution particulierement péjorative de certains de ces patients,
notamment au sein du sous-groupe de patients ayant développé une immunisation de novo,
nous nous sommes interrogés sur 1’éventuelle présence de stigmates histologiques de rejet
humoral en microscopie optique. Nous avons donc, tout comme pour les patients C4d positifs,
procéder une relecture des différentes biopsies des greffons de ces 10 patients a I’occasion des
épisodes de rejet. (cf : tableau n°19)
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Tableau n°19 : relecture des biopsies C4d négatives des patients ayant développé une immunisation en ELISA

Biopsie Glomérulite Glomérulite Dilatation Afflax Afflux Thrombi Nécrose Endothélite Tubulite NTA

n° a PNN lymphocytaire des CPT PNN de LC intracapillaire fibrinoide
dans dans pariétale
CPT CPT
Patient 1 - - + - - - - - - -
8 2 - - + - - - - - + -
1 + + ++ - + - - - ++ -
Patient 2 + + ++ - + - - - Bo -
9 3 + + ++ - + - - - - -
1 - + + + - - + + -
Patient 2 - + + - - - - - 4+ -
10 3 - + + - - - - - + -
Patient 1 - - - - - - - + -
11
Patient 1 - ++H+ + - + - - + +
12 2 - 4 + - + - - - + i
3 + ++ - - - - - + ++ -
1 + - + - + - - - + +
Patient 2 - + + + - - T+ +
13 3 + - - - - - - . Tt +
4 + - - - - - - + -
Patient 1 - - + - + - - - + -
14 2 - - + - + - - - T
Patient 1 +/- - - - - - - - + -
15 2 - - + - - - - - + 4
Patient I + + + + - - - + T -
n°16 2 + +++ + + + - - - ++ -
3 + -+ + + + - - - + -

86



Pk

++

+++

+ 4+ + +

Tt
-+
_|_
+

2
3
4%
5%

Patient 17

87



La relecture des différentes biopsies des patients fut intéressante a plusieurs titres.

Elle permit tout d’abord de redresser certains diagnostics puisque la troisiéme biopsie
de la patiente n°12, initialement considérée comme un grade 1b était en réalité un grade 2a.

Concernant les éventuels stigmates de rejet humoral, d’une fagon générale, ils étaient
soit inexistants soit discrets. Ainsi, aucune biopsie ne présentait de thrombi intracapillaires, de
nécrose fibrinoide pariétale. Les aspects de glomérulite & polynucléaires neutrophiles et de
capillaires dilatés et engorgés de polynucléaires neutrophiles sont rares. Les lésions de
tubulite et glomérulite lymphocytaire, 1’engorgement des capillaires péritubulaires par des
lymphocytes sont en revanche assez fréquents, mais non spécifiques car également décrits
dans le rejet & médiation cellulaire.

Deux patients présentaient des aspects histologiques remarquables :

La patiente n°16, tout d’abord, fut biopsiée & trois reprises. Chaque prélévement
histologique montrait une glomérulonéphrite assez sévére a la fois a polynucléaires
neutrophiles et lymphocytes, associée 4 un engorgement significatif des capillaires
péritubulaires également par des lymphocytes et polynucléaires neutrophiles.

La patiente n°12, également biopsiée trois fois, avaient une glomérulite trés intense,
mais a prédominance de lymphocytaire, les polynucléaires neutrophiles n’apparaissant que
sur la derniere biopsie.

Dans ce méme ordre idée, on peut aussi citer les biopsies des patients n° 11 et 13,
lesquelles présentaient de discrétes images de glomérulite & polynucléaires neutrophiles.

Enfin, on remarque que les biopsies du patient n° 10, en dépit d’une évolution clinique
extrémement péjorative, (dysfonction primaire du greffon) ne présentait pas de lésions
orientant évoquant un rejet humoral hormis une dilatation isolée de capillaires péritubulaires,
en 1’absence d’engorgement par des cellules inflammatoires.
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Patient 8

Patient 9

Patient 10

Patient 11

Patient 12

Patient 13

Patient 14

Patient 15

Patient 16

Patient 17

e :absence de thrombi intracapillaire et de nécrose fibrinoide

Grade des
rejets
la, CAN

la, laet
LCAT

2a, 1b
la

2a, la, 2a
et CAN
1a, 2a, 1b,
1b
la, 1a

la, la

2a, 1b, la

2a, la, 1b

Tableau n°20 : synthése , patients positifs en ELISA apres greffe

Microscopie optique*

Dilatation des capillaires
péritubulaires
Glomérulite 8 PNN,
dilatation des capillaires
péritubulaires
Dilatation des capillaires
péritubulaires
Glomérulite a PNN

Dilatation des capillaires
péritubulaires
Glomérulite 4 PNN,
dilatation des capillaires
péritubulaires
Dilatation des capillaires
péritubulaires
Dilatation des capillaires
péritubulaires

Glomérulite 8 PNN,
capillarite a PNN

Dilatation des capillaires
péritubulaires

Anticorps anti-HLA

anticorps anti-HLA de classe 2
en ELISA
Anticorps anti-HLA de classe
1 anti-greffon

IgG anti-A2 du greffon

PRA 80% pour les antigénes
HLA de classe 1 en ELISA
Suspicion d’anticorps anti-

greffon anti-DQ4
anticorps anti-HLA de classe 1
dirigé contre le greffon en
ELISA et LCT
anticorps anti-greffon, DR8
DQ4
PRA 80% pour les antigénes
HLA de classe 1 et 2, en
ELISA et LCT

PRA 80% pour les antigénes
HLA de classe 1 en ELISA,
réactivité LCT anti-classe 2

Présence d’IgG anti-classe I et
IT dont un anti-DR15 du
greffon

Traitement du rejet
Bolus de corticoides
Bolus de corticoides
Thymoglobulines et bolus de
corticoides
Bolus de corticoides

Thymoglobulines et bolus de
corticoides

Bolus de corticoides

Bolus de corticoides
Bolus de corticoides
Thymoglobulines et bolus de
corticoides

Thymoglobulines et bolus de
corticoides

Evolution

favorable

Perte précoce du
greffon, récidive de

LCAT

Dysfonction primaire

du greffon

Clairance 4 31,6

favorable

Perte précoce du

greffon

Clairance a 49,9

favorable

favorable

Perte précoce du

greffon



D. Patients ayant développé une immunisation significative
apreés greffe, détectée par microlymphocytotoxicité

Afin d’étre exhaustifs, dans notre étude des patients immunisés en post-greffe et sujets a un
ou plusieurs épisodes de rejet, nous nous sommes ensuite intéressés & ceux, transplantés
durant cette méme période, et ayant développé une réactivité jugée significative en
microlymphocytotoxicité, technique a priori moins sensible mais aussi moins spécifique que
la technique ELISA.

Treize patients ont ainsi été sélectionnés. Il s’agissait de 7 hommes et 7 femmes, ’4ge moyen
était de 43,5 ans lors de la greffe [18-70].

Leurs principales caractéristiques sont récapitulées dans le tableau n® 21 ci-dessous.

Pour deux patients, il s’agissait d’une seconde transplantation rénale (n°27 et 30). Le
patient n°24, avait bénéficié d’une transplantation combinée rein pancréas de fagon
simultanée. Le patient n°28 était parvenu en insuffisance rénale terminale, avec un greffon
cardiaque fonctionnel.

Dans un cas, il s’agissait d’une transplantation a partir d’un donneur vivant apparenté
du premier degré (n°21). Les 17 autres situations correspondaient & des transplantations a
partir de donneurs cadavériques.

Les greffons provenaient de donneurs dgés, en moyenne 50,3 ans. La durée d’ischémie
froide moyenne ¢tait de 20,5 heures [2,7-36,8 heures]. Le nombre d’incompatibilités totales
entre le receveur et le greffon variait de 1 4 5, et les incompatibilités DR de 0 a 2.

Onze patients ont recu un traitement d’induction : six par daclizamab et cing par
thymoglobulines. L’immunosuppression d’entretien reposait comme & 1’accoutumée sur la
trithérapie associant un inhibiteur de la calcineurine, du mycophénolate mofetil, des
corticostéroides (tableaux n°21 et 22).
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Tableau n°21 : patients ayant développés une immunisation significative en microlymphocytotoxicité

nom

patient n°18
patient n°19

patient n°20
patient n°21
patient n°22
patient n°23

patient n°24
patient n°25
patient n°26

patient n°27

patient n°28

patient n°29

patient n°30

ageala
greffe (ans)
46

49
18
20
70
57

38
29
49

39

68

39

44

Légende : MMF (mycophénolate mofetil)

néphropathie n°de greffe

initiale

Non
étiquettée
Non
étiquettée
Non
¢tiquettée
Non
étiquettée
Polykystose
hépato-rénale
Diabétique

Dépdts d’IgA

polykystose
hépato-rénale
Uropathie
malformative
néphrotoxicité
dela
cyclosporine
Polykystose
hépato-rénale
Familiale

—

induction

Thymoglobulines

daclizumab

daclizumab
thymoglobulines

daclizumab

/

thymoglobulines
thymoglobulines
thymoglobulines

daclizumab

daclizumab

daclizumab

/

immunosuppression d’entretien

cyclosporine / corticoides /MMF
cyclosporine/corticoides/ MMF

cyclosporine/MMF/corticoides
Cyclosporine/corticoides
Tacrolimus/corticoides
Tacrolimus/MMF/corticoides

Tacrolimus/MMF/corticoides
Cyclosporine/MMF/corticoides
Cyclosporine/MMF/corticoides

Tacrolimus/corticoides/mycophénolate
mofetil
Ciclosporine/corticoides/acide
mycophénolique

Ciclosporine/corticoides/acide
mycophénolique
Tacrolimus/MMF/corticoides
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Tableau n°22 : patients ayant développé une immunisation significative en microlymphocytotoxicité :
données du greffon

nom relation durée nombre total incompatibilités Reprise
donneur/receveur d’ischémie d’incompatibilité DR différée de la
froide (heure) fonction

patient n°18 cadavre 28 3 1 34
patient n°19 cadavre 31,3 4 1 9
patient n°20 cadavre 35,9 4 1 26
patient n°21 frére/sceur 2,7 5 1 1
patient n°22 cadavre 11,3 4 2 3
patient n°23 cadavre 28.8 1 0 2
patient n°24 cadavre 15,25 4 1 1
patient n°25 cadavre 11,4 5 2 10
patient n°26 cadavre 15,25 3 0 1
patient n°27 cadavre 13,28 4 0 1
patient n°28 cadavre 36,8 1 0
patient n°29 cadavre 14,8 0 0
patient n°30 cadavre 22,7 4 1 18



Concernant I’immunisation avant la greffe, seuls quatre patients avaient des anticorps
détectables en microlymphocytotoxicité :
- Le patient n°28 aux antécédents en transplantation cardiaque,
- Les patients n°27 et 30 aux antécédents de transplantation rénale,
- La patiente n°29 n’a pas de causes évidentes d’immunisation, hormis
d’éventuelles grossesses.

Tous les autres patients n’avaient pas d’immunisation détectable avant transplantation, que ce
soit en microlymphocytotoxicité ou en ELISA (tableau n°23).

En post-greffe, ces patients avaient développé une immunisation détectable par
microlymphocytotoxicité sur au moins un sérum, a I’encontre d’antigéne HLA de classe 1
seul pour deux d’entre eux, a I’encontre d’un antigéne HLA de classe 2 pour sept autres,
dirigés contre les antigénes HLA de classe 1 et 2 pour quatre autres. Les patients déja
immunisés avant greffe n’avaient pour la plupart pas modifié¢ leur profil immunologique en
post-greffe, & ’exception du patient n°31, il s’agissait cependant de modifications minimes.
En terme d’évolution, les quatorze patients présentaient encore un greffon fonctionnel, deux a
trois ans aprés leur transplantation. Le niveau de fonction des greffons était variable mais
globalement satisfaisant, puisque 5 d’entre eux avaient une fonction normale (clairance selon
cockroft supérieur 4 90 ml/mn), 9 étaient au stade 1 d’insuffisance rénale selon I’'HAS, seuls
deux patients étaient en stade 2 d’insuffisance rénale.
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patient 18

patient 19

patient 20
patient 21

patient 22
patient 23

patient 24

patient 25

patient 26
patient 27

Tableau n°23 :

atients positifs en microlvmphocytotoxicité : immunisation pré- et post-greffe, épisodes de rejet

Immunisation avant greffe

ELISA
/

LCT
/

immunisé classe |
et classe [l

Immunisation aprés greffe

ELISA
/

LCT
IgM classe | sans
spécificité réactivité
anti-classe 2 faible
large réactivité en
LCT classe II (80%)
une reactivité en
classe Il (33%) en
LCT
réactivité classe 1
et2 en LCT (36%)
réactivité LCT
classe | et classe II
ELISA négatif, une
réactivité LCT
classe | (67%)
ELISA négatif,
réactivité LCT
classe Il (10%)

réactivité LCT
classe Il (56%)

réactivité IgM
classe Il sur 2
sérum (86% puis
6%)
immunisé classe |
et classe Il

délai par rapport
a la greffe

19 jours

11 mois aprés

13 mois aprés

12 mois aprés

24 mois aprés
21 jours aprés

19 mois apres

24 mois aprés

5 et 25 mois aprés

/

délai par rapport
au rejet

4 jours

10 mois aprés

6 mois apres le
dernier épisode de
rejet
11 mois aprés

24 mois aprées

10 jours aprés

18 mois aprés

23 mois aprés le
dernier épisode de
rejet

7 jours avant le
dernier épisode de
rejet
/
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patient 28
patient 29

patient 30

réactivités classe li
sans specificités
définies
immunisé classe |
et classe I

ELISA négatif,
réactivité IgM
classe | rare

réactivité classe II
sans spécificité a ce
jour
immunisé classe |
etclasse Il
Réactivité anti-
classe I et I 60%

3 mois apres la
greffe

1 semaine avant le
dernier épisode de
rejet (Bo)

95



Ces patients ont développé chacun 1 a 4 épisodes de rejet aigu, gradés selon la
classification de Banff des stades 1a a 2a. Sept €pisodes de rejet, concernant quatre patients
(patients n° 18, 28, et 29) ne seront pas confirmés en histologie, mais uniquement suspectés
sur des critéres cliniques et biologiques. Toutes les biopsies n’avaient pas systématiquement
fait ’objet d’une recherche des dépdts de C4d dans les capillaires péritubulaires. (cf : tableau
n°24). Tout comme pour les deux séries précédentes de patients, ceux dont I’histologie était
positive pour les dépdts de C4d et ceux ayant développé de fagon certaine une immunisation
HLA en post-greffe, par la technique ELISA, nous nous sommes intéressés aux biopsies de
greffon de ces treize patients, effectuées a I’occasion de la suspicion d’épisodes de rejet. Nous
avons donc procédé de fagon similaire 3 une relecture rétrospective des différentes lames
(tableau n°25).

Dans ce groupe également, les 1ésions typiques de rejet aigu humoral ne sont pas
observées : nécrose fibrinoide pariétale et thrombi intracapillaires sont absents. La glomérulite
a polynucléaires neutrophiles n’est retrouvée que chez un patient, et ne se limite qu’a 1 ou 2
polynucléaires neutrophiles par glomérule. La glomérulite lymphocytaire est revanche plus
fréquemment rencontrée (3 patients), de méme que la dilatation des capillaires péritubulaires
(8 patients). Lorsqu’ils sont dilatés, ces capillaires ne sont ici jamais engorgés de
polynucléaires neutrophiles mais sont le siége d’un afflux de lymphocytes d’importance
variable.

Certains patients montreront, a I’analyse des biopsies successives, des éléments en
faveur d’un rejet chronique accélérée avec notamment des 1ésions de glomérulopathie moins
de lan aprés la greffe, ce qui en ce contexte est fortement suspect d’une participation
prépondérante de I’alloimmunité humorale (patient n°26).
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Tableau n°24 : groupe de patients ayant développé une immunisation signicative détectée par microlymphocytotoxicité :
Les différents épisodes de rejets et recherche de C4d

Biopsie n° histologie Recherche du C4d C4d absent/présent traitement
Patient 18 / / / / Bolus de corticoides
Patient 19 1 la non / Bolus de corticoides
1 N* / / Bolus de corticoides
Patient 20 2 N* / / Bolus de corticoides
3 la non / Bolus de corticoides
Patient 21 1 la oui Absent Bolus de corticoides
Patient 22 1 la non / Bolus de corticoides
Patient 23 1 2a oui absent ?
Patient 24 1 1b oui absent Bolus de corticoides
1 N** non / /
Patient 25 2 la non / Bolus de corticoides
3 la, GA oui absent Bolus de corticoides
1 la non / Bolus de corticoides
Patient 26 2 la non / Bolus de corticoides
3 la, CAN oui absent Bolus de corticoides
Patient 27 1 / / / Bolus de corticoides
Patient 28 1 N** Bolus de corticoides
Patient 29 1 / / / bolus de corticoides
Patient 30 1 1b oui absent Bolus de corticoides
2 Bo non / /

Légende : N* : non biopsi¢, N** : traitement avant biopsie, histologie normale ; CAN : néphropathie chronique du transplant ; GA glomérulopathie d’allogreffe.



patient
18
patient
19
patient
20
patient
21
patient
22
patient
23
patient
24

patient
25

patient
26

patient
27

patient
28

Biopsie Glomérulite

nO

[

[y

Tableau n°25 : relecture des biopsies C4d négatives des patients immunisés en microlymphocytotoxicité

a PNN

Glomérulite Dilatation Afflux

lymphocytaire des CPT

PNN

dans

CPT
/

Afflux Thrombi Nécrose Endothélite Tubulite
de LC intracapillaire fibrinoide

dans pariétale

CPT
/ / / / /
- - - - +
- - - - +
- - - - +
- - - - +
+ - - + ++
- - - - -
- - - - +
+ - - - +
- - - - +
+ - - - ++
- - - - +

- - +

/ / / /

NTA
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patient 0 / / / / / /
29

patient 1 - - - - - -
30 2 - + - - - -

Légende : patient 28, 3* : glomérulopathie d’aloogreffe, patient 29, 3* : néphropathie chronique du transplant
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L’évolution clinique de ce sous-groupe était peu satisfaisante. Les treize patients
présentaient encore un greffon fonctionnel, deux ans apres leur transplantation. Le niveau de
fonction des greffons était variable : quatre étaient au stade 1 d’insuffisance rénale selon
I’HAS, six étaient en stade 2, une patiente était au stade 3.

Tableau n°26 : patients positifs en microlymphocytotoxicité : évolution

Clairance a 1 an Clairance a2 ans  protéinurie des 24h
(ml /mn) (ml/mn) (g/24h)

patient 18 49,5 0,31
patient 19 50,6 58,3 1,47
patient 20 49.6 62,03 0,63
patient 21 68,2 70,6 0,26
patient 22 30,6 43,1 0
patient 23 61,6 ND 0
patient 24 52,5 73,1 0,18
patient 25 52,7 52,5 0,32
patient 26 54 55,4 0,48
patient 27 42.5 47,0 0,29
patient 28 30,7 39,7 0,400
patient 29 35,3 16,4 0,18
patient 30 56,7 61,7 0,140
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patient 18

patient 19
patient 20
patient 21

patient 22
patient 23

patient 24

patient 25
patient 26

patient 27
patient 28

patient 29
patient 30

Tableau n°27 : patients immunisés en microlymphoeytotoxicité, synthése

Grade des
rejets
N

la
N, N, la
la

la
2a

1b

N, 1a, 1a,
GA
la, 1a, 1a,
CAN
N
N

N
1b, Bo

Microscopie

optique
/

/

/
Dilatation
CPT
/
Dilatation
CPT
/

/

Dilatation
CPT
/
Dilatation
CPT
/
/

Anticorps anti-HLA

IgM classe | sans spécificité réactivité
anti-classe 2 faible
large réactivité en LCT classe Il (80%)

une réactivité en classe Il (33%) en LCT
réactivité classe 1 et 2 en LCT (36%)

réactivite LCT classe | et classe |l
ELISA négatif, une réactivité LCT
classe | (67%)

ELISA négatif, réactivité LCT classe li
(10%)

réactivité LCT classe Il (56%)

réactivité IgM classe Il sur 2 sérum
(86% puis 6%)
immunisé classe | et classe
réactivité classe ll sans spécificité a ce
jour
immunisé classe | et classe |l
Réactivité anti-classe I et 11 60%

Traitements des rejets

Bolus de corticoides

Bolus de corticoides
Bolus de corticoides
Bolus de corticoides

Bolus de corticoides
thymoglobulines

Bolus de corticoides

Bolus de corticoides
Bolus de corticoides

Bolus de corticoides
Bolus de corticoides

Bolus de corticoides
Bolus de corticoides

Stade
HAS

O OO N

[\)
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E. Diagnostic de rejet humoral

Sur un total de 151 greffes, on note donc 103 épisodes de rejets dont 92 confirmés en
histologie. Sept biopsies avaient des dépots significatifs de C4d dans les capillaires
péritubulaires. En terme d’immunisation, 12 s’étaient positivés en ELISA, dont deux
présentaient également des dépdts de C4d, sur une de leur biopsie ; treize s’€taient positivés
en microlymphocytotoxicité.

Si I’on s’en tient aux critéres de la classification de Banff pour le diagnostic du rejet
humoral, celui-ci peut- &tre retenu de pour 8 patients, associant deux des trois criteres,
histologique, immunohistochimiques, sérologiques:

» Critéres histologiques et immunohistochimiques pour la patiente n°2,
» Critéres sérologiques et immunohistochimiques pour les patients n°4, 6, et 7,
» Criteres sérologiques et histologiques pour les patients n° 9, 10, 13, et 14.

Il est pratiquement certain chez les patients n°12 et 17 en raison de la détection
d’anticorps spécifiques dirigés contre les antigénes du greffon, lesquels sont par définition la
cause du rejet humoral, et d’une détérioration rapide de la fonction de ce dernier pour I’un, et
un retour rapide en dialyse pour autre.

Il doit é&tre évoqué chez la patiente n°16, laquelle présente des critéres histologiques
persistants de rejet humoral, associés & une évolution clinique peu favorable, mais en
I’absence de dépbts de C4d et d’une immunisation spécifique.

En revanche pour les patients n°1, 5 et 3, ce diagnostic peu étre discuté, surtout pour le
patient n°3, devant une évolution clinique plutét favorable et en [’absence d’une
immunisation spécifique.

Les principales caractéristiques de ces quatorze patients sont rappelées dans le tableau
n°27
Ces patients étaient 4gés en moyenne de 55,7 ans, celui des donneurs était en moyenne de 57
ans. La durée d’ischémie froide était en moyenne de 18,7 heures. Dans deux cas,il s agissait
d’une transplantation a partir d’un donneur vivant, pour 1’un apparenté (n°3), pour I’autre non
apparenté (n°13).
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patient
1

patient
2

patient

3

patient
4

patient
5

patient
6

patient
7

Tableau n°28 : patients suspects de rejet & médiation humorale, récapitulatif,

Nombre ischémie
d’incompatibilités  froide
(heures)
5 29,3
) 17
3 2,5
4 27
4 23,9
4 11
6 16,5

induction

daclizumab

non

non

daclizumab

non

daclizumab

thymoglobulines

histologie

1b

2b, nécrose
fibrinoide et
thrombi
intracapillaire

la

1b

2a

2a

2a et GA*

immunisation
avant greffe

0%PRA

38%PRA,
présence d’un
anti-A2

21%PRA,
ELISA négatif,
réactivité IgM
classe 2
90% PRA
réactivité IgM
classe ll en LCT

45%PRA,
ELISA négatif,
réactivité IgM
classe 2
0%PRA

ELISA négatif,
réactivité anti-
BenLCT en
mars 2004

immunisation aprés
greffe

ELISA négatif, anti-classe
| et anti-classe [l en LCT
(pas greffon)

Anti-A2 réactivité
négative en ELISA anti-
B

ELISA négatif,
réactivité IgM classe 2

réactivité classe Il sans
spécificité a ce jour
1gG anti-DQ4 en juillet 2005

ELISA négatif,
réactivité IgM classe 2

Immunisation anti-greffon
(DQ2) en 2004, négativé
en 2005

Positif en ELISA de
classe 2 depuis mai
2006 : suspicion d’anti-
DQ6 contre le greffon

Clairance a 2ans
(ml/mn)

34

Dysfonction primaire,
lymphome du greffon

69,8

glomérulopathie
d’allogreffe,
transplantectomie, retour
en dialyse

37,.9ml/mn

37,08 ml/mn

retour en dialyse
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Patient
9

patient
10

Patient
12

patient
13

Patient
14

patient
16

patient
17

16,45

33,58

17,46

2,7

20,21

15,38 h

286 h

non

non

non

non

daclizumab

daclizumab

non

la,1a
LCAT,
glomérulite a
PNN,
dilatation des
CPT

2a, 1b, 1a

2a, la, 2a,
CAN

la, 2a, 1b,
1b, thrombi
dans un
capillaire
glomérulaire
1a, 1a,
glomérulite &
PNN
2a, 1b, 1a,
glomérulite et
capillarite &
PNN

2a, la, la,
1b

anticorps anti-
HLA de classe  Anticorps anti-HLA de

I et Il non classe 1 anti-greffon
spécifique en
LCT
négatif IgG anti-A2 du greffon
anticorps anti- Idem

HLA de classe  Suspicion d’anti-DQ4
11 dirigés contre
le 1% greffon
anticorps anti-HLLA de

négatif classe 1 dirigé contre le
greffon en ELISA et
LCT
/ anticorps anti-greffon,
DR38 DQ4
PRA 80% pour PRA 80% pour les

les antigénes  antigénes HLA de classe
HLA declasse 1 et réactivité LCT anti-

1 classe 2 sur certains
sérum

Présence d’IgG anti-

négatif classe I et IT dont un

anti-classe I du greffon

Perte précoce du greffon,
retrour en dialyse et
transplantectomie

dysfonction primaire du
greffon

31,6

retour en dialyse et
transplantectomie

49,9

21,2

retour en dialyse et
transplantectomie
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lI.DISCUSSION

L’étude de cette sériec de 33 patients, ayant développé un ou plusieurs épisodes de rejets
souléve plusieurs interrogations :
En fonction de I’association des différents critéres de rejet humoral : dysfonction du
greffon en présence :
v D’un alloanticorps spécifique d’un antigéne du greffon
v De dépdts significatifs de la fraction C4d du complément dans les capillaires
péritubulaires
v' De glomérulite et/ou d’une capillarite & polynucléaires neutrophiles ; d’une
dilatation des capillaires péritubulaires; de lésion de nécrose fibrinoide
pariétale, de thrombi intracapillaires, en microscopie optique,
Un diagnostic rétrospectif de rejet médié par les anticorps peut-étre fortement suspectés chez
14 patients, (cf tableau n°28):

Si I’on se référe aux critéres classiques du rejet humoral, son incidence serait ici, de
13,6%, contre 20 a 30% dans la littérature :

Ce sous-diagnostic du rejet humoral, pourrait €tre, ici, expliqué par plusieurs éléments.

On observe tout d’abord, que 9,8% des épisodes de rejet n’ont pas eu de confirmation
histologique ; les biopsies percutanées de greffon n’ayant pu é&tre réalisées, soit pour des
raisons anatomiques et/ou, soit du fait de la nécessité de poursuivre un traitement
anticoagulant au long cours.

Dans un cas, la biopsie était peu contributive, le traitement du rejet par bolus de
corticoides ayant été débuté avant le geste, du fait de ’urgence thérapeutique.

Les dépdts de fraction C4d du complément dans les capillaires péritubulaires n’ont pas
été systématiquement recherchés, notamment par insuffisance du matériel histologique
nécessaire pour un complément d’analyse en immunofluorescence.

Tous ces facteurs sont fort probablement a I’origine d’une stratégie de détection du rejet
humoral en transplantation rénale, non optimale.

Le diagnostic de rejet humoral est certain pour les patients présentant un alloanticorps
spécifiquement dirigé contre un antigéne HLA du greffon.

Dans notre série, ceci est le cas pour neuf des patients précédemment identifiés. Trois
d’entre eux, (n° 4, 6 et 7), montraient, en outre sur une des biopsies de leur greffon, des
dépdts de C4d significatifs dans les capillaires péritubulaires, et ont connu une évolution
défavorable, avec perte précoce du greffon (n°4 et 7) ou dysfonction chronique (n°6).

Ceci est également le cas pour six autres de ces patients, (n° 9, 10, 12, 13, 14, et 17),
qui, en dépit de I’absence de dépots significatifs de C4d dans les capillaires péritubulaires, ont
aussi eu une évolution particuliérement péjorative, puisqu’on retrouve un cas de dysfonction
primaire du greffon (patient n°10) et trois pertes précoces de greffons avec retour en dialyse
(patient n°9, 13 et 17); les deux autres (n°12 et 13) conservant une insuffisance rénale
chronique de stade 2 4 3.

Ces résultats, corroborent en différents point les données de la littérature : le rejet
humoral ne peut-€tre affirmé, en présence d’une dysfonction du greffon, que par la mise en
¢vidence d’alloanticorps spécifiquement dirigés contre les antigénes du donneur (66). R.A.
Montgomery, rappelait ainsi (67) que le diagnostic ferme de rejet médié par les anticorps soit
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défini par I’association d’une dysfonction du greffon, de I1ésions histologiques et
immunohistologiques et 1a présence d’anticorps anti-donneur, ces différents €léments étaient
rarement disponibles simultanément.

Le diagnostic de rejet humoral est certain chez la patiente n°2, et fort probable chez la
patiente n°16 en dépit de I’absence d’alloanticorps spécifiquement dirigés contre leurs
greffons respectifs. En effet, il doit étre évoqué devant 1’association d’une dysfonction de
greffon et de critéres histologiques seuls pour la patiente n° 16 (glomérulite et capillarite &
polynucléaires neutrophiles), histologiques et imunohistochimiques pour la patiente n°2
(dépdts de C4d, nécrose fibrinoide et thrombi intracapillaire). La aussi, I’évolution clinique
est peu satisfaisante puisque ["une d’elle présenta une non fonction primaire de son greffon,
tandis que I’autre conserve une dysfonction chronique. En dépit de 1’absence d’alloanticorps
spécifique, ces deux patientes étaient, toutefois significativement immunisées avant greffe.

Enfin, pour les trois autres patients, le rejet humoral est suspecté, compte—tenu de
I’association d’une dysfonction du greffon et d’un critére immunohistochimique (dépdts de
C4d.

Pour Montgomery (67), les facteurs de risque majeurs de rejet humoral sont : le don
d’organes du mari a son épouse, de I’enfant a sa mére, grossesse, transfusion, transplantations
antérieures, production d’anticorps spécifiques anti-HLA historique ou actuelle. Si I’on se
rapporte & nos 14 patients, les deux transplantations & partir de donneurs vivants ne
correspondaient pas aux situations précitées, puisqu’il s’agissait du don d’une épouse a son
mari, et d’une sceur a son frére. En revanche, on notait deux deuxi¢émes greffes et une patiente
aux antécédents de transfusions itératives en raison d’une thalassémie.

Cette immunisation, avant transplantation, constitue trés certainement un obstacle a la
détection, par les techniques classiques, d’alloanticorps spécifiques du greffon, générés de
novo. L’analyse du cas des deux patientes, immunisée avant greffe, et ne présentant que des
critéres histologiques +/- immunohistochimiques, conduit donc a s’interroger d’une part sur la
possibilité d’un rejet d’allogreffe a médiation humorale en 1’absence d’anticorps détectable et
d’autre part sur la signification de la présence d’alloanticorps anti-HLA non spécifiquement
dirigés contre les antigénes du greffon.

Dans une publication datant de 2001 de M. Crespo, (66) retrouvait également comme facteurs
de risque de rejet humoral, une hyperimmunisation avant greffe et/ou des antécédents de
pertes de greffons, suggérant ainsi qu’il existerait un état général d’alloréactivité humorale
accentuée : les patients seraient ainsi « hyperrépondeurs » et déveloperaient plus facilement
une réponse anti-donneur spécifique. Elle retrouvait aussi, tout comme dans notre série, une
proportion plus élevée de transplantations a partir de donneurs cadavériques : les 1ésions
d’ischémie majorant I’immunogénicité de I’organe transplanté.

Le pronostic du rejet humoral est ici tout particulierement péjoratif. Le taux de survie a
un an variant de 15 a 50% selon les séries, en dépit de thérapeutiques immunosuppressives
conventionnelles intensives. Néanmoins, comme souligné précédemment, quelques succeés ont
été obtenus avec certains agents ciblant spécifiquement 1’alloimmunité humorale. P.N. Rocha
(68) décrivait une survie a un an de 81% sur une population de 16 patients ayant développé un
rejet humoral aigu et traités par échanges plasmatiques et immunoglobulines intra-veineuses a
fortes doses. Il soulignait, toutefois, le caractére impératif d’un diagnostic précoce, pour la
réussite de ces thérapeutiques adaptées.

Aucun de nos patients ne recevra de traitement spécifique. Seul un d’entre eux (patient n°3)
jouissait d’une fonction de greffon normale avec une clairance, deux ans aprés
transplantation, supérieure a 60 ml/mn. Le taux de survie de ces greffons a deux ans était donc
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de 50%.(deux non fonction primaire, cinq pertes de greffon avec retour en dialyse).

Le patient dont I’évolution fut favorable, en dépit de la présence de dépots de C4d,
avait bénéficié¢ d’une greffe & partir d’un donneur vivant apparenté. Il n’avait d’ailleurs pas
développé d’immunisation spécifique dirigée contre les antigénes de son donneur. Ceci
souligne la prééminence du critére sérologique (détection d’alloanticorps spécifique) sur le les
critéres histologiques et immunohistochimiques. Les dépdts de C4d dans les capillaires
péritubulaires en transplantation rénale, pourrait étre la conséquence d’un processus autre que
I’alloimmunité humorale : comme évoqué précédemment, ils peuvent résulter d’une activation
locale intra-tissulaire du complément, a la faveur de lésions d’ischémie reperfusion. Des
dépbts de C4d au niveau de zones ischémiques ont également été décrits en transplantation
cardiaque. On note ainsi que les deux autres patients ne présentant que ce seul critére
immunohistochimiques, bien que ne disposant pas d’une fonction rénale normale, n’ont pas
connu 1’évolution la plus péjorative.

Le délai de reprise de la fonction du greffon est un paramétre intéressant de cette série. En
effet pour ces 14 patients, si ’on exclue le deux cas non fonction primaire, ce délai était en
moyenne de 13 jours, [0-44] : pour 5 de ces 12 patients, il était supérieur a 10 jours. Pour M.
Crespo, (66) non fonction et reprise différée de la fonction du greffon, seraient diis a de
faibles taux d’alloanticorps spécifiques du donneur, non détectés avant greffe, mais qui le
deviendraient dans les jours qui suivent la transplantation. Elle confirmait son hypothése dans
ce méme article de 2001 ou elle étudiait 51 épisodes de rejets aigus cortico-résistants : au sein
de cette série, deux patients avec non fonction primaire de leur greffon, avaient un crossmatch
rétrospectif sur cellules congelées du donneur faiblement positif. Ces deux cas ne répondaient
cependant pas 4 la définition de rejet hyperaigu. En effet, au scanner il persistait une
vascularisation dans les premiers jours en post-transplantation. Toutefois, pour cet auteur, la
pathogénie du rejet hyperaigu et celle du rejet humoral se présentant comme une non fonction
primaire du greffon est similaire.

Tout comme, la reprise différée de la fonction du greffon, les quatre cas de rejets
terminaux avec nécessité de transplantectomie, doivent €également attiré notre attention : pour
deux d’entre eux, les anticorps spécifiques du donneur sont apparus plusieurs mois aprés le
retrait du greffon, pour le dernier, ils étaient en revanche apparus prés de 18 mois avant. Deux
évidence apparaissent : le rejet terminal du greffon ne survient le plus souvent que plusieurs
années apres la détection des anticorps d’une part , et lorsque 1’anticorps et mis en évidence, il
ne s’agit le plus souvent pas d’un anticorps spécifique anti-donneur probablement parce qu’ils
sont adsorbés dans le greffon; cependant lorsque le greffon est complétement rejeté ils
apparaissent invariablement. Pour Terasaki, (18, 19), la fréquence des anticorps en
transplantation d’organes seraient de pres de 20% aprés greffe, lorsqu’ils sont recherchés par
cytométrie de flux. Il constate également, que ceux-ci peuvent apparaitre des années apres la
perte du greffon. Les limites de la détection en pratique courante seraient bien évidemment
dépendante du choix de la technique, mais aussi du type d’immunosuppression inhibant plus
ou moins la synthése de ces alloanticorps. Ainsi ils seraient plus fréquemment détectés en cas
d’association de type cyclosporine A/azathioprine (18,1%). Leur prévalence serait bien plus
basse, tacrolimus/acide mycophénolique.

Le choix de la technique de détection des anticorps anti-HLA, s’aveére donc
déterminant, avant et aprés transplantation, pour la prévention puis le traitement des épisodes
de rejets humoraux. En effet, classiquement, un crossmatch vis-a-vis des cellules T du
donneur, obtenue par microlymphocytotoxicité est une contre-indication formelle a la greffe.
Les limites de cette technique ont déja été discutées dans la premiére partie. En revanche,
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Karpinsky, en 2001 (69) estimait ainsi qu’un dépistage positif, avant transplantation, en
microlymphocytotoxicité, méme sensibilisée par 1’adjonction d’une IgG anti-humaine (AHG-
CDC) n’était pas nécessairement corrélé a la survenue de complications immunologiques
aprés greffe. Dans son étude portant sur 203 patients greffés entre juin 1992 et juin 2000, il
notait ainsi, une fréquence plus élevée de perte précoce de greffon et d’épisodes de rejets
aigus précoces, en cas de dépistages, avant greffe, rétrospectifs positifs en cytométrie de flux.
Ce risque n’est cependant pas absolu. Ainsi, un crossmatch par cytométrie de flux positif vis-
a-vis des cellules T du donneur est une contre-indication relative & la transplantation et
complique donc la position du clinicien quant a I’attribution du greffon.

Parmi nos 14 patients nancéens identifié comme ayant développé un rejet humoral,
huit étaient immunisés avant greffe, (en ELISA ou par microlymphocytotoxicité) : quatre
d’entre eux, développeront un anticorps spécifique a ’encontre du greffon dans les suites de
la transplantation. 11 aurait trés certainement était intéressant d’effectuer un crossmatch
rétrospectif par cytométrie de flux chez ces derniers. En effet, en cas de transplantations a
partir de donneurs cadavériques les crossmatch par cytométrie de flux ne sont pas effectués en
pré-greffe, contrairement aux transplantations a partir de donneurs vivants. On note ainsi, que
le patient ayant bénéficié d’un greffon provenant de sa sceur, avait donc été testé en
cytométrie de flux, laquelle n’avait détectée qu’une immunisation non spécifique, n’avait pas
développé en post-greffe d’anticorps spécifiques du donneur, en dépit de la présence de
dépdts de C4d sur son greffon a I’occasion d’un épisode de rejet.

Dans ce méme ordre d’idée, I’absence de détection d’alloanticorps anti-HLA spécifiques ou
non, en présence d’un patient hautement suspect de rejet humoral peut résulter de I’emploi
d’une technique peu sensible, ou d’une « capture » de ces derniers au niveau du greffon. Ils ne
sont alors pas détectés dans le sang circulant.

Les anticorps de type anti-HLA non spécifiques du donneur en post-greffe, doivent
également étre pris en compte. Il a pu étre démontré qu’ils étaient aussi associés & une moins
bonne survie du greffon (70). Plusieurs hypothéses peuvent étre évoqués :

v" Comme mentionné plus haut, il pourrait s’agir d’un état général d’alloréactivité

humorale accentuée.

v' Pour certains auteurs, il peut également s’agir d’anticorps dirigés contre des antigénes
exposés uniquement lors de lésions du greffon en particulier en cas de nécrose
tubulaire aigue (71).

v Enfin, les techniques usuelles de détection peuvent s’avérer défaillantes pour la mise
en évidence d’une spécificité antigénique correspondant & un épitope du donneur.

Concernant la « capture » des alloanticorps spécifiques, ce phénoméne est parfaitement
illustré par le cas des patients n°9 et 18 : ces deux patients ont développés des anticorps
spécifiques de leurs greffons au décours immédiat ou plus a distance d’une transplantectomie.
Lors de I’intervention, les alloanticorps « emprisonnés » dans le greffon sont libérés dans la
circulation périphérique et deviennent alors plus aisément détectables par les techniques
classiques. La transplantectomie n’étant certes pas a préconiser de maniére systématique en
cas de rejet humoral, en I’absence d’alloanticorps spécifiques anti-HLA, les techniques
d’élution a partir de fragments de greffons obtenus lors de biopsie percutanée pourrait-étre
proposée dans les cas de dysfonction d’allogreffe avec stigmates histologiques et
immunohistochimiques d’implication de 1’alloimmunité humorale, mais sans confirmation
sérologique. Cela pourrait-&tre ainsi envisagé pour certains de nos patients.

Une autre cause de défaut de détection d’alloanticorps au cours du rejet humoral, serait la
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présence d’anticorps dirigés contre des antigénes d’histocompatibilit¢é mineurs du greffon,
évoqués en premiére partie : antigénes endothéliaux, molécules MICA/MICB, récepteurs AT1
de I’angiotensine 2, antigénes de la membrane basale glomérulaire.

Ainsi, expérimentalement certains auteurs retrouverent des anticorps anti-MICA dans
le sérum de patients rejetant leur greffon en 1’absence d’anticorps anti-HLA détectables. Zou
(72) obtenaient de tels anticorps par ¢lution de greffons rénaux ayant fait 1’objet d’un rejet
immunologique. Les antigénes MIC ont également leur importance en transplantation de
cellules souches, Kitcharoen, a ainsi pu montrer qu’en transplantation médullaire, la survie
des patients est majorée, en cas d’appariement au niveau des loci, MIC. Les nouvelles
techniques de détection des alloanticorps, notamment la cytométrie de flux, ont ici toute leur
place.

Enfin, comme évoqué précédemment, certains composants de la membrane basale
glomérulaire, notamment 1’agrine et le perlecan, pourraient également susciter une
alloréactivité humorale, notamment en cas de glomérulopathie d’allogreffe.

Parmi les quatorze patients précédemment identifiés, un seul présentait de fagon
formelle des Iésions de glomérulopathie du greffon sur sa derni¢re biopsie. Dans ce cas précis,
des alloanticorps de type anti-HLA avaient été identifiés quatre mois avant son retour en
dialyse.

Bien que d’importance trés certainement sous-estimée, les alloanticorps spécifiques du
donneur mais non anti-HLA ne font pas encore I’objet d’une recherche systématique en
pratique courante. Précisons, que nous nous plagons ici dans le cadre bien précis de la
transplantation ABO compatible.

Un autre élément important soulevé par ’analyse de ces observations nancéennes,
certes en nombre limité, est I’impact relatif de la présence de dépots de fraction C4d du
complément dans les capillaires péritubulaires, en tant que critére pronostique péjoratif. En
effet, toujours parmi nos quatorze patients, sept présentaient de tels dépdts. Sur ces sept
patients, trois, avaient un greffon non fonctionnel deux ans aprés la greffe,soit par non
fonction primaire, soit suite a une perte précoce du transplant. De plus un autre de ces patients
C4d positifs, conservait une fonction rénale normale. En revanche, si ’on se focalise sur le
paramétre « présence d’alloanticorps spécifiques du greffon », sur les neuf patients, six
n’avaient plus de greffons fonctionnels deux ans aprés la greffe, les trois autres n’ayant en
aucun cas une fonction rénale normale.

Initialement considérés comme la signature de 1’action de 1’alloimmunité humorale sur
le greffon, les dépots de C4d, n’auraient ainsi de valeur pronostique péjorative qu’en
association avec les autres critéres morphologiques, sérologiques et cliniques de rejet
humoral.

On peut s’interroger sur la spécificité de la relation entre les dépdts de C4d dans les
capillaires péritubulaires et les alloanticorps dirigés contre les antigénes du donneur.

Tout d’abord, les dépdts de C4d, bien qu’établissant une liaison covalente avec
I’endothélium, ne sont pas constants. Il ne sont pas le signe le plus précoce de 1’alloimmunité
humorale d’une part, et sont susceptibles de disparaitre sur les prélévements histologiques
ultérieurs, notamment en cas de traitement.

Ceci est parfaitement illustré dans notre série nancéenne, notamment pour le patient
n°4 : celui-ci, présentait des dépdts de C4d significatifs sur la seconde biopsie (a I579) de son
greffon, et avait déja a J64, sur une premiére biopsie, des capillaires péritubulaires assez
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dilatés, engorgés de cellules inflammatoires.

Les dépdts de C4d sont en outre 1’objet d’un « turn-over » : les patients n°2 et 4,

eurent des prélévements histologiques ultérieurs aux biopsies C4d positives. Pour la patiente
n°2, les dépdts de C4d ne sont plus observés sur la troisieme biopsie & J74, en revanche les
stigmates de [’alloimmunité humorale persistaient sous la forme de thrombi intracapillaire et
de nécrose fibrinoide de paroi artériolaire. Le C4d n’avait pas été recherché sur la piéce de
transplantectomie. Le patient n°4 ne retrouvait pas non plus de dépdts de C4d dans les
capillaires péritubulaires sur la pi¢ce de transplantectomie en immunofluorescence, laquelle
présentait en sus des 1ésions de rejet aigu terminal.
Pour certains auteurs, les modifications des dépots de C4d seraient liées a 1’évolution des taux
d’alloanticorps dirigés contre les antigénes du donneur. Ainsi, dans un article publié en 2003
(73), M. Abe étudiait les cinétiques respectives des dépdts de C4d et d’alloanticorps anti-HLA
et anti-ABO dans les cas de transplantations ABO compatibles d’une part et ABO
incompatibles d’autre part. Cette étude portait sur 41 receveurs transplantés entre 1991 et
2000, ayant présenté une dysfonction de leur greffon en phase initiale de greffe, attribuée a un
rejet humoral. Ces patients avaient été¢ subdivisés en quatre groupes selon qu’il s’agit d’une
transplantation ABO compatible ou non, et qu’ils aient récupéré ou non.

11 constatait tout d’abord que les dépdts de C4d étaient plus importants dans le groupe ABO
incompatibles que dans le groupe ABO compatibles suggérant que les anticorps anti-A et anti-
B sont plus étroitement liés aux dépdts de C4d que les autres alloanticorps. Il remarquait
ensuite, qu’aprés traitement, en cas de récupération de la fonction du greffon au décours de
I’épisode de rejet aigu humoral, les dépdts de C4d se maintenaient ou régressaient,
concomittamment & la réduction du taux d’alloanticorps. La présente étude montre donc, que
les dépbts de C4d sont corrélés au taux d’anticorps anti-HLA chez les receveurs ABO
compatibles et au taux d’anticorps anti-A/B chez les receveurs ABO incompatibles et ont par
ce biais un impact sur la survie du greffon. L auteur observait par ailleurs que les échanges
plasmatiques permettaient d’abaisser le taux d’anticorps anti-HLA ou d’anticorps anti-A/B
dans différentes situations, mais la durée de vie des greffons était tout de méme réduite chez
de tels patients du fait de la réémergence des alloanticorps.

Dans ce méme ordre d’idée, on peut citer une observation de T.Shimizu, publiée en 2002
concernant cette cinétique des dépdts de C4d (74). 1l s’agissait d’'une femme de 61 ans en
insuffisance rénale terminale sur néphropathie a IgA est transplantée d’un greffon rénal
provenant de son mari, 64ans, pére de ses deux enfants. Le donneur était de groupe sanguin
A, la receveuse était de groupe sanguin AB; les deux avaient un rhésus positif. Les
crossmatch B et T étaient négatifs avant transplantation. Il se plagait donc en situation de
greffe ABO compatible ; aucune information ne nous était communiquée concernant les
différentes techniques de crossmatch utilisées.

Le traitement immunosuppresseur consistait en tacrolimus, mycophénolate mofetil,
méthylprednisolone, et SAL.

La reprise de fonction est immédiate. A J9, elle développe un épisode de rejet aigu humoral,
confirmait en histopathologie par la présence d’une glomérulite et d’une capillarite a
polynucléaires neutrophiles en microscopie optique et des dépbts de C4d en
immunofluorescence ; et en sérologie par la positivation du crossmatch vis-avis des
lymphocytes B et T du donneur & J13, conduisant a I’instauration d’échanges plasmatiques.
Les échanges seront interrompus aprés négativation du crossmatch. Sur une seconde biopsie
réalisée en raison de la suspicion de poursuite du rejet humoral, il persistait des stigmates
morphologiques de I’alloimmunité humorale, avec cependant une régression des dépdts de
C4d dans les capillaires péritubulaires, lesquels disparaitront complétement sur une biopsie
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protocolaire effectuée & J72, & distance d’une seconde série d’échanges plasmatiques.
D’autres publications, notamment celle de H. Koller en 2004 (75) et concernant trois patients
traités par immunoadsorption en raison d’un rejet humoral, allaient en ce sens.

Cette observation de T. Shimizu, est illustrée par I’évolution de nos deux patients C4d
positifs ayant nécessité une transplantectomie. Elle souligne également I’'importance que ’on
doit accorder aux stigmates morphologiques de 1’alloimmunité humorale : ces derniers
peuvent persister, en dépit de la diminution des dépdts de C4d, et signent ici la persistance du
rejet. Ce constat offre un éclairage intéressant sur 1’évolution peu satisfaisante, en terme de
fonction du greffon, de la patiente n°6, laquelle présentait un aspect histologique similaire sur
ces 3, en I’absence de dépots de C4d. Ceci justifie, a posteriori, les relectures rétrospectives
des différentes biopsies de nos patients nancéens, C4d positifs d’une part, et ayant dévelopé
une immunisation significative d’autre part, a la recherche de tels stigmates.

Une différence notable est néanmoins a souligner, entre notre série, et les publications
de T. Shimizu et H. Koller : aucuns de nos patients n’avaient recu de traitement spécifiques
du rejet humoral pouvant expliquer une disparition de C4d, sauf a considérer que les
thymoglobulines sont un traitement du rejet humoral, lesquelles n’avaient instituées, que dans
certains cas d’endothélite artérielle.

Les doutes concernant la validit¢ des dépdts diffus de C4d en tant que critére
pathognomonique de rejet & médiation humorale sont également suscités par des travaux
concernant la signification des présentations focalisées du C4d, et I’existence de dépots,
péritubulaires, observés lors de biopsies protocolaires de greffons rénaux, en 1’absence de
dysfonction.

Dans notre série, nous avons exclusivement pris en compte les biopsies de patients
avec dépots de C4d intéressants plus de 50% des capillaires péritubulaires. Pour certains
auteurs, (76) les dépdts focaux de C4d devraient également étre pris en compte. A. B. Magil
constatait ainsi que les greffons avec dépots focalisés de C4d dans les capillaires
péritubulaires avaient un pronostic globalement similaire & ceux comportant des dépdts diffus,
que leur association avec la capillarite et la glomérulite & polynucléaires neutrophiles était
moins étroites, mais qu’ils pouvaient également liés & la détection d’alloanticorps anti-HLA
de classe 2.

Concernant les dép6ts de C4d infra-cliniques, ceux-ci ont pu étre mis en évidence lors
de différentes études se basant sur des biopsies protocolaires. Dans une publication de datant
de 2004, D.H.Koo, retrouvait de tels dépdts dans 33% des cas de biopsiesC4d positives. 1l
s’agissait toutefois d’une série limitée portant sur 48 biopsies dont 6 C4d positives. (77). A.
J.Howie (78), remettait également en cause la nécessité d’une recherche systématique des
dépots de C4d lors de biopsies de greffons. Dans une méta-analyse de différentes études
comparant 1’évolution des greffons avec biopsies C4d positives, d’une part et C4d négatives
d’autre part. il citait notamment une large série portant sur plus de 1000 biopsies réalisées a
Poccasion de suspicion de rejet, et sur lesquelles avaient été recherchées de fagon
rétrospectives des dépots de C4d dans les capillaires péritubulaires. Les patients n’avaient
donc pas été traités de maniére aggressive. On observait une évolution globalement similaire
indépendamment de la présence de dépdts. En revanche, ces dépdts ne semblaient pas avoir la
méme signification en situation de transplantation ABO incompatibles ou chez les patients
recevant leur deuxiéme ou troisiéme greffon. Dans ce dernier cas, il pourrait méme avoir un
effet bénéfique.
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Compte tenu des limites, évoquées plus haut, des dépdts de C4d dans les capillaires
péritubulaires en tant que stigmate histologique du rejet & médiation humorale, d’autres
marqueurs ont €té recherchés.

On peut ainsi citer ’expression plaquettaire de CD61, en tant que marqueur

histologique de I’agrégation plaquettaire dans les capillaires glomérulaires des greffons
rénaux (79). L’intégrine alpha2b béta3 est exprimée a la surface externe des membranes
plaquettaires et sur les granules cytoplasmiques. CD61 est un épitope de la chaine béta3 de
Pintégrine, et est détectable par immunohistochimie sur les tissues inclus dans du formol.
Les observations morphologiques en transplantation humaine et animale ont mise en évidence
des plaquettes dans les capillaires glomérulaires et tubulaires en phase précoce de rejet
hyperaigu médi¢ par des anticorps anti-donneur préformés, avant que des lésions
endothéliales significatives ne soient observées. Une expression diffuse de CD61 dans les
capillaires glomérulaires et péritubulaires de piece de néphrectomie d’allogreffe a ainsi pu
étre identifiée par certains auteurs. L’accumulation de CD61 est cependant peu spécifique,
puisque dans une étude présentée par Mehaan en 2003, ils étaient retrouvés dans 53,3% des
biopsies de greffons si¢ges de rejets humoraux mais aussi sur 30,4% des biopsies si¢ges d’un
rejet cellulaire. En effet, P’activation plaquettaire, dont 1’accumulation de CD61 est une
conséquence, peut &tre induite par des 1ésions vasculaires de causes diverses.

A la lumiére de toutes ces données, on observe que la fréquence du rejet humoral est
moindre dans notre série, par rapport aux données de la littérature. 11 est possible qu’il y ait un
sous diagnostic, du fait de [D’absence de recherche systématique de C4d, en
immunofluorescence notamment.

Toutefois, ce paramétre, considéré comme quasi pathognomonique du rejet humoral,
doit étre interprété avec prudence. La cinétique de la présence de ce marqueur sur des biopsies
itératives, ne semble ici pas influencer par le traitement. Ce qui en fait donc également un
marqueur pronostic évolutif discutable.

Quoiqu’il en soit, il est clair que la mise en jeu de I'immunité humorale, dont
témoignent les autres Iésions histologiques que nous avons décrites, associées a la présence de
dépbts de C4d dans les capillaires péritubulaires, et surtout & la détection d’alloanticorps
spécifiques du donneur ou non (notamment en ELISA), péjore le pronostic du greffon

Il semble difficile a I’heure actuelle de se passer d’une étude histologique en
immunofluorescence, devant une suspicion de rejet, en particulier, si le patient est immunisé
méme faiblement. Cette recherche, si elle est positive, doit peut-étre reconsidérer 1’analyse, en
microscopie optique, des biopsies de greffon, a la recherche de tout éventuel stigmate de
Ialloimmunité humorale. Elle doit surtout, nous inciter a activer la recherche d’anticorps
circulants, par les différentes techniques disponibles. La réalisation d’un crossmatch
rétrospectif pourrait dans certains cas, compléter ces données.

Les techniques d’élutions a partir de prélévements histologiques, seraient également
une solution séduisante, du moins au plan théorique, pour faire la preuve d’un rejet humoral
en ’absence d’anticorps spécifiques. Elles sont cependant difficile & mettre en ceuvre sur des
fragments biopsiques. Elles devraient de ce fait étre systématiquement réalisées en cas de
transplantectomie.

Enfin, un dernier point important reste a souligner : il s’agit du suivi des anticorps
anti-HLA. Celui-ci doit étre aussi régulier avant qu’aprés transplantation. Reste, toutefois, si
leur apparition, doit faire opter pour une attitude thérapeutique particulicre, lorsque I’on sait
que la positivité du C4d sur des biopsies systématiques protocolaires, n’entraine aucun
traitement spécifique.
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IV. CONCLUSION

Nous avons tenté, par ce travail de souligner I'intérét d’une optimisation de nos
stratégies diagnostiques du rejet humoral. Cet objectif, nécessite en effet une coordination
pluridisciplinaire, entre cliniciens, anatomopathologistes et immunologistes.

Compte tenu des progres des différentes thérapeutiques, ciblant I’immunité cellulaire,
le contrdle de I’immunité humorale est trés certainement I’un des principaux obstacle qu’il
nous restera & franchir dans I’avenir en transplantation clinique, notamment du fait, du
nombre important de patients immunisés, en attente de transplantation d’organes. Les
traitements, ciblant I’'immunité humorale, dont nous disposons a ce jour, présentent en outre
une efficacité limitée.

Les progres diagnostiques, devront donc aller de paire avec les progres thérapeutiques.
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V.ANNEXE 1

Technique de détection des dépots de C4d sur les biopsies de greffons rénaux au
laboratoire d’anatomo-pathologie du CHU de Nancy

Les fragments biopsiés sont tout d’abord coupés au cryostat, I’objectif étant d’obtenir
des lames d’une épaisseur de 3 microns. Trois lames seront sélectionnées : une pour la
technique et deux en réserve au congélateur.

Elles subiront un premier ringage de 10 minutes par une solution PBS.

Les lames seront ensuite mise en présence d’un anticorps monoclonal anti-C4d dilué
au centitme dans une solution de PBS, et seront conservées trente minutes a 1’abri de la
lumiere.

Aprés un second ringage rapide par du PBS, un second anticorps de souris, dirigé
contre les immunoglobulines humaines et couplé a la fluoroscéine, est additionné a la
préparation, 1a aussi aprés dilution au trentiéme dans du PBS. L’ensemble étant conservé
durant trente minutes a 1’abri de la lumiére.

Enfin, suite a un ultime ringage, s’effectue une opération dite de « montage pour
immunofluorescence »
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VI. ANNEXE 2

Critéres de validité des prélévements histologiques.

Les fragments biopsiques, pour étre significatifs et conformes aux critéres de la classification
de Banff révisée depuis 1999, doivent impérativement intéresser, au moins partiellement, le
cortex, et doivent comporter au moins 10 glomérules et au moins deux sections artérielles. Un
échantillon, considéré comme limite, devant comprendre au moins 7 glomérules et une
section artérielle.

I1 est également recommandé d’obtenir deux fragments différents séparés, contenant chacun
une zone corticale. Les coupes doivent &tre de 3 a 4 microns d’épaisseur.

Préparation des échantillons :

Les colorations trichrome et argentrique permettent le diagnostique de glomérulite, de
tubulite, de lésion de la membrane basale tubulaire. Ces colorations permettent également
d’amorcer le diagnostic de lésions chroniques telles que les dépo6ts hyalins artériolaires,
I’augmentation de la matrice mésangiale, la duplication de la membrane basale des capillaires
glomérulaires, I’amincissement de la membrane basale tubulaire. La coloration trichrome est
également intéressante pour déterminer la fibrose interstitielle.
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VII.

ANNEXE Il

Stades de Pinsuffisance rénale chronique selon ’H.A.S.

Stade Clairance de la créatinine entre ml/mn
1 90-60
2 60-30
3 30-15
4 <15
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RESUME DE THESE

Le rejet humoral en transplantation d’organe, est un concept ancien, mais exploré de fagon
relativement récente. Il résulte de ’action d’anticorps spécifiques du donneur sur le greffon, et
altére le pronostic a court terme mais aussi a long terme de 'organe iransplanté. En greffe
rénale, 'avénement du C4d, fraction du complément se liant de fagon covalente 2
I'endothélium des capillaires péritubulaires, suite & P’interaction de ce dernier avec les
alloanticorps, permit‘des progres significatifs en matiére de diagnostic du rejet, médié par les
anticorps, aigu ou chronigue. Il fut méme considéré, au départ, par certains auteurs comme
pathognomonique de I’implication de !’alloimmunité humorale en cas de dysfonction du
greffon. Dans une étude rétrospective, nous avons tenté de déterminer ’incidence du rejet
humoral au sein d’une population de patients (ransplantés entre le 1% décembre 2003 et le 31
mai 2005. Nous nous sommes tout particuliérement intéressés & 1’évolution spontanée des
patients ayant présenté des dépots significatifs de C4d, sur une de leurs biopsies, mais aussi 4
ceux ayant développé une immunisation significative spécifique ou non dans les suites de leur
transplantation. Dans les deux cas, ils devaient avoir présenté, un ou plusieurs épisodes de
rejets. Une population de trenfe patients a ainst pu étre étudiée. Aprés analyse de leur
évolution clinique, histologique et immunohistochimique, quatorze d’entre eux ont pu étre
identifiés, coimme suspects d’avoir développé un rejet humoral. Cette &ude, portant sur une
série Hiitée de cas. nous apporte, cependant plusieurs enseignements. Tout d’abord, notre
incidence d’épisodes de rejet humoral, serait plus faible que dans la littérature, 13,6% des
épisodes de rejet contre 20 & 30%. Ceci résulte probablement d’un sous diagnostic, devant
nous inciter 4 optimiser notre stratégie de détection des ailoanticorps anti-HLA, du C4d et des
signes histologinues. Enfin, le caractére pathognomonique du C4d semble en question au
rega;"d des évolutions de ces quatoize patienis.
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