MAROC MEDICAL = G Rl
Aspects immunologiques de la Immunological aspects of the
transplantation rénale kidney transplantation

S £330 Ause Ll i gond

C. Brick, O. Atouf, N. Bennani, N. Benseffaj, S. Oudghiri, M. Essakalli

C‘;,,An pend Tae Liall ALl sl agadill . (IS ¢ 55 (03 306 Tl gusladl el 5ol ¥ eliall 230 &Aw\
LIS 6 55 bl 5 Lgas aSail JUallyy plalaall sia (e Coyadl (o LaiSay AudSH 15315 G0l oWsa o ¢ ,50 cplasiall
Ty o 58y can 1 gudpall B lyieg Ll (3 Leliall ple 5aiae 50 pauds3 (] Jand 1ia Guge o pile aie oo 33palall
sl 3all 550 aay Lo Tage Laglis a3 o 33Lally ploall (s LaUnall sy Aaliall 253830 316Y1 paadds ¢ 530 Ja3 L
.!a\._gJJ\._g L \: y Q%' 0 95w Ay ?J.“ C):QLA:I olasa ialdiaa deliall SJA" 14“)9:;] UP4DAAuw Z..I.ub._\.“ IRVY C)—o

L ceeliall Gas il — I g Ll c,msnj

Résumé : Le rejet immunologique représente encore, a [’heure actuelle, un risque majeur en transplantation rénale. L’évaluation
précise du statut immunologique de tout patient en attente de greffe ou greffé, permet d’apprécier ce risque. Ce travail se propose de
décrire, dans le cadre de la transplantation rénale a partir de donneur vivant, le réle du laboratoire d’histocompatibilité dans la prise
en charge et le suivi immunologique des patients : bilan pré-greffe, limites et performances des techniques d’analyses disponibles,
criteres d’appariement des couples donneur/receveur, suivi immunologique post greffe. La derniére partie sera consacrée a
I’expérience de 1’unité d’immunologie du service de transfusion sanguine et d’hémovigilance de I’hopital Ibn Sina de Rabat.

Q/IOIS clés : transplantation rénale, rejet immunologique J

Abstract :  The immunological rejection is still, at the present time, a major risk in kidney transplantation. Accurate assessment @
the immunological status of all patients awaiting transplantation or grafted, can assessing this risk. this work is intended to describe,
in the framework of kidney transplant from living donor, the role of the laboratory of histocompatibility in the immunological
care and monitoring of patients : pre-transplant analysis, limitations and performance of available analysis techniques, criteria for
matching pairs donor/recipient, follow-up of immunological post transplant. The last part will be devoted to the experience of the

immunology unite at the blood transfusion service of ibn Sina Hospital in Rabat.
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Introduction

Le systeme immunitaire est un des obstacles majeurs
en transplantation rénale. Malgré les progres considérables
réalisés, aussi bien dans les techniques chirurgicales que
dans l'utilisation de thérapeutiques immunosuppressives,
le rejet immunologique reste un réel probleéme. 11 est le re-
flet de I’expression de la réponse immune du receveur vis
a vis d’un greffon génétiquement non identique. Cette ré-
ponse est essentiellement dirigée contre les antigénes (Ag)
de groupes sanguins érythrocytaires ABO et les Ag d’his-
tocompatibilité portés par les cellules du greffon. Les Ag
d’histocompatibilité sont codés par les genes du complexe
majeur d’histocompatibilité, appelé HLA (Human Leuco-
cytes Antigens) chez '’homme. On distingue essentielle-
ment les génes de classe I (locus A, B, C) et les génes de
classe II (locus DR, DP, DQ). En transplantation rénale,
seules les molécules A, B et DR sont prises en compte pour
I’appariement des donneurs et des receveurs. Ces geénes sont
caractérisés par un trés grand polymorphisme et par une
transmission en bloc (haplotype) du chromosome. Chaque
individu hérite de deux haplotypes provenant chacun d’un
parent. Il existe également des Ag d’histocompatibilité dits
mineurs qui peuvent intervenir mais, en général, ils ne sont
pas pris en compte en transplantation.

La stratégie de prévention du rejet de greffe repose es-
sentiellement sur la recherche de la meilleure compatibilité
entre le donneur et le receveur, sur le suivi immunologique
pré et post greffe et sur I'utilisation d’immunosuppresseurs.
Nous décrirons ici, les moyens mis en ceuvre par les labo-
ratoires d’histocompatibilité pour préparer les patients en
attente de transplantation rénale, a partir de donneur vi-
vant, les critéres d’appariements des couples donneurs/re-
ceveurs, le suivi immunologique pré et post greffe avant de
présenter I’expérience du service de transfusion sanguine et
d’hémovigilance (STSH) de I’h6pital Ibn Sina de Rabat.

Bilan immunologique pré-greffe

Afin d’établir la meilleure compatibilité possible entre

Maroc Médical, tome 30 n°2, juin 2008

le donneur et le receveur un bilan immunologique pré-gref-
fe est réalisé systématiquement. Il comprend: le groupage
ABO, le typage HLA, la recherche d’anticorps (Ac) anti-
HLA et le cross match (CM).

Le groupage ABO est réalisé chez le donneur et le re-
ceveur car les Ag de groupes sanguins ABO sont exprimés,
non seulement sur les globules rouges, mais également sur
les cellules épithéliales et les cellules endothéliales. Ainsi,
les Ac naturels anti-A et anti-B du receveur peuvent atta-
quer les vaisseaux sanguins du greffon incompatible sur
le plan ABO et entrainer un rejet [1,2]. Le groupage ABO
se fait selon des techniques d’agglutination classiques, sur
deux prélevements différents, selon deux techniques, avec
deux lots de réactifs différents.

Le typage HLA se fait chez le donneur et le receveur
afin d’établir ou non une compatibilité tissulaire. Il peut
étre réalisé soit par une méthode sérologique, qui permet
d’identifier les Ag exprimés a la surface des cellules, soit
par une méthode de biologie moléculaire, qui recherche
les alleles. La méthode sérologique utilise la réaction de
lymphocytotoxicité dépendante du complément (LCT) qui
consiste a mettre en présence les lymphocytes du sujet avec
un panel d’Ac spécifiques et du complément. La lyse des
cellules est visualisée par adjonction d’un colorant vital ou
fluorescent et évaluée au microscope inversé. Les métho-
des de biologie moléculaire disponibles sont nombreuses.
Les plus utilisées sont :

- la PCR-SSO (Polymerase Chain Reaction-Specific
Sequence Oligonucleotide) qui consiste a amplifier toute la
région HLA avec un couple d’amorces et a I’hybrider avec
un panel de sondes oligonucléotidiques spécifiques,

- la PCR-SSP (PCR-Specific Sequence Primer) qui per-
met d’amplifier directement les alleles HLA en utilisant un
panel d’amorces spécifiques,

- la technologie Luminex, récemment développée qui
associe la PCR-SSO et la cytométrie de flux. En pratique,
les laboratoires utilisent généralement la sérologie pour
déterminer les Ag HLA de classe I, avec un complément
d’examen par biologie moléculaire en cas d’ambiguité, et la
biologie moléculaire pour la classe II.
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La recherche d’Ac anti-HLA est capitale car la majo-
rité des rejets hyperaigus de rein transplanté est due a la
présence d’Ac anti HLA préformés [3-6]. Ces Ac peuvent
apparaftre dans le sérum des patients apres divers événe-
ments immunisants : transfusion, grossesse, avortement,
transplantation, rejet de greffe. Lorsqu’un Ac est détecté, il
faut déterminer ’Ag contre lequel il est dirigé (HLA ou non
HLA), sa spécificité (HLA classe I et/ou II), son isotype
(IgG ou IgM). II est indispensable de pouvoir différencier
les Ac anti HLA, déléteres pour la greffe, des Ac non HLA
et des autoAc qui eux, n’ont pas d’incidence sur la survie
du greffon. La technique de référence est la LCT. La réac-
tivité du sérum est testée par rapport a un panel d’au moins
30 cellules lymphocytaires porteuses d’Ag HLA connus et
en proportion représentative de la population. Afin d’analy-
ser I'isotype IgG ou IgM, la recherche d’Ac est réalisée en
présence ou en absence de dithiothréitol (DTT) qui détruit
les IgM. Le test se fait en deux étapes : le dépistage qui
permet de détecter la présence ou I'absence d’Ac, I'isotype
et le pourcentage de réactivité par rapport au panel (PRA :
Panel Reactive Antibody) et l'identification qui permet
d’établir la spécificité. Il est parfois nécessaire d’utiliser un
panel plus important pour déterminer la spécificité d’un sé-
rum. Un patient ayant des Ac réagissant avec au moins 80%
des cellules d’un panel équilibré, sur deux sérums préle-
vés a six mois d’intervalle sont dits hyperimmunisés. Dans
ce cas il est souvent tres difficile d’établir la liste des Ag
HLA contre lesquels ils sont immunisés. Le raisonnement,
pour une transplantation, se fait alors sur les Ag accepta-
bles, c’est-a-dire contre lesquels ils ne sont pas immunisés.
La LCT est de moins en moins utilisée pour la recherche
d’Ac essentiellement en raison de la difficulté a entretenir
un panel de cellules vivantes mais aussi pour ses limites :
ne détecte pas les Ac qui ne fixent pas le complément (IgA,
IgG, +/-, IgG,), détecte les autoAc lymphocytotoxiques non
déléteres, nécessité d’adsorber les Ac anti HLA de classe 1
sur un pool de plaquettes pour détecter les Ac anti classe
I, lecture finale subjective. De plus, certains rejets ont été
expliqués par la présence d’Ac anti HLA non détectables

par cette technique classique.
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Il existe actuellement des techniques plus performan-
tes : Elisa et la cytométrie de flux. L’Elisa est une mé-
thode immuno-enzymatique indirecte : les sérums sont
déposés sur une microplaque dans laquelle des Ag HLA
purifiés et de spécificité connue ont été fixés au préalable.
La fixation de I’Ac (contenu dans le sérum) a son Ag est
mise en évidence par adjonction d’'un Ac anti immunoglo-
buline humaine couplé a un enzyme. L’addition du substrat
de I'enzyme provoque une réaction colorimétrique lisible
en spectrométrie. Cette technique est tres utilisée car elle
est rapide, reproductible, trés sensible et permet également
la détection d’Ac ne fixant pas le complément et qui peu-
vent également provoquer des rejets. Cependant elle ne dé-
tecte que les Ac de type IgG. La cytométrie de flux utilise
soit un panel de cellules [7], soit des billes recouvertes d’Ag
HLA purifiés [6,8]. La révélation par un Ac couplé a un
fluorochrome est lisible en cytofluorométrie.

Le CM ou compatibilit¢ lymphocytaire est le test ul-
time qui va permettre de contrdler la compatibilité entre
le donneur et le receveur avant la greffe. Plusieurs sérums
sont testés : le sérum du jour, les plus récents ainsi que
tous les sérums historiques connus positifs. Le taux d’Ac
étant fluctuant dans le temps, une immunisation peut ne
pas étre détectée par le CM pré greffe. Cependant, comme
la mémoire immunitaire persiste, la transplantation peut
réactiver 'immunisation et provoquer ainsi le rejet suraigu.
Dans certaines équipes, tous les sérums sont testés, méme
les négatifs.

La technique la plus utilisée est la LCT. Les lymphocy-
tes du donneur sont séparés en T et B, puis incubés avec les
sérums du receveur, a différentes dilutions (pour éliminer
un faux positif par effet dose) et le complément. La lyse
des lymphocytes T révele la présence dans le sérum du re-
ceveur d’Ac anti HLA de classe I et celle des lymphocytes
B la présence d’Ac anti HLA de classe I et II dirigés contre
les Ag HLA du donneur. Le test se fait en présence et en
absence de DTT pour identifier I'isotype de ’Ac. Enfin un
CM en présence d’antiglobuline humaine (CM sensibilisé),
réalisé en parallele, permet d’augmenter la sensibilité du

test. Le CM peut également étre réalisé par cytométrie de
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flux. Les lymphocytes du donneur sont incubés avec les sé-
rums du receveur. Apres lavage, une incubation est réalisée
avec une anti immunoglobuline marquée a la fluorescéine
et des Ac anti CD3 (sélection des lymphocytes T) ou des
Ac anti CD19 (sélection des lymphocytes B) marqués a la
phycoérythrine. La fluorescence est analysée au cytofluori-

metre. Cette technique est actuellement la plus sensible.

Criteres d’appariement des donneurs

et des receveurs

La sélection des donneurs vivants se fait sur la base de
critéres légaux, cliniques, immunologiques et psychologi-
ques. La loi marocaine (Article 9, Loi n°16-98) autorise les
dons familiaux provenant des : ascendants, descendants,
freéres, sceurs, oncles, tantes ou leurs enfants et conjoint si
le mariage est contracté depuis au moins un an. Les crite-
res cliniques requis sont : un état général satisfaisant (apres
un bilan clinique et paraclinique), une fonction rénale nor-
male, une anatomie de I’appareil urinaire normale, pas de
maladie transmissible.

Les criteres immunologiques de sélection des donneurs
sont :

- Le 1 critére est la compatibilité ABO car il est
clairement établi qu'une incompatibilité dans ce systeme
augmente de 10 a 20% le risque de rejet du greffon. Tou-
tefois, en raison des nouvelles stratégies thérapeutiques, la
possibilité de greffer en ABO incompatible commence a
étre envisagée par certaines équipes [9,10].

- Le 2" critére est la compatibilité HLA car elle
conditionne le succes de la greffe a 5-15 ans [11,12]. Le
meilleur donneur est un germain identique. Cependant,
dans une fratrie, il existe 25% de chance d’avoir des fréres
identiques, 25% différents et 50% semi identiques. L'iden-
tité ou la semi identité n’étant pas toujours possible, Iap-
pariement sera réalisé avec la personne ayant le moins de
disparités (mismatch) au locus DR, puis B puis A [13].

- Le 3% critére est le statut immunitaire du rece-

veur. La présence d’'un Ac ne contre indique pas systéma-
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tiquement la greffe, sauf s’il est dirigé contre un Ag HLA
du donneur. Il faut donc déceler les Ac anti donneur ayant
une réaction délétere sur le greffon (anti HLA IgG ou IgM
spécifiques) tout en évitant d’écarter des receveurs sans ris-
que de rejet.

- Le 4*™ critére se base sur les résultats du CM puis-
qu’il permet de mettre en évidence les Ac représentants un
risque de perte du greffon. Il peut étre difficile a interpréter
car il faut tenir compte de plusieurs parametres. D’une ma-
niere générale :

- un CM négatif chez un receveur ayant un suivi immu-
nologique régulier autorise la greffe.

- un CM positif avec des Ac anti HLA de classe I contre
indique la greffe.

- en dehors de ses deux situations, la décision de greffer
dépend de plusieurs parametres :

e la spécificité de I’Ac détecté : Ac HLA (délétere) ou
non HLA (Ac anti idiotype) qui se fixent sur les lymphocy-
tes créant ainsi des faux positifs. Il peut aussi s’agir d’auto
Ac (non déléteres) et dans ce cas, 'auto CM permet de tran-
cher.

e Iisotype de I’Ac : les IgG sont dangereux alors que les
IgM sont souvent dirigés contre des molécules non HLA
et ne sont pas déléteres. Mais il faut rester vigilant car il
existe des Ac anti HLA de type IgM. En effet, lors d’une
immunisation primaire, les Ac sont de type IgM puis IgG.
Cependant, certains patients gardent des IgM sans commu-
tation isotypique alors que d’autres ont des IgG dés la pre-
miere positivité. Seul un suivi régulier permet de résoudre
la question.

¢ la sensibilité de la technique utilisée.

Suivi immunologique

Le suivi immunologique du patient avant et apres trans-
plantation est capital car il permet de mettre en évidence
une allo-immunisation. L’identification, chez un futur rece-
veur, d’un Ac anti HLA interdit la greffe avec un donneur

ayant I’Ag correspondant. La présence d’un Ac anti HLA
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aprés transplantation, conditionne la survie du greffon.
L'identification d’un Ac anti donneur indique la réalisation
d’une biopsie rénale, a la recherche de dépo6ts de la fraction
C4d du complément [14,15] et une surveillance stricte du
patient [16]. En fonction des résultats, le clinicien peut étre
amené a modifier le traitement immunosuppresseur [17,18].
Ce suivi est également important pour I’avenir du patient
en cas de transplantations ultérieures : il faudra éviter les
donneurs ayant des Ag HLA correspondants aux Ac anti
HLA du premier greffon.

Selon les recommandations de ’Agence de la Biomé-
decine Francaise, les patients en attente de greffe doivent
étre prélevés au minimum a J15 et J30 apreés un événement
immunisant et tous les 3 mois en dehors d’événements im-
munisants. Pour les patients qui n’ont pas de suivi immu-
nologique régulier, il est recommandé de réaliser avant la
greffe, deux CM sur des sérums prélevés a 10 jours d’in-
tervalle. Apres la transplantation, les sérums sont prélevés
a J15 et J30 apres la greffe, a 6 mois et un an puis apres
chaque événement immunisant. En cas d’échec de greffe
les prélévements seront fait a J14 et J21 apres la détrans-
plantation, tous les mois pendant 6 mois, tous les 3 mois
jusqu'a 1 an. Tous ces sérums sont conservés a —30°C et

testés pour la recherche d’Ac et/ou le CM.

Expérience au STSH de I’hopital ibn sina

La prise en charge totale des examens immunologiques
pré et post transplantation rénale a débuté en 2001 au STSH
de I’hdpital Ibn Sina de Rabat. Les patients proviennent es-
sentiellement de son service de néphrologie (93,4%) mais
aussi de I’hopital d’Enfants (Rabat), de I’hopital Cheikh
Zaid (Rabat), de I’hdpital militaire Mohamed V (Rabat)
et de I'hopital Ibn Rochd (Casablanca). Le service gere
actuellement les dossiers de 331 patients (candidats a une
transplantation rénale ou transplantés) et 146 donneurs vi-
vants familiaux (tableau 1). Les examens immunologiques
disponibles au STSH sont : le groupage ABO, le typage
HLA (classe I et II) par LCT et par biologie moléculaire
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Tableau 1 : Bilan des examens immunologiques réalisés au
STSH dans le cadre de la transplantation rénale

Caractéristiques Receveurs Donneurs
(n=331) (n=146)
Groupages ABO 146 88
Typages HLA classe I et IT 166 128
Stockages de sérums 1301
Recherches d'anticorps anti HLA 1301
Identifications d'anticorps anti HLA 20
Cross match 118

(PCR-SSP, Luminex), la recherche et I'identification d’Ac
anti HLA (classe I et II) par ELISA et par Luminex, le CM
par LCT, en technique standard et sensibilisée, en présence
ou en absence de DTT. Ces analyses se font a la demande
des néphrologues, selon la stratégie suivante :

- pour les receveurs : sont pratiqués le groupage san-
guin ABO, le typage HLA de classe I et II, la conservation
(& = 30°C) réguliere de sérums informatifs, la recherche
d’Ac anti HLA de classe I et II sur tous les sérums conser-
vés en sérotheéque et I'identification de(s) Ac anti HLA (si
la recherche est positive).

- pour les donneurs : sont réalisés le groupage sanguin
ABO et le typage HLA classe I et II.

- lorsque les compatibilités ABO et HLA sont établies
entre le donneur et le receveur, le CM est réalisé avec tous
les sérums disponibles. Enfin, quelques jours avant la date
prévue de la transplantation, un dernier CM est réalisé avec
le ou les sérums les plus récents.

- un suivi immunologique régulier est également assuré
apres transplantation rénale. Le patient est prélevé a J1, J7,
J14, J21, 6 mois et 1 an et apres chaque événement immu-
nisant. Une recherche d’Ac anti HLA est réalisée sur tous
les sérums. L’apparition d’Ac chez le patient indique une
biopsie rénale, a la recherche de dépdts de C4d.

Parmi les patients suivis de janvier 2001 a juin 2007
, 58 transplantations rénales a partir de donneurs vivants
(53 a I'hopital Ibn Sina, 3 a I’hdpital Cheikh Zaid et 2 a
I’hdpital Ibn Rochd) ont été réalisées (figure 1). L'analyse
des caractéristiques des couples receveurs/donneurs révele
que ’4ge des receveurs se situe en majorité dans la tranche

des 21 a 40 ans alors que les donneurs ont entre 51 et 60
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Figure 1 : Nombre de greffes rénales réalisées depuis 2001
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ans (tableau 2). La population des donneurs est a 72,4%
féminine avec 41,4% de meres et 31% de sceurs (tableau 3).
Les donneurs sont en majorité les parents et les collatéraux,
le conjoint reste exceptionnel. Le nombre d’identités HLA
entre donneurs et receveurs varie de 1 (3,6%) a 6 (12,5%)
avec un maximum de 3 (66,1%) correspondant aux don-
neurs semi identiques. Parmi les 58 transplantations réa-
lisées, 54 CM étaient négatifs, 3 étaient positifs IgM et un

avec Ac non HLA.

Tableau 2 : Caractéristiques des couples receveurs greffeés

Receveurs Donneurs
Nombre % Nombre %
Age
<10 ans 1 1,7 0 0
10-20 ans 5 8,6 1 1,7
21-30 ans 24 41,4 3 5,2
31-40 ans 16 27,6 10 17,2
41-50 ans 7 12 11 19
51-60 ans 5 8,6 30 51,7
61-70 ans 0 0 3 5.2
Sexe
Femmes 21 36,2 42 72,4
Hommes 37 63,8 16 27,6
Groupe sanguin
A 16 29,6 15 278
AB 1 1,8 1 1,8
B 7 13 7 13
O 30 55,6 31 57,4

Chez les malades transplantés, le suivi immunologique

post greffe immédiat a été réalisé seulement dans 24 cas
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Tableau 3 : Liens de parenté des donneurs

Donneurs
Nombre %

Ascendants

Meéres 24 41,4

Péres 4 6,9
Total 28 48,3
Collatéraux

Sceurs 18 31

Freres 11 19
Total 29 50
Conjoints

Epoux 1 1,7
Total 1 1,7

(41,4%) et le suivi apres événement immunisant dans 9 cas
(15,5%).

Parmi les 271 patients suivis et non greffés, 80 ont un
donneur vivant. 65 couples ont bénéficié d’un typage HLA
complet. Le CM était négatif chez 36 couples, positif chez
11 couples et non fait chez 18 couples. 2 patients sont dé-
cédés avant la greffe et 4 ne présentaient aucune identité
avec le receveur. Ainsi, sur les 80 couples 30 seulement
sont préts a étre greffés. Ces résultats montrent les difficul-
tés que rencontrent les laboratoires d’histocompatibilité et
I'importance du bilan et du suivi immunologique en ma-

tiere de transplantation rénale.

Conclusion

La transplantation rénale est le traitement de choix pour
la plupart des cas d’insuffisance rénale chronique au stade
terminal. Bien que pratiquée en routine, cette méthode
comporte des risques et impose le respect d’une rigueur
extréme. La collaboration entre les équipes de greffe et le
laboratoire d’histocompatibilité est indispensable pour le
choix du meilleur donneur pour chaque receveur. La con-
naissance du passé immunologique du patient, I'obtention
de sérums informatifs (grace a un suivi sérologique ré-
gulier) et l'utilisation de techniques d’histocompatibilité
adaptées a chaque cas sont des éléments indispensables

pour toute décision de transplantation.
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