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IV - INTRODUCTION

1 ANTICORPS

1.1 Structure

Les anticorps, ou immunoglobulines, sont les ppagk effecteurs de I'immunité
adaptative a médiation humorale. lls sont sécrgaédes cellules de la lignée lymphocytaire
B. Ce sont des glycoprotéines constituées de geatre-unités identiques deux a deux : deux
chaines lourdes (H potreavy de 450 a 600 acides aminés, et deux chaineskdempour
light) de 210 a 220 acides aminés. Les chaines légentsde deux typess et A, et sont
constituées d’'un domaine variable et d'un domaimestant. Ce dernier est lié a la chaine
lourde par un pont disulfure. Le poids moléculales deux types de chaines légeres est
similaire : de I'ordre de 25 kDa. Il existe un plyreind nombre de chaines lourdes différentes.
Elles sont constituées d’un domaine variable e da 4 domaines constants, avec une région
charniére située entre le premier et le deuxienseddenaines constants. La taille des chaines
lourdes étant différentes en fonction des classesoes-classes d'immunoglobulines, leur
poids moléculaire est variable, de 50 a 70 kDa (1).

Chaines Chaines
lourdes légéres

Région
constante

Région el
variable NH2

Figure 1 : Schéma général d’'une immunoglobuline
D’aprés « Immunologie » 5éme édition, L. ChateneudF. Bach. Médecine-Sciences Flammarion

Les immunoglobulines possedent une dualité stralgwat fonctionnelle : elles
peuvent étre décomposées en Fab (Fragaergigen bindiny et Fc (Fragmentrystallizablg.

—
,// )

/ ab |
N [ '
/ ) ‘\,—)l\ /
|\ Fo /H/___‘_ RECONNAISSANCE
. p
€
» | \ R ‘\\
—_— |
\ Fab )
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1 //  Antigéne
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ACTIVATION \ =

(2) DESSYSTEMES —
~  EFFECTEURS
(Complément, celiules
cylotaxigues,

phagocytes) . ¥

Action sur
l'antigéne

Figure 2 : Dualité structurale et fonctionnelle desmmunoglobulines
D’aprés « Immunologie » 5éme édition, L. ChateneudF. Bach. Médecine-Sciences Flammarion
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Un Fab est constitué d’'une chaine légere assacléepartie variable et au premier
domaine constant d'une chaine lourde d’immunogiobullLe Fab contient les régions
variables des chaines lourdes et |égeres, en telenesguence d’acides aminés, qui conferent
a I'anticorps sa spécificité et sa force de liaisoan épitope donné. Le Fc est constitué du
reste des domaines constants de la chaine lourdenéére a I'anticorps ses fonctions
effectrices (2).

1.2 Portion Fab et reconnaissance antigénique

Les différences entre régions variables des ampiceont concentrées dans trois zones
de quelques acides aminés appartenant a chacuicbalass lourdes et Iégéres et constituant
les zones hypervariables, encore appelées régidesndnant la complémentarité (CDR).
Celles-ci sont entourées du reste des partiesblasiaonstituant la charpente fsamework
region Les trois CDR de la chaine lourde cooperent é&®drois CDR de la chaine légére
pour constituer le paratope. Le paratope est unetste associant 6 boucles d’acides aminés
(H1, H2, H3 pour les CDR1, 2 et 3 de la chainedewst L1, L2, L3 pour ceux de la chaine
légere) pouvant adopter un nombre limité de condébions (3, 4).

25
CDR1
comt 3} I34

CDR2 H3 CDR2

89
CcDRz 95 IQ? CDR3

10 H 110

110110
(Y

Figure 3 : Les CDR constituent le paratope
D’aprés « Immunologie » 5éme édition, L. ChateneudF. Bach. Médecine-Sciences Flammarion

La troisiéme région CDR de la chaine lourde (CDR-bsitue en général au centre
du site de fixation antigénique et jouerait un ndlajeur dans la reconnaissance de I'épitope,
qui est la partie de I'antigéne permettant la @inigle I'anticorps (5, 6). Les 5 autres CDRs ont
une variabilité moindre et joueraient un réle dabsdisation de la liaison du CDR-H3. Les
chaines latérales des acides aminés constitupataéope définissent la structure des épitopes
qui pourront étre reconnus grace a l'établissendentiaisons de Van der Walls, de ponts
électrostatiques, de liaisons hydrogene ou d’istermas hydrophobes. C’est la force de ces
liaisons qui influence laffinité d’un paratope pdiépitope reconnu. Par ailleurs, I'existence
de deux Fab identiqgues par molécule d’immunoglaleulbermet d’augmenter la force de
liaison a I'antigene, a condition que celui-ci erpg plusieurs exemplaires de I'épitope a une
distance suffisamment proche : c’est le phénoménedite (7).
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Les analyses stéréochimiques des complexes antagicerps ont permis de définir
un « épitope structural » comme la part d'un angggui entre en contact avec les 6 CDR d'un
anticorps (8). La surface de contact est de I'otcr&00 & 850 angstroms carrés, c’est-a-dire
une structure composée de 15 a 25 acides amind9)9Au sein de I'épitope structural se
situe « I'épitope fonctionnel » comportant desdésid’acides aminés situés dans des zones
dites « hot spots » dont la substitution par unreauésidu aboutit a une diminution
significative de la liaison de I'anticorps avegpitépe (11, 12).

1.3 Répertoire des anticorps

Le répertoire des anticorps d’un individu, c’egtiee le nombre de Fab différents, est
généré grace a plusieurs processus successifs tarreu systéme immunitaire humain de
répondre a des milliards de structures moléculaiifé&rentes. Le premier processus implique
un réarrangement des genes codant pour les cHatmdss et |égeres. La région variable des
chaines lourdes contient trois segments géniqupslégp V (variable), D (diversité) et J
(jonction) alors que les chaines légeres n’en eangnt que deux : V et J. Il existe plusieurs
copies de chaque segment de génes et les mukixdesplaires de chacun des segments de V,
(D) et J peuvent, en théorie, s'associer de fagolépendante et aléatoire. Ce phénomene
constitue la diversité combinatoire, possible fmation de différentes enzymes dont les RAG
1 et 2 (ecombination-activating gefieEnviron 320 combinaisons VJ sont possibles pesir
chaines légeres et 9000 VDJ pour les chaines Isucdequi représente environ 3 millions de
domaines variables différents d'immunoglobuline3-15b).

LY Lso Vo D41Dg  Dag Jq Jg Cu Cs
Colls souche: 5 - A H
ADM geminal
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Figure 4 : Diversité combinatoire (exemple de la dine lourde)
D’aprés « Immunologie » 5éme édition, L. ChateneudF. Bach. Médecine-Sciences Flammarion
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Des modifications supplémentaires ont lieu durantdmbinaison, c’est-a-dire des
insertions et des délétions de nucléotides réaliséeus I'action de laterminal-
desoxynucleotidyl-transferag@dT), plus particulierement au niveau de la jactentre les
segments V, D et J qui codera pour la troisieménegypervariable de la chaine lourde :
c’est la diversité jonctionnelle qui permet d’'augres considérablement le potentiel de
variabilité des structures paratopiques (16).

Les deux premiers processus exposés se déroulerseiaudes lymphocytes B
immatures, dans la moelle osseuse. Schématiques®irlg les lymphocytes B immatures
produisant une combinaison de chaines légeresuatds fonctionnelle, et ne reconnaissant
pas des antigenes du soi (tolérance centrale)eopit la moelle osseuse pour devenir des
lymphocytes B matures « naifs ». Ces derniers leintwalors dans le sang périphérique, le
circuit lymphatique et les organes lymphoides sdaiwas, jusqu’'a ce qu'ils rencontrent un
antigene qu’ils sont capables de reconnaitre. Anstant, I'internalisation de I'antigene puis
sa présentation sous forme de peptides aux lympe®cy peut engendrer un troisieme
processus de diversification du répertoire au nivdas genes d'immunoglobulines déja
réarrangés, I'’hypermutation somatique (17, 18%'dbit de mutations au niveau des régions
variables des chaines lourdes et Iégéres, primgigait mais de maniere non exclusive au
niveau des régions hypervariables, sous I'actior’ a@etivation-induced deaminag@ID).
Ces mutations s’accumulent au fur et a mesure delagpement de la réponse immunitaire
et peuvent s’associer a une augmentation de ligffdres anticorps pour I'antigene (19).
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primaire | 8 » ' ' ' 0.1
B - TR — 1 %
Réponse : E - g p 0.9
secondaire -3 i 9.0
, poo o em g p P
Réponse i-2 o i | . = g'gg
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tertiaire ) L % o) p . 0.03

Figure 5 : Hypermutations somatiques et affinité
D’aprés « Immunologie » 5éme édition, L. ChateneudF. Bach. Médecine-Sciences Flammarion

1.4 Interaction antigéne-anticorps : affinité et avidité

Comme évoqué précédemment, les interactions ncalates regissant la force de la
liaison antigene-anticorps (Ag-Ac) incluent dedsligs hydrogéenes, ioniques, interactions
hydrophobes et de van der Walls (12, 20, 21). kaefale chacune de ces interactions est
faible en comparaison a une liaison covalente,agicdune interaction Ag-Ac de qualité
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nécessite de multiples interactions entre le ppeagt I'épitope. De plus, ce type d’interaction
ne pouvant exister qu'a des distances trés couttetordre de I'angstrom (I8 métre), un
haut degré de complémentarité entre I'antigéneéaatitorps est nécessaire pour avoir une
liaison forte, ce qui sous-tend également la grapdeificité des interactions Ag-Ac.

La force des interactions totales non covalentéi® em seul paratope d’'un anticorps
et un épitope porté par I'antigéne est appeléaitdfiLes anticorps de faible affinité se lient
de maniére moins forte a I'antigéne et tendent dose dissocier facilement, tandis que les
anticorps de forte affinité se lient de manieresphtense et se dissocient difficilement. La
liaison entre un paratope d’'un anticorps (A) et#pitope (B) d’'un antigéne peut étre décrite
par I'équation suivante :

ka
A+B = AB
Ky

ouU k, est la constante de vitesse d’association, exgrienéM's?, et k; la constante de
vitesse de dissociation, exprimée en. 4e rapport kkg correspond & la constante
d’association a I'équilibre K exprimée en M, qui peut étre déterminée a partir des
concentrations molaires du complexe A-B et de sdalles anticorps et antigénes non liés a
I'équilibre de la réaction :

__LAB]
* [A][B]

Cependant, l'affinité est plus souvent représepi@rela constante de dissociation a
I'équilibre Kp, exprimé en M, qui est I'inverse du,K

[A] [B]

® [AB]

Le Kp est un indicateur quantitatif de la stabilité deomplexe Ag-Ac et constitue la
concentration d’anticorps nécessaire pour atteib@fé de la saturation des sites épitopiques
disponibles. Les complexes trés stables ont dori¢pufiaible et les moins stables um Kaut.

On considére que les complexes Ag-Ac de faiblenigfiont un k de I'ordre de 18 a 10°
M, les complexes de haute affinité pouvant avoir g atteignant 10 M.

Un anticorps possédant deux Fab lorsqu’il est ma@nr@ue (IgG), voire plus lorsqu'il
est polymérique (IgM), l'affinité d’'un paratope poson épitope ne reflete pas toujours la
force de liaison Ag-Ac. En effet, un antigéne pottde multiples exemplaires de I'épitope
pourra augmenter la force de liaison Ag-Ac si @uss paratopes sont engagés en méme
temps, la liaison du premier paratope augmentargrddabilité de liaison des paratopes
suivants. La force de telles interactions multiesappelée avidité, qui peut étre une mesure
de la capacité de liaison d’'un anticorps & un antgau sein des systémes biologiques plus
réelle que l'affinité.
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Dans des conditions idéales, I'avidité devrait &reroduit des affinités des sites de
liaison individuels d’'un anticorps, par exempleupaone IgG ayant deux sites de liaison a
'antigene, l'avidité serait :

.y [AB]
Avidité =K, x K, = Keq = m

Cette equation représente I'avidité maximale tlipaj sachant que les avidités réelles
sont toujours plus basses de plusieurs ordresategur que le produit des affinités. En effet,
le site de liaison d’'un anticorps en contact avecépitope unique d’'un antigéne peut
facilement adopter une configuration spatiale oglimalors que la liaison a un deuxieme site
implique que les deux épitopes soient suffisammenthes et bien orientés I'un par rapport a
l'autre. Si ce n'est pas le cas, le deuxiéme ppmte pourra pas se lier au deuxiéme épitope,
ou bien de maniere non optimale, l'avidité réekeasdonc inférieure a I'avidité maximale
théorique. Au final, en fonction de la répétitiande la configuration des épitopes supposeés
identiques présents a la surface d’'un antigenentinorps de faible affinité pourra se fixer de
maniére plus forte a I'antigene qu’un anticorpdatee affinité.

1.5 Résonance plasmonique de surface (SPR)

Historiquement, les constantes d’affinité des caxes Ag-Ac étaient déterminées par
la dialyse a I'équilibre. En se basant sur le d&gi@ent de la concentration a I'équilibre d’un
antigene radiomarqué de part et d'autre d'une mangisemi-perméable, I'utilisation de
différentes concentrations en présence d’'une corateam connue d’anticorps permettait de
déterminer l'affinité par la construction d’'une deode Scatchard. Dans les années 1990, les
meéthodes de dialyse a I'équilibre ont été remplaqese la SPR qui est une technique plus
sensible, plus pratique, ne nécessitant ni marqdageanticorps ni de I'antigene cible, et plus
rapide (22).

1.5.1 Principe de la SPR

La SPR repose sur les changements de propriétésfldeion d’'une mince couche
d’or sur laquelle, d’'un c6té une lumiére polariese dirigée a travers un prisme avant d’étre
réfléchie vers un photodétecteur, et de l'autré it ligand est immobilisé et baigne dans un
flux de tampon. La lumiére polarisée génere uneeanescente de surface pénétrant dans
la fine couche d’or et sur quelques centaines dematre dans le tampon, ou une partie des
photons sera absorbée. Le photodétecteur mesutenkité de la lumiére réflechie en
fonction de l'angle d’incidence, ce qui permet debver, a un angle donné, un minimum
d’intensité correspondant a I'absorption de I'éiemde 'onde évanescente par les électrons
libres de la surface. L'angle auquel se situe ceimim est appelé angle de résonance et
varie en fonction de la masse présente sur la eoutbr, tout changement de masse
modifiant alors I'indice de réfraction.
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Figure 6 : Principe de la résonance plasmonique drirface
D’aprés Helmerhorstt al. ref [22]

En pratique, la plupart des instruments de SPRseml des puces présentant une
surface d’'analyse, séparée en plusieurs pistes graane cartouche microfluidique, sur
laquelle une matrice de polymeres est fixée. Galigermet la liaison covalente du ligand,
c’est-a-dire son immobilisation, grace a une chihée couplage utilisant les groupements
amines, thiols, hydroxyles, carboxyles ou aldéhydlesst également possible d’utiliser un
systeme non covalent, c’est-a-dire de capture,egample en immobilisant un anticorps
reconnaissant le ligand d'intérét, ou bien en imifigdnt de la streptavidine ou des conjugués
de nickel pour lier un ligand qui aura préalabletr&® fonctionnalisé avec de la biotine ou
une « étiquette » histidine, respectivement.

Une fois le ligand attaché a la surface, une smiutiontenant I'analyte a étudier est
injectée a un flux constant et pendant un tempséaddappareil mesure en permanence et en
« temps réel » la variation de masse a la surfada giste. Le signal observé en fonction du
temps constitue un sensorgramme dont l'unité @s«resonance unib ou RU, 1 RU
correspondant a la fixation d’un ng de protéinemar. En I'absence d'injection de solution
a tester, un tampon de course est passé sur lacsuet rien ne se fixe sur le ligand, le
sensorgramme ne varie donc pas. Durant l'injecdam analyte capable de se fixer au
ligand, la masse augmente a la surface de la ptstangle de résonance varie, ceci est
observé sur le sensorgramme par une augmentationRtk et correspond a la phase
d’association (Voir Figure 6, partie B). Ainsi gtepossible d’étudier en temps réel la capacité
d’interaction d'un analyte avec un ligand donnéngme d'évaluer la compétition entre
analytes en les injectant de maniére successivaot&r que la variation de l'angle de
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résonance qui a lieu lorsque l'analyte est fixéralggand dépend du rapport des masses entre
ces deux derniers. De plus, avant de pouvoir igteevec le ligand qui est immobilisé dans
la matrice de polymere, I'analyte doit diffuser dieple flux (oubulk) passant au-dessus de
cette matrice vers cette matrice selon une corestantui est le coefficient de transport de
masse (23).

Bulk
7 N\
Z, Ny 2z
Flux pp& \/&f Q\\ /?
-------------------------------------------- l-(-n-l------------------_____
Surface ?ﬁ ?77{% Coefficient de transport de masse

Vitesse de réaction

I K [Ty

CS S

% %
RER 8
Figure 7 : Transport de masse puis interaction avele ligand

Le ky, dépend du coefficient de diffusion de I'analyte,(Bu flux d’injection (f) et des
dimensions de la cellule (h, w et I). Le coeffidiete diffusion de I'analyte dépend de sa
masse moléculaire et de son coefficient de frigt@insi que de la viscosité relative de la
solution utilisée. La formule duest la suivante :

2
e = 0.9&1/ D" < f

03xhZxwxl

A la fin de I'injection, le tampon de course prdedelais, I'analyte se dissocie et la
masse diminue a la surface de la piste. L'angleédenance varie dans l'autre sens, ceci est
observé sur le sensorgramme par une diminution Rldset correspond a la phase de
dissociation, plus ou moins rapide selon la stiEbiu complexe.

Dans certains cas, notamment pour la plupart deples Ag-Ac, la vitesse de
dissociation du complexe est tres lente, ce quieswte d’injecter une solution de
régénération sur la surface. Elle est souvent itagstd’'une solution acide ou basique, d’'une
solution de force ionique importante ou contenaettains détergents. Cette solution doit
dissocier de maniére totale et instantanée les lexep analyte-ligand sans, dans la mesure
du possible, dégrader le ligand immobilisé. Ceaind de multiplier les injections sur la
surface sans avoir a changer de piste ni ré-imisebiline quantité identique de ligand.
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1.5.2 Détermination de I'affinité d’'un complexe par la SAR

Il est possible de déterminer l'affinité d’'un compé analyte-ligand en injectant des
concentrations croissantes d’analyte sur la surfageplusieurs cycles d'association —
dissociation puis régénération : c’est ce qu'onetlpple multiple cycle kinetics analysis
(Figure 8, partie B) (24-27). Le nombre de RU augi@eavec la concentration jusqu’'a
atteindre une réponse maximale, ley Korrespondant a la concentration permettant
d’atteindre 50% de celle-ci. Les logiciels d’analypermettent également de réaliser un
ajustement otit des sensorgrammes suivant un modéle d’interadibomé, le plus souvent
mole a mole (1:1), et ainsi déterminer Ilg ekt le kg qui sont les constantes élémentaires
d’association et de dissociation. Ces constanteggme étre totalement différentes pour deux
analytes ayant le mémey,KEnN effet, ce dernier étant le rapport des deemars, un analyte
s’associant et se dissociant tres rapidement pa@woa le méme K qu’un autre s’associant
et se dissociant tres lentement, ce qui peut alasrconséquences sur la physiopathologie ou
les applications techniques.

Il est également possible d’injecter des conceptratcroissantes de l'analyte sans
cycle de régénération entre les injections : ctastqu’'on appelle lssingle cycle kinetics
analysis(Figure 8, partie A) (28, 29Pe la méme maniere, I'ajustement des sensorgrammes
suivant un modeéle d’interaction permettra de démemles constantes cinétiques et la
constante d’équilibre de la réaction. Il est impottde couvrir une plage de concentrations
suffisamment large, allant de l'absence d’analyiegy’'a une concentration permettant
d’obtenir la saturation, afin d’obtenir des résigt@ables.

18 32nM

16nM A
5‘ 8nM P o
T 4nM —
[0} 9 A 2
g 2nM E
8 . 5]
7] ©
(0] >
c O0Ff he]
4 8 8
_ Y 4 0
43 =
ic
. . )
0 750 1500
Time (s)
26 [ 32nM
B
= 16nM
L,
o 13 [ 8ol —
17} / =)
g / 4nM E
2 ) -
o) L ©
o 0 2nM s e
-1 ©
| — do @
| oot (0]
18 @
. L . &=
0 375 750
Time (s)

Figure 8 : Analyses cinétiqgues en mode « single-¢ge (haut) et « multi-cycle » (bas)
D’aprés Helmerhorsgt al. ref [22]

Il est important de noter qu'afin de pouvoir réatices analyses il est nécessaire
d’avoir au préalable déterminé la concentratiorcige2et active de I'analyte, c’est-a-dire la
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concentration de la fraction capable d’interagie@le ligand, car tous les calculs sont basés
sur ce parametre. Il serait possible d'utiliseiSRBR pour déterminer la concentration d’'un

analyte en utilisant une courbe de calibration,sntaici nécessite d’avoir un échantillon de

référence ayant 100% d’activité, ce qui est rardreeoas (30, 31). Par ailleurs, dans le cadre
de I'étude de couples Ag-Ac, la détermination decdemcentration de I'anticorps par des

techniques spectrophotométriques ou colorimétricpoed grossieres car ne s’affranchissent
pas des impuretés et ne tiennent pas compte dégrité de I'anticorps apres une éventuelle
purification.

Par ailleurs, afin de réaliser des études cinésigfiables, il est impératif de
s’affranchir du phénomeéne de transport de masssoue que I'association entre I'analyte et
le ligand ne dépende que des constantes cinétidpuesmplexe. S’il n'y a pas de limitation
par le transport de masse, alors la vitesse obsekyg ne dépend que dy ldu ks et de la
concentration de I'analyte. Ce sont les conditigumissont recherchées lorsque I'on réalise des
études de cinétiqgues en privilégiant I'immobilisatid’une faible quantité de ligand et
l'utilisation d’un flux rapide, en général supénewu égal a 25 pl/min.

1.5.3 Calibration-free concentration analysipar la SPR

La SPR offre un moyen de déterminer la concentragictive d’'un analyte, c’est-a-
dire la concentration de la fraction d’analyte ddpad’interagir avec le ligand, et ce sans
courbe de calibration : c’est lealibration free concentration analysisu CFCA (32, 33).
Cette technique repose sur le phénoméne de liontatie transport de masse décrit
précédemment. Si la vitesse de diffusion de I'aealyers la surface est plus lente que la
vitesse d’association a son ligand, la vitessest@ation apparente se trouvera diminuée.
Pour un analyte utilisé dans les mémes conditiensodcentration, température et solution, le
coefficient de transport de masse ne dépendra gloesde la vitesse d’injection que 'on
utilise. On observera alors une pente d’associatibiale difféerente en fonction du flux.
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Figure 9 : Limitation de transport de masse et vitese d'injection
D’apres Richalet-Sécordet al. ref [33]
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L'utilisation d’'un flux lent, d’'une grande quantitde ligand immobilisé et d’'une
concentration en analyte faible favorise la limdatpar le transport de masse. L’analyte est
alors injecté selon au moins deux flux différents,lent et un rapide, la comparaison des
vitesses d’association en fonction du flux util@¥mettant de calculer la concentration active
de l'analyte.

1.5.4 Limites de la SPR

La SPR n’est pas dénuée d’inconvénients et unigamanbre de paramétres sont a
maitriser impérativement si I'on veut obtenir désuitats fiables.

Tout d’abord, en ce qui concerne 'immobilisation ligand, le couplage chimique
peut entrainer un masquage du site de reconnagsgaenc I'analyte, et donc empécher
I'interaction entre les deux partenaires. Ceciégstlement valable en mode capture si I'agent
de capture reconnait le méme épitope ou un épisyfesamment proche du site de
reconnaissance par I'analyte, avec pour conséquenphiénomene de compétition et encore
une fois I'absence d’interaction entre les deuxgraires a étudier.

La régénération est une étape critique car ell¢ pmimettre de dissocier tous les
complexes ligand-analyte sans dégrader le ligandoBction de la nature de celui-ci, il peut
étre difficile de trouver la solution de régénératadéequate.

S’il existe une différence entre I'indice de réfran du tampon de course et de celui
de la solution contenant l'analyte, une réponset @dre générée sans qu’il existe une
interaction entre l'analyte et le ligand. Ceci peitte corrigé par la soustraction au
sensorgramme de la piste ou le ligand est imm@ébilia sensorgramme d’une piste de
référence contréle sans ligand immobilisé situéaraont par rapport au flux d’'injection. La
correction est encore plus rigoureuse en utilisartdouble referencing (34), c’est-a-dire
en ajoutant la soustraction du sensorgramme oltesuwle I'injection du tampon de dilution
seul, et dans les mémes conditions que celui cantdianalyte, sur la piste contenant le
ligand immobilisé.

Il peut également exister des interactions noniBgées ou non désirées (NSB ou
non-specific bindingentre I'analyte, ou des composants de la solutmrienant I'analyte, et
la surface (35). En effet, la SPR est une technigui@e nécessite pas de marquage préalable
de l'analyte fabel-free) donc la moindre particule capable d’interagir alee surface sera
détectée. Ceci peut étre corrigé paddeible-referencing partir du moment ou la présence
du ligand ne modifie pas le NSB.

Enfin, nous avons vu que les anticorps posséddiemt sites de liaison a I'antigéne.
Si les deux sites sont capables d’interagir aveligeend immobilisé a la surface, alors le
modéle d’interaction 1:1 n’est pas approprié pogtermniner les constantes d’interaction du
complexe Ag-Ac (36-38). Le méme raisonnement sigppl pour les échantillons complexes,
c’est-a-dire ceux qui contiennent plusieurs analytapables de se fixer au ligand. Les
logiciels d’analyse des données offrent la posstbd utiliser des modeles plus complexes
afin de s’approcher au plus pres de la réalitéadgriétique d’interaction, mais cela nécessite
de connaitre précisément la composition de laisolumjectée ou des ligands immobilisés sur
la surface (39, 40).
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1.6 Fc, classes d’lg et fonctions effectrices

Il existe cinq classes d'immunoglobulines : les inmoglobulines G (IgG), I1gA, IgM,
IgE et IgD, par ordre de concentration séerique @sésant chez le sujet normal. Les IgG sont
de plus divisées en quatre sous-classes, IgG1l, IgG3 et IgG4, et les IgA en deux : IgAl
et IgA2. Les différences entre ces classes et slagses se situent au niveau de la chaine
lourde, et plus particulierement au niveau de |eigd-c, ce qui leur conféere des poids
moléculaires et des fonctions effectrices difféserites trois fonctions effectrices les plus
importantes des anticorps sont I'activation dedi classique du complément, 'opsonisation
et I'activation de la cytotoxicité cellulaire démlmte des anticorps (ADCC).
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Figure 10 : Classes des immunoglobulines (gauchd)seus-classes d'lgG (droite)
D’aprés Elsevier's Integrated Immunologye and Migotogy, J. Actor et Immunologie, J. Kindt, Edit®®unod

L’opsonisation représente la capacité d’'un antispofigé sur son antigéne via ses Fab,
a interagir via son Fc avec les cellules phagomgagt ainsi a favoriser I'internalisation de cet
antigéne. En parallele, TADCC représente la capadiun anticorps a interagir avec des
cellules capables d’engendrer une lyse cellul@es deux fonctions dépendent de la capacité
du Fc a se lier a des récepteurs spécifiques sitlgsurface de nombreux types cellulaires,
les FcR et plus particulierement lesyRcpour les IgG (41). La liaison des IgG auyRc
entraine l'activation de différentes fonctions, paemple chez les monocytes, macrophages
et cellules dendritiques, une augmentation destifume phagocytaires et de présentation
antigénique, et chez les cellules NK le déclencherdes fonctions de toxicité cellulaire. La
description du systéme du complément et de somatictn fera I'objet d’un sous-chapitre
spécifique.

Les IgG sont les immunoglobulines prépondérantesvaau sérique, sont sous forme
monomérique et ont une chaine lourde constituég demaines constants. Elles constituent
les seules immunoglobulines capables de traveadaartriere placentaire grace un mécanisme
actif mettant en jeu les récepteurs Fc néonataaRr}: Elles possédent une demi-vie de 3
semaines (plus courte pour les IgG3 qui sont phmsibles a I'action des protéases) grace a
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ces mémes FcRn qui sont exprimés chez I'adultedpanombreux types cellulaires, ce qui
permet de les protéger du catabolisme en comparaiso autres classes. Les IgG1, 2 et 4 ont
un poids moléculaire de 146 kDa environ alors gelelicdes 1gG3, possédant une région
charniére plus longue, est de 165 kDa (42). Lestions effectrices different en fonction des
sous-classes d'lgG: les IgG1l et IgG3 sont conmuesr activer la voie classique du
complément de maniéere trés efficace (43), a canditju’au moins deux molécules d’lgG
soient suffisamment proches a la surface de ldue ¢44). Elles sont également tres bien
reconnues par les FcR, donc favorisent 'opsomisatt déclenchent 'ADCC. Les IgG2 sont
beaucoup moins efficaces pour activer le complémerse lient aux FCR uniqguement chez
50% des Caucasiens portant un alléle dgRA& particulier (45). Les IgG4 n’activent pas le
complément et sont trés peu reconnues par lg3.Rees régles strictes dépendent cependant
des conditions, il a en effet été démontré quddeR et IgG4 étaient capables d’activer le
complément en cas de forte densité antigéniquesdarte concentration en complément (46,
47).

Les IgM sont exprimées sous forme monomérique sutéace des lymphocytes B
naifs ou elles constituent le BCMB-€ell recepto), et sous forme pentamérique, voire
hexamérique, lorsqu’elles sont sécrétées, assdeiam@nomeres d’lg reliés entre eux par des
ponts disulfures, ainsi qu'une piéce J (pgoining) de 15 kDa. Leur chaine lourde est
constituée de 4 domaines constants, le poids maléswa’'un monomere d’IgM étant alors de
190 kDa et d’'un pentamere de 966 kDa. Ce sontriesipales immunoglobulines produites
par un nouveau-né et sécrétées lors d'une répomswinitaire primaire. Les IgM sont le
principal support des anticorps dits « naturels’est-a-dire présents avant tout contact avec
I'antigene. Ces anticorps naturels sont habituedl@npolyspécifiques, c’est-a-dire qu’ils
peuvent reconnaitre un assez grand nombre d’égitopes avec une faible affinité. La faible
affinité des IgM est compensée par le caractereapggrique de la forme sécrétée, chacun des
10 ou 12 Fab se liant a I'antigéne coopérant agecalitres pour augmenter 'avidité pour
I'antigene. Une fois fixée sur sa cible, I'lgM pantérique change de conformation, ce qui lui
permet d'activer la voie classique du complémenndeiere trés efficace.

Les IgA sont présentes dans le sérum sous formeommémgue mais peuvent étre
également retrouvées sous forme dimérique, triraérimu tétramérique en association avec
une chaine J. Leur chaine lourde est constitugediemaines constants, le poids moléculaire
d’'un monomere d’lgA étant de 160 kDa. Les IgA repréent environ 60% des
immunoglobulines synthétisées par I'organisme nmassont pas prépondérantes dans le
sérum pour différentes raisons : elles sont pradeiment produites au niveau des muqueuses
et des glandes exocrines et sont plus sensiblesatabolisme que les IgG. Les IgA
sécrétoires, qui comprennent environ 50% d’IgAH’'&fA2, sont principalement constituées
d’'un dimére d’'IgA et de leur chaine J auxquellesssdcie une autre protéine, la piéce
sécrétoire. Les IgA sécrétoires constituent unerds&f clé contre les organismes étrangers qui
pénéetrent au niveau des muqueuses.

Les IgE sont monomériques et retrouvées a de #ide$ concentrations dans le
sérum. Leur chaine lourde est constituée de 4 dmaaonstants et leur poids moléculaire est
de 188 kDa. Elles sont impliquées dans la répongegarasitaire, notamment via I'activation
des polynucléaires éosinophiles. Elles sont d’apaig responsables de I'hypersensibilité
immédiate ou anaphylaxie qui constitue une répoins@propriée a un antigéne non
« dangereux » ou allergene. Celle-ci est médiéelgp@ontage de deux IgE fixées sur les
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FceRI exprimés par les mastocytes, générant alorsdégeanulation rapide et massive de
Ceux-Ci.

Enfin, les IgD sont monomeériques, principalementroresées a la surface des
lymphocytes B naifs et seraient impliquées dansoldréle de leur activation. Leur chaine
lourde est constituée de 3 domaines constantsirgbéeds moléculaire est de 184 kDa.

Propriété/Activité IgM IgGl | 1gG2 IgG3 1gG4 IgA IgE IgD

Poids moléculaire
(kDa)

190/966 146 146 165 146 160/4p6 188 184

Concentration sérique
0,55-3,5| 4-10| 0,6-6 0,18-0,8 0-1)6 1-3,8 trages 024@,05

(mg/ml)
Demi-vie sérique
) 5 23 23 8 23 6 2,5 3
(jours)
Activation du
++++ +++ + ++++ - - - -
complément
Opsonisation + +++ ++ ++ + + - -
ADCC - +++ ++ +++ - - - -
Transport placentaire - ++++ + +++ +/- - - N

Tableau 1 : Particularités des classes et sous-das d'immunoglobulines

Par opposition au géne de la région variable qe, fois réarrangé, est caractéristique
d’'un clone lymphocytaire, des régions constanteérdntes peuvent étre associées
successivement a une méme région variable au &amnndéme clone. C’est ce que l'on
appelle le phénomene de commutation isotypique. (B8) effet, les lymphocytes B naifs
produisent des IgD et IgM qui, exprimées a leufazgr, font partie du récepteur a I'antigéne
ou BCR. Ceci est di au fait que les genes codaret@j sont situées immédiatement en 3’
des genes V, D et J. En aval de Cu &€ trouvent les genes codant pour les autreseslass
d'immunoglobulines.

JH C'_l CB qug C-\.ﬂ l‘PCF Ca] C-\rQ CT4 CE 0(12
[ ] [
L L

Figure 11 : Organisation des génes codant les régmconstantes des chaines lourdes
D’aprés « Immunologie » 5éme édition, L. ChateneudF. Bach. Médecine-Sciences Flammarion

La production d’'un isotype autre que mu ou deleshpossible que successivement a
la reconnaissance par le lymphocyte B naif de swigéne puis de sa coopération avec les
lymphocytes T au niveau des centres germinatifsatganes lymphoides secondaires. A
noter que les cytokines produites par les lymplescyf ont une influence sur le type de
nouvelle chaine lourde qui sera produite par leplyatyte B. La commutation isotypique met
en jeu un processus de recombinaison somatigueigiéle semblable a celui des genes V, D
et J grace a I'AID. Elle conduit a une perte duémnat génétique situé entre le gene de la
partie variable et la nouvelle classe produitelpdymphocyte B, c’est-a-dire au minimum les
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génes Cpu et & Tant gu'il reste des genes codant pour des fratgrneonstants en aval de
celui qui est exprimé, une nouvelle commutationyisigue est possible.

1.7 Systeme du complément

Le systéme du complément est apparu trés tét as ceul’évolution. Chez 'homme,
pres de 35 protéines participent a son fonctionmém@ertaines sont solubles, d’autres
membranaires, qu’elles soient activatrices ou @gaks. Le systeme du complément est
divisé en trois voies qui difféerent par leur modactivation mais conduisent a une voie
terminale commune. On distingue la voie classid@ejoie alterne, et la voie des lectines
(49). Cette derniere ne sera pas développée danarascrit et la voie alterne ne sera décrite
gu’en tant que voie activée secondairement a la etassique, méme si elle posséde un
fonctionnement autonome.

Classical Lectin Alternative
pathway pathway pathway
Immune complexes Microbial sugars C3(H,0)
+ +
Cl: Clg—Clr~Cls, MBLs and ficolins
with MASPs
I Factor B \
€4, €2~ Factor D
~ Ba
N C4a, C2b

y C3a, Ba

C3 convertase:

C4b2a or C3bBb e

C3, Factor B
a —~
k-b C3a

C5 convertase:
C4b2a3b or (C3b),Bb

G5

Cha
C6,C7,C8,C9

Membrane-attack complex: C5b—C9,_

Figure 12 : Les trois voies du complément
D’aprés Gros Pet al.ref [49]

La voie classique est principalement activée parl¢g€s1, IgG3 et IgM. Au moins
deux molécules d’lgG suffisamment proches, ou urigreere d’'IgM, fixés sur leur cible sont
capable de recruter le complexe C1 (44, 50). Galeist soluble, constitué de la protéine
hexamérique C1qg (410 kDa) associée de maniere dapendu calcium a un tétramére
constitué de 2 molécules de C1r (92 kDa) et de@cnles de Cls (86 kDa). Le C1q confere
la capacité de liaison aux Fc des anticorps, alprs I'association Clr et Cls posséde
l'activité enzymatique permettant de cliver d’astriacteurs solubles, les C4 et C2, en
C4a/C4b et C2a/C2b, respectivement. Il faut noter kjp nomenclature impose que le plus
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gros fragment provenant du clivage d’'un facteur @Xcomplément s’appelle CXb. Dans le
cas du C2, historiquement, C2a et C2b ont été&sége Nous conserverons cette erreur dans
ce mémoire pour une meilleure compréhension lofla tkrture des figures. Le fragment C4b
est capable de se lier de maniere covalente ard&ptotéines ou sucres par une réaction de
transacylation impliquant un groupement thioedtetevient ainsi un accepteur pour le C2a,
en présence de magnésium, pour devenir la C3 daseetlassique ou C4b2a. A noter que le
C4b est trés sensible a I'hydrolyse et ne peutixsa fju'a proximité de I'endroit de sa
génération, c’est-a-dire sur les anticorps eux-ng&msgr le complexe C1 ou sur I'antigéne. La
fixation d’'une molécule de C1 engendre la produrcébla fixation de plusieurs molécules de
C4b et donc de plusieurs C3 convertases class{§dgsLa C3 convertase classique est a son
tour capable de cliver plusieurs exemplaires dtefacsoluble C3 en C3a et C3b. Le C3b
possede la méme capacité de liaison covalente ®i€tae sensibilité a I'hnydrolyse que le
C4b. En s’associant au C4b2a, il forme le C4b2aBB% convertase classique. Le C3b formé
peut également recruter le facteur B de la voieradt pour former la C3 convertase alterne
(C3bBb), capable de cliver encore plus de C3 (®2).production de C3b secondaire a
I'activation de la voie classique bénéficie alorsng boucle d’amplification supplémentaire
en comparaison au C4. La C3 convertase alternedgalgment recruter du C3b pour former
le C3BbC3b ou C5 convertase alterne. La formaties @5 convertases classique ou alterne
marque le début de la voie terminale commune, startti en le clivage du facteur soluble C5
en Cba et C5b, le C5b interagissant ensuite avdadeur C6 puis C7 pour former le
complexe C5b7, hydrophobe et capable de s'insemes tes membranes cellulaires puis de
capter le facteur C8 pour former le complexe C5bBsgrt de récepteur au facteur C9. La
fixation de la premiere molécule de C9 induit lémporation de plusieurs autres molécules de
C9 (6 a 12) qui formeront alors un canal transmemdire, appelé complexe dattaque
membranaire (CAM), responsable d’'une lyse cellalasmotique.

La formation du CAM et ses conséquences constitleemble le mieux retenu du
systeme du complément, mais il en existe d’autnesiamportants, sinon plus. Tout d’abord,
les C3a et Cba sont des anaphylatoxines qui perntete recrutement des cellules
immunitaires au niveau du foyer de I'activation domplément. En effet, le C5a est un
puissant activateur des granulocytes, il induitliteération de leurs granules sécrétoires
contenant un grand nombre de médiateurs inflammestoet augmentent leur activité
oxydante. En agissant sur les cellules endothélidl@augmente la perméabilité vasculaire et
I'expression des molécules d’adhésion. Les C3 et@iertases ont une durée de vie courte
afin d'éviter la propagation de I'activation auxllakes environnantes. Leur dissociation
implique un certain nombre de molécules régulatritembranaires et solubles telles que la
C4bp C4b binding proteipet le facteur | qui inactivent le C4b et le CBispectivement, par
clivage protéolytigue. Ceci conduit a la formatide diverses formes intermédiaires de
molécules de C4b et C3b inactivées mais toujoéesla la surface de la cible, comme le C4d,
le C3bi et le C3d(g). Le C3b, C3bi et C3d(g) somtonnaissables par les récepteurs au
complément CR1 et CR3, portés par les cellules gdgires, et favorisent ainsi leur
adhésion a la cible. Le C3d est également recoramulgp CR2 qui est exprimé par les
lymphocytes B, ce qui abaisserait leur seuil diaatton en présence de I'antigene. Les CR1,
CR2 et CR3 sont également exprimés par les celligeslritiques folliculaires, ce qui leur
permet de capter I'antigéne et de le retenir pagtemps a leur surface afin de jouer leur role
majeurs dans les processus de maturation d'affoe lymphocytes B lors de la réponse
secondaire a I'antigeéne. Enfin, le complément mnévie dépot, au niveau des endothéliums,
des complexes immuns via la reconnaissance du @BbepCR1 qui est exprimé par les
hématies. Celles-ci seront ensuite prises en chzagées macrophages tissulaires CR3+ du
systeme réticulo-endothélial ou I'élimination desnplexes immuns sera achevée.
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2 SYSTEME HLA (HUMAN LEUCOCYTE ANTIGENS)

2.1 Structure des molécules HLA

Les molécules HLA sont des glycoprotéines hétargrigues transmembranaires
exprimées a la surface cellulaire. Elles sont cedisr des génes situés dans le Complexe
Majeur d’Histocompatibilité¢ (CMH). Le CMH est un smble de génes retrouvé chez toutes
les espéeces de vertébreés. Initialement décrit Ghepuris (53), il a ensuite été mis en lien
avec le rejet de greffe (54) puis le CMH humairtéad®crit par Jean Dausset dans les années
1950 (55). Le CMH humain est localisé sur le basrcdu chromosome 6 et comprend deux
ensembles de génes ou régions codant pour lesuredédLA, régions | et Il, encadrant une
troisieme région (région Ill) comprenant un enseami¢ genes codant, notamment, pour un
certain nombre de molécules de régulation de I'imibéu

Chromosome 6 humain
Extrémité ( g. p- ) Extrémité

centromérique télomérique
lasse || ——*———Classe lll —— Classe | —

{op DQ DR[ 21.0H/C4a/Bi/C2 | BCEA | !
1000 2000 3 890 kbp

/ Classe Il Classe |
—DP— DOADOBDQ DQ — DR-— B C E AH
N | L 1

R ;‘IFAPLZM%\\ N

B2 A2 B1A1 LMP2,7

; DMA: 5 B1A1B1 B2 B3/4/5 =A .

0 500 1000 ¥ 2000 3800
1 : cytochrome P-21 hydroxylase Classe Il 7 : heat shock protein (HSP)
3 : pseudogene 9 : tumor necrosis factor 3
4 : complément C4A 1234567 89 1011 10 : MICB | génes HLA
5 :facteur B du complément  ————+—+——+—+—+—+—+—+— 11 MICA | apparentés classe |
6 : complément C2 1 000 2 000

I Géne exprimé |] Pseudogéne (géne non exprimé)

Figure 13 : Complexe majeur d’histocompatibilité humain
D’aprés Cesbron-Gautier At al. Encyclopédie médico-chirurgicale 2008

Les molécules HLA de classe | associent une cHalimde codée dans la région | du
CMH, d'un poids approximatif de 44 kDa, a une cledéygere, I§2-microglobuline (12 kDa)
(B2M), et a un peptide. Ces trois €léments sorst ¢ié maniere non covalente. La chaine
lourde est organisée en trois domaines extracebsldl, a2 eta3) reliés a la membrane
plasmique par un domaine transmembranaire hydraplrmbvi d’'une courte séquence
intracellulaire.
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Figure 14 : Structure d’'une molécule HLA de classé
D’aprés « Immunologie » 5éme édition, L. ChateneudF. Bach. Médecine-Sciences Flammarion

Les molécules HLA de classe Il associent deux @satodées dans la région Il du
CMH, a etp d’'un poids moléculaire de I'ordre de 34 et 29 kPspectivement, et un peptide.
Ces deux chaines sont organisées en deux domaitresediulaires,al/a2 et B1/82, les
domainesil etpl étant les plus €loignés de la membrane plasmique.

Figure 15 : Structure d’'une molécule HLA de classéd
D’aprés « Immunologie » 5éme édition, L. ChateneudF. Bach. Médecine-Sciences Flammarion

Les molécules HLA de classe | et Il ont une remabdg similarité structurale,
particulierement au niveau de la région servaat@résentation des peptides aux lymphocytes
T. Pour les molécules HLA de classe I, les domaukset 02 forment deux hélices
paralleéles encadrant un feuillet pliggél’ensemble formant une « poche » dans laquelle le
peptide antigénique est maintenu en position gramtains résidus d’acides aminés jouant le
réle d’ancres. Les molécules HLA de classe Il fartmgne poche similaire constituée des
domainesul etpl des chaines etf. La différence entre les molécules HLA de classtll
réside dans les extrémités de la poche, celleaot érmée aux deux extrémités pour la classe
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| et permettant de fixer de maniere préférentidds peptides de 8-10 acides aminés, alors
que pour les molécules HLA de classe Il les exti&nsont plus ouvertes, permettant la
fixation préférentielle de peptides de 10-13 aca®mes.

2.2 Polymorphisme des molécules HLA

Les genes codant pour les molécules HLA de class$édllsont les plus polymorphes
du génome humain, avec plus de 13 000 allelestdémri Octobre 2015. Ce polymorphisme
suggere que le CMH humain a été soumis a une pressiolutive intense et un taux de
mutation supérieur a n'importe quelle autre régiongénome (56, 57). Il est le résultat de
mutations ponctuelles, mais également de conversigéniques et de recombinaisons
homologues ayant eu lieu au moment de la méiosst @our cela que les différents alleles
HLA sont tres proches entre eux au sein d’un mé&mes, mais également entre plusieurs loci
de la méme classe, et que I'on dit que les moléddleA sont des mosaiques de déterminants
antigéniques.

Les geénes codant pour la chaine lourde des mokeElll& de classe | classiques sont
au nombre de trois et codent pour HLA-A, -B et 4@ gont toutes trés polymorphes. Les
genes codant pour les molécules HLA de classaadisdjues sont au nombre de neuf : HLA-
DRA1, -DRB1, -DRB3, -DRB4, -DRB5, -DQA1, -DQB1, -BR et -DPB1. Les génes
DRB3, DRB4 et DRB5 ne sont pas présents chez waisndividus et sont associés a des
alléles DRB1 particuliers.

Les génes codant pour les chaifesles molécules HLA-DR, -DQ et -DP sont
beaucoup plus polymorphes que ceux codant poucHa®esa, la chainen du DR étant
notamment presque monomorphe. Il est importanioder mue tous les polymorphismes ne se
situent pas au sein des régions codantes, et qteEnsepolymorphismes situés dans les
régions codantes n’engendrent pas un changemefda déquence peptidique (mutations
silencieuses). Il existe donc un nombre bien philslé de protéines HLA que d’alleles HLA.

Nombre
Geéne -
Alléles Protéines Alleles nuls

HLA-A 3285 2313 153

HLA-B 4077 3011 128

HLA-C 2801 1985 93
HLA-DRA 7 2 0
HLA-DRB1 1825 1334 41
HLA-DRB3 60 48 1
HLA-DRB4 17 10 3
HLA-DRB5 22 19
HLA-DQA1 54 32
HLA-DQB1 876 595 22
HLA-DPA1 42 21 0
HLA-DPB1 587 480 15

Tableau 2 : Alleles et protéines HLA
D’apréshttp://hla.alleles.orgmise a jour en Octobre 2015

Les positions d’'acides aminés polymorphes sont particulierement situées au sein
des domainesal eta2 des molécules HLA de classe |, des domaiiedes molécules HLA-
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DR, etal etpl des molécules HLA DQ et DP. La plupart d’enttesehe sont pas accessibles
a la surface de la molécule HLA car sont situéess da zone constituant la poche a peptide
ou elles jouent un réle dans la modulation du térer des peptides présentable par une
molécule HLA donnée.

Néanmoins, un certain nombre des positions sitaééesiveau des hélices des
molécules HLA de classe | et Il sont accessiblda aurface de la molécule. Un certain
nombre d’autres positions situées a la surfaceotduathea3 en classe 32 +/-a2 en classe Il
S’y associent pour constituer des sites de vanatreconnaissables par des anticorps. Ce sont
ces particularités qui ont permis a Jean Dausseti@m®uvrir les molécules HLA par
leucoagglutination dans les années 1950, puisplegly HLA par les techniques sérologiques
qui sont encore utilisées de nos jours. Ces demigont beaucoup moins résolutives que les
techniques de biologie moléculaire de I'ADN, ce auiplique que seulement quelques
dizaines d’antigenes HLA soient définis.

Séries de classe [ Séries de classe 11

A B Cw DR DOQ DP
Al B5 B49(21) (Cwl DR1 DQ1 DPwl
A2 B7 B50(21) Cw2 DR103 DQ2 DPw2
A203 B703 B51(5) Cw3 DR2 DQ3 DPw3
A210 B8 B5102 Cw4 DR3 DQ4 DPw4
A3 B12 B5103 CwSs DR4 DQS5(1) DPws
A9 B13 B52(5) Cwb DRS5 DQ6(1) DPwe
Al0 B14 B53 Cw7 DR6 DQ7(3)
All B15 B54(22) Cw8 DR7 DQ8(3)
Al19 Bl6 B55(22) Cw9(w3) DRS DQ9(3)
A23(9) B17 B56(22) Cw10(w3) DR9
A24(9) B18 B57(17) DR10
A2403 B21 B58(17) DR11(5)
A25(10) B22 B59 DR12(5)
A26(10) B27 B60(40) DR13(6)
A28 B2708 B61(40) DR14(6)
A29(19) B35 B62(15) DR1403
A30(19) B37 B63(15) DR1404
A31(19) B38(16) B64(14) DR15(2)
A32(19) B39(16) B65(14) DR16(2)
A33(19) B3901 B67 DR17(3)
A34(10) B3902 B70 DR18(3)
A36 B40 B71(70) DR51
A43 B4005 B72(70) DR52
A66(10) B41 B73 DR53
A68(28) B42 B75(15)
A69(28) B44(12) B76(15)
A74(19) B45(12) B77(15)
ABO B46 B78

B47 B&1

B48 Bw4

Bwo6

Tableau 3 : Nomenclature HLA en sérologie : les aigénes HLA
D’aprés Cesbron-Gautier At al. Gautier A.et al. Encyclopédie médico-chirurgicale 2008
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Il est important de noter que pour différentes aass (effet fondateur, sélection
naturelle lors de pandémies...), tous les allelestépres, antigénes et méme haplotypes HLA
ne sont pas retrouvés a la méme fréquence dangom#ation donnée. Ainsi, au sein de la
population caucasienne, le HLA-A2 est largementeguwésenté alors que I'on ne rencontre
gue tres rarement, par exemple, le HLA-A74.

A EUR_freq|EUR_rank|AFA_freq|AFA_rank| API_freq |API_rank| HIS_freq | HIS_rank

0201g | 0,29604 0,12458 1 0,09458 3 0,19403
0101g | 0,17181 0,04742 8 0,05082 5 0,06702
0301g | 0,14347 0,08132 3 0,02597 11 0,07907

2402g | 0,08686
1101g | 0,05642
2902 0,03279

0,02205 15 0,18238 1 0,12324
0,01581 18 0,17899 0,04618
0,03640 12 0,00141 30 0,04167

N

OB |WIN|=|
OININ WA=

DRB1 |EUR_freq|EUR_ranklAFA_freq|AFA_rank| APl_freq |APIl_rank| HIS_freq |HIS_rank
1501 0,14441 0,02931 14 0,07919 4 0,06678
0701 0,13767 0,09771 2 0,08201 2 0,10455
0301 0,12916 0,07069 4 0,05373 7 0,07329
0101 0,09149 0,02599 15 0,02743 14 0,03877
0401 0,09111 0,02287 16 0,00905 22 0,01451
1301 0,06283 0,05551 7 0,02376 16 0,04202

o|lo|s|w(o|=]
N |
SINRIESIEEN

Tableau 4 : Exemple de fréquences d’alleles HLA-At¢HLA-DRB1 au sein de différentes populations
EUR = population caucasienne, AFA = populationcafrie, AP| = population asiatique, HIS = populatwspanique
D’apreés https://bioinformatics.bethematchclinical.org/HL Aesburces/Haplotype-Frequencies

2.3 Expression des molécules HLA

Les genes codant pour les molécules HLA sont lsktén bloc » selon un mode
mendélien co-dominant, un individu exprimant alessalléles en provenance des haplotypes
transmis par sa mere et son pére. Dans de rarggrcagss-over meiotique ou un évenement
de recombinaison peut avoir lieu et modifier I'r@ppe parental. Ajouté au polymorphisme
des molécules HLA, ce mode de transmission et désgion implique que la plupart des
individus sont hétérozygotes pour la plupart deseegéHLA, et qu'une cellule en provenance
d’un individu donné pourra exprimer de 6 a plud@erotéines HLA différentes a sa surface.

Pére Méra
A
B
DR
a b c
_ﬁ

i H

Figure 16 : Transmission parental des haplotypes HA
D'aprés « Immunologie » 5éme édition, L. ChateneudF. Bach. Médecine-Sciences Flammarion
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Les molécules de classe | sont exprimées sur lasi-tpialité des cellules nucléées de
I'organisme alors que les molécules de classenti goncipalement exprimées par les cellules
spécialisées dans la présentation de l'antigénes :ckllules dendritiques, mais aussi les
lymphocytes B et les macrophages. D’autres typHslaiees sont capables de présenter des
peptides via les molécules de classe Il, notamtesrtellules endothéliales et épithéliales, et
ce de maniere plus importante dans un contextanmfiatoire, particulierement en présence
d’interféron gamma (58-61). A I'opposé, les molésuHLA, de classe | notamment, peuvent
étre sous-exprimées dans certains contextes, eéicutiar dans le cadre d'une infection a
CMV ou pour certaines cellules tumorales (62, €3.mécanisme permet I'échappement de
cellules infectées/transformées a 'action des lyogytes T CD8+ cytotoxiques.

Par ailleurs, il a été decrit que les molécules FAA-B et -C pouvaient étre
exprimées en quantités différentes a la surfaceelsdes (64, 65). Ceci est beaucoup moins
bien connu pour les molécules HLA de classe Ipligpart des études s’étant intéressées a
HLA-DR uniquement.

2.4 Fonction des molécules HLA

La principale fonction des molécules HLA est despréer les antigenes protéiques
sous forme de peptides aux lymphocytes T pour débkr la réponse immunitaire spécifique
de I'antigéne dans ses phases effectrices et téigaka La molécule HLA de classe | présente
de maniéere préférentielle des peptides venant ae€ipes intracellulaires, c’est-a-dire
dérivant des protéines produites de fagcon normeaidapcellule mais aussi de protéines virales
ou tumorales. Ces complexes HLA-peptide sont agalymr les lymphocytes T CD8+ qui
mettront en jeu des processus de cytotoxicité etedection cytokiniques afin de détruire les
cellules infectées ou transformées.
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Figure 17 : Présentation de I'antigeéne par les modéiles HLA de classe |
D’aprés « Immunologie » 5éme édition, L. ChateneudF. Bach. Médecine-Sciences Flammarion
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Les molécules HLA de classe I, en particulier |dsAHC, peuvent également étre
reconnues par certains récepteurs inhibiteurs ydepHocytes Natural Killers (NK) comme
les « killer cell immunoglobulin-like receptors KIRs) ou le NKG2A (66, 67). Ce mode de
reconnaissance aurait un réle important au cowssé®mnses immunitaires dirigées contre le
CMV ou les tumeurs, situations ou I'on observe dimeinution de I'expression des molécules
HLA de classe I.

La molécule HLA de classe Il présente de manieééépentielle des peptides venant
de protéines extracellulaires, c’est-a-dire détivdas protéines internalisées par les cellules
présentatrices d’antigenes. Ces complexes HLA-gepseront ensuite analysés par les
lymphocytes T CD4+ qui ont un rble central dans développement des réponses
immunitaires via la production de différentes cytels qui orienteront le type de réponse
mise en place.
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Figure 18 : Présentation de I'antigéne par les mobéiles HLA de classe I
D’aprés « Immunologie » 5éme édition, L. ChateneudF. Bach. Médecine-Sciences Flammarion

2.5 Molécules HLA en transplantation d’organe

Il est clairement démontré qu’un meilleur appariattéL A du donneur et du receveur
a une influence bénéfique sur les résultats desptantations d'organe (68, 69). Cependant,
en raison du grand polymorphisme des molécules Eflde leur expression co-dominante, la
grande majorité des receveurs d’organe sont trantgs en situation deismatchou non
identité HLA. Un grand nombre de lymphocytes T egtable de reconnaitre les différences
entre donneur et receveur, on les appelle « lymykecT alloréactifs ».
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Figure 19 : Allo-reconnaissance par les lymphocyteb
D’aprés « Immunologie » 5eme édition, L. ChateneudF. Bach. Médecine-Sciences Flammarion

Cette allo-reconnaissance peut s’exercer prinaipafe de deux fagons : directe, via
l'identification des différences de répertoire peigjue présenté par 'organe transplante, et
indirecte, c'est-a-dire aprés internalisation deslétules HLA étrangeres par les cellules
immunitaires du receveur, puis clivage sous fornee pgptides et présentation par les
molécules HLA autologues.

La reconnaissance directe a principalement été emsien avec le rejet aigu cellulaire
précoce de I'organe transplanté. Les lymphocytedoréactifs directs constituent entre 1 et
10% des lymphocytes circulants, alors que seuleth&rphocyte T sur 100 000 est capable
de reconnaitre un peptide donné présenté par le &lltdlogue. Le rejet aigu cellulaire est
maintenant bien maitrisé par [l'utilisation des nealés immunosuppressives ciblant
I'activation et la prolifération des lymphocyteslloréactifs.

La reconnaissance indirecte est indispensablepiolduction d’anticorps anti-HLA.
En effet, les lymphocytes B capables de recorséds molécules HLA étrangeres doivent
les internaliser, les cliver puis les présenteisdoume de peptides aux lymphocytes T CD4+
présents au niveau des centres germinatifs. Cesgti principalement les lymphocytes T
folliculaires (Tfh) qui permettent de parfaire a@tion des lymphocytes B et ainsi générer
une réponse humorale efficace et durable (70). inésanismes de production et de
maintenance des anticorps anti-HLA seront décetsde chapitre suivant.
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3 ANTICORPS ANTI-HLA

3.1 Anticorps anti-HLA : épitopes reconnus

Comme nous l'avons vu précédemment, le polymorphidmsysteme HLA implique
que les antigénes HLA exposent des résidus différan niveau de certaines positions
d’acides aminés accessibles a leur surface. Ces dé variabilité constituent la cible des
anticorps anti-HLA et nous devons insister sur deetxons tres importantes.

Tout d’abord la notion de différence : pour étreriomogénique, un antigene HLA du
donneur devra comporter au moins un résidu amimeawn porté par les molécules HLA
du receveur, permettant la formation d’'une structépitopique suffisamment différente de
celles rencontrées par les lymphocytes B du recdoesi de la sélection négative ayant lieu
dans la moelle osseuse.

Deuxiémement la notion d’accessibilité a la surfdeda molécule HLA : un anticorps
étant environ trois fois plus volumineux qu’'une gwlle HLA (71), celui-ci ne pourra en
effet reconnaitre que les acides aminés exposgésuarface de la molécule et donc capables
d’entrer en contact avec les régions CDR qui détent la spécificité de l'anticorps, a
I'opposé de ceux situés au sein de la poche adeepiar exemple. Néanmoins, une étude a
montré que les peptides présentés pouvaient motiaténité des anticorps anti-HLA (71,
72).

Du fait du mode de génération du polymorphisme gkxses HLA, la plupart des
épitopes des molécules HLA sont partagés entréusngu moins grand nombre d’entre elles.
Ceci explique pourquoi lI'immunisation vis-a-visrdantigene HLA donné peut conduire a la
synthese d'anticorps réactifs vis-a-vis d’autresiganes que le receveur n'aura pas
rencontrés. Les premiers travaux ayant permis dieidé notion d’épitopes partagés (ou
publics) étaient ceux de Rodey et Fuller utilisi@st techniques de microlymphocytotoxicité
(LCT) (développées plus tard dans ce document) ddirdéfinir des groupes de réactivité
croisée (CREG pouwross-reactive groupssur la base de leurs réactivités sérologiques (73
75).

Ensuite, les études cristallographiques puis la éieation tridimensionnelle des
molécules HLA ont permis de localiser les positipadymorphes accessibles aux anticorps
anti-HLA pour les molécules HLA de classe | etAu début des années 2000, I'équipe de
Duquesnoy RJ a proposé un algorithme théorique,mmrhlLAMatchmaker, basé sur la
comparaison de la séquence en acides aminés désewliés molécules HLA les plus
fréquentes. Celui-ci permet d’évaluer le nombralifi@rences entre donneur et receveur en
termes de positions polymorphes pouvant entraimdprimation d’anticorps anti-HLA, ce
dans le but d’analyser le degré de compatibilittteenn donneur d'organe et un receveur et
ainsi améliorer l'allocation des organes.

Dans sa version initiale, HLAMatchmaker voyait chagnolécule HLA comme une
succession de séquences linéaires de trois acitiegs ou triplets, présents a la surface des
molécules HLA (76). HLAMatchmaker a ensuite été boné par l'inclusion de séquences
plus longues et surtout par des associations adtacninés discontinues, un épitope n’étant
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en effet pas nécessairement séquentiel. Le ternteptit a alors été remplacé par celui d’«
eplets » (77).

Un total de 199 eplets a été défini pour les maectLA de classe I, dont 110 au
niveau des hélices alpha, et donc situés sur lsudede la molécule, 60 sur les faces latérales
et 29 a des positions moins accessibles (au forehalessous du sillon peptidique). Pour les
molécules HLA de classe Il, 146 eplets DR, 74 sp@QB1, 58 eplets DQAL, 45 eplets
DPB1 et 19 eplets DPAl1l ont été deéfinis. Les epletsrespondraient aux épitopes
fonctionnels décrits plus tét dans le manuscritnpenant 2 a 5 résidus impliqués dans des
interactions hautement énergétiques avec le paratep anticorps anti-HLA, en patrticulier le
CDR3 de la chaine lourde, et seraient ainsi leacjpaux résidus responsables de la
spécificité de liaison et de la modulation de stimite. Cependant, étant donné la taille de la
surface de contact entre le paratope et I'épittake qui dépasse largement le périmétre d’'un
eplet, il apparait que d’autres acides aminés patumoduler I'affinité, qu’ils soient présents
sur les molécules HLA du receveur ou non (78). fiet,eles anticorps anti-HLA pourraient
dériver de clones B possédant une forte composautteréactive et une proximité, voire
identité, structurale minimale entre le donneuleakeceveur serait nécessaire a la génération
de la réponse allogénique humorale (79).

Dans son application clinique d'allocation dun amg a un receveur,
HLAMatchmaker détermine quels eplets sont partagédifférents entre les molécules HLA
d’'un donneur et d’'un receveur. Ainsi, un donnewrpm apporter un nombre variable d’eplets
a deux receveurs de typages HLA différents, dé€famhme la « charge épitopique » qui serait
liée au risque immunologique d’une transplantatibest important de noter que le nombre
d’éplets apportés par le donneur n’est pas forcéroemélé au nombre de différences en
termes d’antigenes HLA, ceci dépendra de la prdeiran séquence et en structure spatiale
entre les antigénes du donneur et du receveur (80).

Examples of how structurally based compatibility of a mismatched HLA antigen depends on the HLA phenotype of the recipient

Case Phenotype #Ep B51 (B*5101), #Ep B27 (B*2705), #Ep B61 (B*4002),
mismatched mismatched mismatched
eplets eplets eplets
1 A*0101 A"0201 B*1402 B*0702 Cw*0701 Cw*0702 7 11AMR, 44RTE, 5 9H, 70AKA, 76ERT, 5 9H, 41T,
76ERI, 82ALR, 82LLR, 151RV 44RKE,
113HN, 163L, 113HN,
193PV 151RV
2 A*0101 A"0201 B*0702 B*0801 Cw*0701 Cw*0702 6 44RTE, 76ERI, 5 9H, 70AKA, 76ERT, 3 9H, 41T, 44RKE
82ALR, 131S, 82LLR, 131S
163L, 193PV

3 A*0101 A*0201 B*0702 B*4501 Cw*0701 Cw*0702 5 44RTE, 76ERI, 3 70AKA, 76ERT,82LLR 1 113HN
82ALR, 113HN,
193PV

4 A*0101 A*2501 B*0702 B*0801 Cw*0701 Cw*0702 4 44RTE, 1318, 7 9H, 70AKA, 73TD, 3 9H, 41T, 44RKE
163L, 193PV 76ERT, 82LLR,
113YH, 1318

5 A*0101 A"0201 B*0702 B*4403 Cw'0501 Cw™0702 3 44RTE, 76ERI, 3 9H, 70AKA, 82LLR 2 9H, 113HN
113HN

6 A*0101 A*0201 B*4501 B*3901 Cw*0501 Cw*1701 3 44RTE, 76ERI, 4 65QIA, 70AKA, 0 none
82ALR 76ERT, 82LLR
7 A*0101 A*2501 B*5501 B*3701 Cw*0602 Cw*0702 2 116Y, 163L 3 70AKA, 113YH, 163E 4 41T, 44RKE,
116Y, 163E
8 A*0101 A*2501 B*3501 B*4101 Cw*0602 Cw*0401 0 None 8 44REE, 65QIA, 70AKA, 1 163E
73TD, 76ERT, 82LLR,
113YH, 16

Tableau 5 : Différence entre donneur/receveur et @drge épitopique
D’aprés Duquesnoy RJ ref [80]

Nous devons cependant faire la distinction enteggd épitopique, reliée a la capacité
des antigénes HLA a étre reconnus par des antia@rpdiLA, et immunogénicité, c'est-a-
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dire leur capacité a induire la synthése d’antis@mti-HLA. Il est fort probable que les eplets
et les épitopes qui les contiennent ne possedsrtbpa la méme immunogénicité intrinseque,
et qu’'en fonction des différences avec son donngureceveur ne soit pas capable de
produire des anticorps anti-HLA contre tous lesetepldu non-soi, ou bien uniqguement des
anticorps de faible affinité ou peu pathogenespé&malléle, il a été montré que les différences
en termes d’hydrophobicité et de charge électrigsiatentre les épitopes différenciant le
donneur et le receveur pouvaient aussi influenaeprbduction d’anticorps anti-HLA de
classe | (81).

Néanmoins, il apparait que les greffes incompailda termes d’antigene A et B,
c’est-a-dire sans anticorps anti-HLA préformés naaisc des antigenes HLA différents entre
donneur et receveur, mais compatibles en termaspliets/eplets ont la méme survie que les
greffes sans incompatibilité antigénique HLA (82¢. nombre d’incompatibilités de triplets
offrirait également une valeur prédictive du dépplement d’anticorps aprés une grossesse
ou une transplantation (83, 84). Dans sa dernieémsion, HLAMatchmaker permet une
analyse des eplets reconnus par les anticorpdHaitid’'un receveur et ainsi de déterminer
quels sont les eplets autorisés et interdits. ddtilpar le réseau Eurotransplant pour
I'attribution des greffons aux patients hyperimnaés, il a permis une réduction du délai
d’attente avec de bons résultats en termes deestvgreffon (85).

En paralléle, I'équipe de Terasaki a utilisé un&reaapproche, complémentaire, ne
reposant pas uniquement sur une théorie structursés également sur une réelle
immunogénicité. Elle repose sur I'étude de la iigaétd’anticorps anti-HLA monoclonaux
de souris et d’allosérums de sujets immunisés,radsasur des lignées cellulaires exprimant
un antigene HLA donné unique, élués puis testés mveechnique Single Antigen en format
Luminex® (SAG) (86). Pour chaque groupe d'antigénes réamiifs un anticorps monoclonal
ou un allosérum donné, une analyse comparativa déduence en acides aminés permettait
par déduction d’identifier les motifs communs exg®a la surface de la molécule et situés a
des distances compatibles avec la taille d’'un dgteeconnaissance par un anticorps. Avec
cette approche, 103 épitopes de classe | et 8@pgsitde classe Il ont été définis (87).

De maniéere intéressante, une étude comparativens&réngue 81 des 103 épitopes de
Terasaki correspondaient a des eplets ou desphaplets, 12 épitopes a des eplets avec des
combinaisons de résidus qui n'affectent pas laiBpée de I'épitope, et 10 épitopes ne
correspondaient a aucun eplet (88). A noter qu’HlaAdhmaker identifiait 38 eplets dans des
positions bien exposées qui ne correspondaient@nadquivalent épitopique déterminé par
I'équipe de Terasaki. Ceci pouvait étre di a laexdraustivité du panel d’anticorps utilisé et
également au fait qu’une partie des anticorpssesliétait d’origine xénogénique et donc pas
forcément comparable aux anticorps rencontrés amscd’'une réponse allogénique chez
’homme. Néanmoins, ces résultats suggéerent qu’inogéanicité théorique des eplets et
immunogénicité réelle ne sont pas systématiqueassuciées.
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3.2 Anticorps anti-HLA : origine

3.2.1 Geénération des cellules productrices d’anticorps anrHLA

Les trois principales sources d’allo-immunisatiosr&-vis des antigénes HLA sont la
grossesse, la transfusion sanguine (hématies cpiqitas) et la transplantation d’organe (89).
Lors d’'une premiéere exposition d’'un individu a adeflules étrangeres portant des molécules
HLA différentes des siennes, les lymphocytes Bsnadipables de reconnaitre un des épitopes
étrangers pourront s’activer en se liant a ces ootdé via leur BCR, au sein des organes
lymphoides secondaires, plus particulierement aani des sinus sub-capsulaires et du
paracortex. Les molécules HLA parviennent a cetr@hdia les vaisseaux lymphatiques,
sous forme libre ou transportées par les cellubegldtiques ou les macrophages (90-95). Ces
lymphocytes B activés doivent alors migrer a I'nfdee de la zone folliculaire B et de la zone
T afin de recevoir 'aide des lymphocytes T allatéa indirects.
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Figure 21 : Production des anticorps anti-HLA
D’aprés Clatworthyet al. ref [89]

Il est important de noter que la production d’amps anti-HLA lors d’'une premiére
exposition a ces alloantigénes dépendra fortemerbdtexte dans lequel I'exposition a lieu.
En effet, la coopération T/B ne sera possible qecades lymphocytes T naifs qui auront
rencontré une cellule dendritique activée par dgsasix de « danger », typiqguement induits
lors d’'une infection ou de la phase dischémie/re@on d'un organe transplanté. La
présentation par les lymphocytes B, via les moEcH LA de classe Il, de peptides étrangers
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en provenance des molécules HLA elles-mémes ou diemutres protéines présentant des
polymorphismes uniques a la source de 'immunisataztive a son tour les lymphocytes T.
Ceux-ci expriment alors des molécules de co-stitinlatelles que le CD40L, et sécrétent
des cytokines qui vont induire la proliférationlatdifférenciation des lymphocytes B. Des
études récentes ont essayé de mettre en relatiooniddre de peptides présentables par les
molécules HLA-DR des lymphocytes B en provenancendéécules HLA étrangeres et la
survenue d’'une immunisation anti-HLA. 1l semble wu’'plus grand nombre de peptides
présentables soit lié a un plus fort risque d’'immsation (96).

Une premiere partie des lymphocytes B se difféeraailirectement en plasmocytes a
courte durée de vie qui sécréteront des anticanpisHé A de classe IgM de faible affinité.
Une deuxieme partie de ces lymphocytes B passeia pantre germinatif ou la coopération
avec les lymphocytes Tfh permettra la mise en jeuladcommutation isotypique et des
hypermutations somatiques qui aboutiront a la géiwér de clones lymphocytaires B
produisant principalement des anticorps anti-HLActisse 1gG et de meilleure affinité que
les IgM initialement exprimées. Ceux-ci deviendrdas plasmocytes a longue durée de vie,
responsables du maintien des IgG anti-HLA danstars (97) ou bien des lymphocytes B
mémoires.

Les plasmocytes a longue durée de vie sont siluégia de la moelle osseuse ou ils
trouvent toutes les cytokines et les interactioglfutaires dont ils ont besoin pour survivre
(97-99). De maniere intéressante, plusieurs équopesiécrit la présence de plasmocytes au
sein d’organes transplantés en rejet humoral, &esacun mauvais pronostic (100-102). Ceci
pourrait étre rendu possible via la formation dargs lymphoides tertiaires au sein de
I'organe transplanté (103).

Les lymphocytes B mémoires constituent 40 & 50% lgephocytes B circulants.
Plusieurs équipes ont montré la possibilité dealétedes lymphocytes B alloréactifs apres
stimulation polyclonale chez les patients hyperimieés en attente de transplantation rénale
(104) ou chez des patients transplantés a l'aidéettameres HLA (105, 106). Une étude
récente utilisant la technique ELISPOT a décrit passibilité de détecter, avant la
transplantation, une réponse mémoire B dirigéeredetdonneur sans détection d’anticorps
dirigés contre le donneur (DSA pouonor-specific antibodigscirculants, et pouvant
conduire a une production rapide de DSA puis agjet humoral (107). Une autre équipe a
mis en évidence le développement de lymphocytedldBéactifs dans la période précoce
aprés transplantation, malgré limmunosuppressionl’absence de détection de DSA
circulants (108). Ces cellules pourraient alorse émpliquées dans la génération rapide
d’anticorps anti-HLA non détectables dans le sénuans pouvant étre a I'origine d’'un certain
nombre de rejets inexpliqués.

3.2.2 Lagrossesse

La grossesse est une cause majeure dimmunisabotrec les antigenes HLA
paternels, en raison de l'existence d'un trafidutalre bidirectionnel entre les circulations
sanguines maternelles et fcetales, augmentant as deula grossesse (109). De plus, un
certain nombre de cellules foetales passe danldation sanguine de la mére au moment de
la délivrance, ce qui explique que les anticorpisgant apparaitre plus souvent au cours du
troisiéme trimestre ou apres I'accouchement (1WU@e étude s'intéressant a 5834 femmes
donneuses de sang a montré une incidence globaleartecorps anti-HLA, détectés en
dépistage Luminék de 24,4% chez celles ayant eu au moins une gEssentre 1,7% chez
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celles n’en ayant pas eu (111). L'incidence degaalicorps augmente avec le nombre de
grossesses : 11,2% pour une, 22,5% pour deux, 2@ddotrois et 32,2% pour quatre ou
plus. Elle est également plus importante dans $eddane grossesse menée a terme (32%)
gu’'apres un avortement spontané (10%). Le plusesduees anticorps diminuent rapidement
et disparaissent a distance de l'accouchement, ilegieuvent persister pendant plusieurs
années (112). La persistance des anticorps polgtest lice a la présence permanente
d’antigénes paternels chez la mére par la perssstale cellules foetales (113). Un tel
microchimérisme a été décrit chez 66% des patidntasunisées versus 25% des patientes
non immunisées (114). Les antigenes foetaux poutraigalement étre conservés par les
cellules folliculaires dendritiques et présentéspemrmanence aux lymphocytes B mémoire
spécifiques, ce qui favoriserait leur survie (115).

3.2.3 Les transfusions

Les transfusions d’éléments figurés du sang queé Issnhématies et les plaquettes
peuvent également conduire a la production d’armg@nti-HLA, gu’ils soient déleucocytés
ou non déleucocytés. En effet, les plaguettes e les molécules HLA de classe | en
grande quantité et les hématies en expriment égalemais de maniére moindre (116). La
fréequence de I'immunisation par anticorps anti-Htlez les individus transfusés de culots
globulaires était de 10 & 12% dans d’ancienneseétudlisant la LCT ou 'ELISAEnzyme
Linked Immunosorbent Asgagour leur détection (117-119). Dans une étude pécente
portant sur 7920 donneurs de sang (2086 homme®3t femmes), la prévalence des
anticorps anti-HLA en dépistage Lumiffere différait pas entre les hommes transfusés ou
non (1,7% vs 1,0%), ni chez les femmes nullipar@ssfusées ou non (4,4% vs 1,6%) (120).
Le r6le des transfusions de culots globulaires #labg-immunisation anti-HLA semble donc
minime chez I'adulte. En revanche, le risque diallmunisation aprés transfusion est plus
important chez les enfants : 35% avant 20 ans sersblo aprés 20 ans (118). Un autre
facteur de risque est le recours a des transfusi@ssives : il existe alors une relation nette
entre le nombre de transfusions réalisées et dlemae de I'allo-immunisation qui peut étre de
plus de 50% chez les drépanocytaires (121). Enfincernant I'effet de la déleucocytation
des concentrés érythrocytaires, une étude prospaeamndomisée portant sur 107 patients n'a
pas montré de différence en termes de fréquendwidieunisation (122), ce qui a été
confirmé dans d’autres études (119, 123).

3.2.4 Latransplantation d’organes

La transplantation d’'un organe solide est une caumsgeure de développement
d’anticorps anti-HLA. L’'apparition des techniques détection sensibles et résolutives telles
qgue le SAG a permis de mieux apprécier I'incidetheda production des anticorps anti-HLA
de novochez les patients transplantés, notamment ceigédicontre le donneur (DSA pour
donor specific antibodi@s Cette incidence est estimée entre 8 et 25 %ughnante avec le
temps écoulé depuis la transplantation (124-123).pkerte du greffon puis la remise en
dialyse et la diminution de I'immunosuppressionfgia due a un défaut d’observance du
patient, sont les facteurs les plus a risque deldpper des anticorps anti-HLA (128). De
méme, une perte du greffon rénal dans les prenjmrss apres la transplantation et
nécessitant une transplantectomie est généralesngmtpar une production d’anticorps anti-
HLA, méme si le temps de contact avec le greffdrres court (128-130).
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3.2.5 Anticorps anti-HLA « naturels »

Dans les années 1970, certains auteurs ont déodistence d’anticorps anti-HLA
« naturels » de type IgM détectés en LCT, c'esir@-détectés chez des donneurs de sang
n'ayant jamais connu d’événement allo-immunisaBtl(1132). L’émergence des techniques
ultra-sensibles utilisant la technologie Lumifiex ensuite permis la mise en évidence de
I'existence d'anticorps anti-HLA d'isotype 1gG cleezméme type de sujets (133).

La premiére hypothése qui a été avancée pour expuliq présence de tels anticorps
est I'existence d’'une réactivité croisée entre épsgopes HLA et ceux de certains micro-
organismes, de protéines alimentaires ou d'allergekn effet, certains auteurs ont montré
une analogie entre certains composants bactértensrt@ines molécules HLA, expliquant
pourquoi ceux-ci pouvaient inhiber des réactiond.@d. C’est le cas de la protéine M1 du
streptocoque (134), de certains lipopolysaccharigds. coli et deSalmonella sp(135), des
antigénes d&lebsiella pneumoniagl36),Shigella sp(137) etYersinia sp(138).

Par ailleurs, d’autres travaux ont rapporté I'hyygse que certains de ces anticorps
pouvaient correspondre a des auto-anticorps ani-HLEN effet, les molécules HLA-A, -B
et -C, dites « classiques » ou la partagent uraicertombre de séquences peptidiques avec
HLA-E, qui est une molécule communément exprimée, polymorphe et classifiée comme
une molécule HLA « non classique » ou Ib (139).sAi66% des sérums issus de sujets de
sexe masculin « sains » ayant des anticorps ami-Hlen technique Lumin&xmontraient
un niveau élevé d’lgG anti-HLA de classe la. A fopé, 70% des sujets qui n'avaient pas
d’anticorps anti-HLA-E dans leur sérum n'avaierg pan plus d’anticorps anti-HLA-la. Ces
réactivités étaient de plus inhibées par des peptlYDGKDY et DTAAQIS dont les
séquences sont communes a la chaine lourde delé&cute HLA-E et a celle de certaines
molécules HLA de classe la.

Enfin, d’autres auteurs ont émis I'hypothése d’uimétisme moléculaire entre
protéines animales alimentaires et molécules HLArpexpliquer la présence d’anticorps
anti-HLA naturels (140). Cependant, dans I'étudécpdemment citée de Ravindranath et
coll. (139), I'absence d’anticorps anti-HLA-la ch&t2 donneurs de sang consommateurs de
viande et la présence d’anticorps chez des sujétgtaliens suggéraient une absence
d’'implication des protéines animales alimentairescernant la production des anticorps anti
HLA-la naturels.

3.3 Anticorps anti-HLA : pathogénicité

En transplantation d'organe, la cible la plus immts des anticorps anti-HLA
plasmatiques est I'endothélium vasculaire qui @égt @ l'interface entre le greffon et la
circulation sanguine du receveur (141, 142). Eetefin certain nombre d’études récentes
étudiant le transcriptome cellulaire révélent unglication majeure de I'endothélium lors des
rejets humoraux (143-145).

Historiquement, la pathogénicité des anticorps-ldh# était entierement attribuée a
leur capacité d’activer la voie classique du comma@t. En effet, c’est ce mécanisme qui était
en cause dans les rejets hyper aigus observés quante crossmatch (XM) LCT ne soit
utilisé, l'activation massive du complément par lasticorps anti-HLA entrainant une
thrombose immeédiate et un infarctus du greffon J14€& XM représente le test ultime de
compatibilité donneur/receveur avant transplantagd sera détaillé plus tard. Cependant,
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I'activation du complément peut également entradiesrIésions plus indolentes, entrainant un
déclin lent et progressif de la fonction du greffassocié a des déepots de complément au
niveau de la paroi vasculaire. Ainsi, la détectithnproduit de dégradation du facteur C4,
c’est-a-dire le C4d, dans les biopsies du greffdongtemps constitué un critere diagnostique
majeur, sinon indispensable, du rejet humoral (147¢pendant, I'existence de rejets
humoraux négatifs pour le marquage C4d a été pssigement reconnue et inclus dans les
schémas diagnostiques des transplantations réstatasdiaques (148).

Les modéles expérimentaux murins suggerent uneidatign indispensable de
l'activation du complément dans le phénomene detrgigu humoral (149), mais
I'épaississement de l'intima observé dans des megdde rejet humoral chez des souris
déficientes en complément suggere que l'activatiorcomplément n’est pas nécessaire au
processus du rejet chronique (150). Ainsi, d’autnésanismes impliquant les récepteurs aux
Fc et l'activation de la cellule endothéliale orié énontrés comme impliqués dans les
phénomenes de rejet humoral.
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with cell-surface antigens s
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Figure 22 : Mécanismes d’agression du greffon paeb anticorps anti-HLA
D’aprés Djamalet al. Am J Transplant 2014

3.3.1 Activation du complément

Les mécanismes d’activation de la voie classiqueatnplément par les anticorps, et
ses conséquences générales, ont été décrits pluané ce mémoire. En transplantation
d’organe, l'activation du complément au contactl'dadothélium du greffon entraine un
recrutement des cellules immunitaires innées etptatlaes, notamment via les
anaphylatoxines C3a et C5a. La molécule C3a poségdkeement un effet vaso-actif en
induisant la libération de prostaglandine E2 parn&acrophages, et C5a induit un cedéme en
provoquant la libération d'histamine par les magis; avec pour conséguence une
augmentation de la perméabilité vasculaire. De,pli&a et C5a induisent I'expression de
molécules d'adhésion par les cellules endothéjiateeme la E-selectine, VCAML1 (vascular
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cell-adhesion molecule 1) et ICAML1 (intercellulathasion molecule 1), ainsi que la synthése
de cytokines et de chimiokines, comme l'interleakin (IL-1a), IL-6, CCL5 (ou RANTES)

et CXCL8 (ou IL-8) et favorisent également la siiggaion intracellulaire par la voie des
MAPkinases (151). La voie terminale commune, engnai la formation du CAM puis une
lyse osmotique des cellules ciblées, ne serait evanche que peu impliquée dans les
mécanismes de rejet humoral (147).

De plus, le C3d, produit de dégradation du C3ld&émaniere covalente au greffon,
est reconnu par le CR2 exprimé par les lymphodgtese qui abaisse leur seuil d’activation
en présence de l'antigene. Les produits de dégoadalu complément sont également
reconnus par les CR1, CR2 et CR3, exprimés pareiiges dendritiques folliculaires et leur
permettant de capter I'antigene, de le retenir fagtemps a leur surface afin de jouer leur
réle dans les processus de 'augmentation de figdfides lymphocytes B au sein du centre
germinatif.

L’activation du complément a également un rble gmagulant, les cascades du
complément et de la coagulation comprenant toutes dles protéases a sérine et pouvant
donc s’interconnecter (152), avec pour consequknservenue d’évenements thrombotiques
péjoratifs. De maniére intéressante, 'activatian @dmplément peut ne pas conduire a la
génération de lésions de la cellule endothéliadéamment dans le cadre des transplantations
incompatibles en ABO (153-155). Ce phénomeéne, @ppjaccommodation, n'a jamais
vraiment été décrit dans les rejets induits paralggcorps anti-HLA (156, 157) et est donc
toujours matiére a discussion.

La capacité des anticorps anti-HLA a activer le plEiment a la surface du greffon
dépendrait d’un certain nombre de facteurs. Cestsamt liés a I'anticorps lui-méme : isotype
(classe et sous-classe), glycosylation, conceatraét affinité. Si I'on s’intéresse plus
particulierement aux IgG anti-HLA, les études ®# $ous-classes IgG montrent que les IgG1
sont présentes chez la quasi-totalité des patialais que les 1gG2, 3 et 4 sont détectées dans
moins de 40% des cas (158-165). Par exemple,té eééemment décrit, dans une cohorte de
51 patients présentant 138 anticorps anti-HLA dss# | et Il, que seulement 12 (9%) de ces
anticorps n'avaient pas de composante IgG1, dont’ditre eux avaient une composante
lgG3 (165). Lefaucheur et coll. ont retrouvé lesmmé tendances dans une cohorte de 104
transplantés rénaux présentant des DSA dans laigrenannée post-transplantation :
seulement 10 (8%) ne présentaient pas d’lgG1l et%) (ni IgG1/3 (166). Ces résultats
indiquent que la plupart des patients possédentigiésanti-HLA capables, en théorie,
d’'activer le complément, car possedent un Fc capalel lier le Cl1g. Néanmoins, les
techniques permettant de détecter la fixation (@Lg)activation (C3d) du complément par
les anticorps anti-HLAnN vitro donnent des résultats contradictoires en terméiemavec la
survie du greffon (159, 163, 167-175). Ceci impdogue d’autres parametres intrinseques
beaucoup moins explorés que l'isotype de I'antisptpls que sa glycosylation (176-178), sa
concentration ou son affinité, pourraient jouerrate crucial dans sa capacité a activer le
complémentn vivo et sa pathogénicite.

Par ailleurs, des facteurs extrinséques a l'armgg@nti-HLA, impliquant I'antigene
lu-méme a la surface de la cellule, tels que lasdé antigénique ou encore la
disposition/orientation des épitopes, pourraieniejoun réle dans leur capacité a activer le
complément. Les cellules endothéliales exprimenndariére constitutive les molécules HLA
de classe I, et en fonction de leur origine etaegitions de culture celles de classe Il (61),
ce de maniére plus importante en conditions inflatemes (179). Plusieurs étudiesvitro
ont montré une augmentation de l'activation du démment par les anticorps anti-HLA si
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ceux-ci sont en plus grande quantité a la surfatlalaire (180, 181). De plus, la fixation de

plusieurs anticorps anti-HLA reconnaissant deso@es différents a été montrée comme
pouvant entrainer un phénomene synergigue pouiviion du complément, en fonction de

I'orientation de ceux-ci (160). Enfin, la variatioes concentrations des protéines du
complément, en fonction des polymorphismes présgmg les patients, et de la situation
clinique (hyperconsommation, baisse de productiangmentation des pertes) pourrait
également moduler la capacité des DSA a activeoheplément a la surface du greffon. Ceci
a notamment été démontré pour le facteur C4 (182).

3.3.2 Interaction avec les récepteurs des fragments Fc

Les biopsies en provenance de greffon rénaux diazpres en cours de rejet humoral
montrent fréquemment une infiltration de macropksagéD68+ dans les espaces
microvasculaires et périvasculaires (183-186), et meutrophiles en transplantation
pulmonaire (187). Les études de transcriptome s@&adi a partir de biopsies révelent
également une implication des cellules NK (natuiiédr) dans ces rejets (143, 188-190). Ces
résultats sont a mettre en paralléle avec les rmsa@glimaux impliquant les cellules NK dans
les rejets chroniques humoraux (191).

De maniére intéressante, tous ces types cellulakpsment des récepteurs pour le
fragment Fc des Ig (192), notamment ceux pourd€s Les FgR sont nécessaires a ’'ADCC
induite par les monocytes, macrophages et celMi4193). Un modéle murin a été utilisé
afin de montrer que l'activité phagocytaire lieex aacrophages augmentait lors d’un rejet de
greffe rénale (194), sachant quelegf®sont connus pour jouer ce rble chez les macragzhag
et les neutrophiles. Enfin, les{it augmentent le recrutement des monocytes au niVeau
endothélium activé par des anticorps anti-HLA (1P85).

L’existence de variants alléliqgues desyRgpourrait moduler la capacité des DSA a
recruter ces cellules immunitaires et a activerDIQC (196), de méme que le type de
glycosylations de ces derniers, les anticorps ralactpsylés ayant été montrés comme plus
inflammatoires que ceux étant galactosylés oulgigl43, 178).

3.3.3 Activation des cellules endothéliales

Il est communément admis que les cellules endatlkéline jouent pas uniqguement le
réle de cible dans les processus de rejet humoraais ont également un réle actif dans la
régulation positive ou négative de la réaction imitaire (197).

Les premiers travaux en transplantation montraieret la liaison des anticorps anti-
HLA de classe | a la surface de cellules endotledliat musculaires lisses en culture entraine
le déclenchement d’une signalisation intracellelana les intermédiairefocal adhesion
kinase(FAK), Akt, mMTOR mammalian target of rapamyqirS6 kinasgS6K), S6 ribosomal
protein (S6RP) etxtracellular signal-regulated kinag&RK1/2), avec pour conséguence une
réorganisation du cytosquelette, une prolifératiome migration et une augmentation de la
survie cellulaire (198-203). La prolifération desllales endothéliales correspond a la
vasculopathie du greffon (VT pourransplant vasculopathyobservée dans les rejets
chroniques humoraux. La VT est une maladie vastisis® progressive dont la présentation
histologique correspond a une prolifération et liyygerplasie des cellules endothéliales et des
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cellules musculaires lisses vasculaires, induisané ischémie du greffon puis une
dégradation progressive de sa fonction.

Les anticorps anti-HLA de classe | sont égalemaptbles de stimuler la production
de P-sélectine et ainsi 'adhésion de monocytaseatrophiles a I'endothélium (204, 205),
I'exocytose de facteur Willebrand permettant lataes I'activation et I'agrégation des
plaquettes (206), et enfin la production de cytekiet chimiokines (181, 203).

Les anticorps anti-HLA de classe Il stimulent égedat la prolifération cellulaire en
activant la voie S6K/S6RP (207) et en augmentarphasphorylation des tyrosines puis
I'activation de la voie NkB (208). lls induisent également la production démiokines
CCL2 et CXCL1 par des cellules endothéliales m&i{2©9).

Ces données vitro ont été confirmées par un certain nombre d’étudesntes utilisant
I'analyse transcriptomique et révélant une actoraties cellules endothéliales lors des rejets
humoraux (143-145).

Il est important de noter que la capacité des argganti-HLA a activer les cellules
endothéliales dépend de leur bivalence, et dontedecapacité d’agrégation (oucross-
linking ») des molécules HLA a la surface cellulaire, €tlonné qu’un fragment F(ab et
non un Fab, posséde la méme activité qu’une Ig@rentet donc que cette activité ne semble
pas dépendre de la sous-classe, dgR few encore de I'activation du complément. Encore
une fois, la densité antigénique/épitopique, l'otddion des épitopes, la concentration et
I'affinité des anticorps anti-HLA pourraient modut®es mécanismes d’action.
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3.4 Anticorps anti-HLA en transplantation d’'organe

Durant les trois premiéres décennies de la trantgilan d’organe, les efforts ont
convergé vers la mise au point de traitements inosuppresseurs actifs sur les lymphocytes
T, le principal succes étant les inhibiteurs dec#dcineurine qui ont permis de réduire
I'incidence des rejets aigus cellulaires et unemaigation de la survie a court terme des
organes transplantés. Néanmoins, la survie defogsed long terme n'a été que modestement
améliorée.
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Figure 23 : Survie du greffon rénal selon la périod de greffe
Tiré du rapport Annuel de I’Agence de la Biomédec2013

L’évolution des techniques permettant de déteasrdnticorps anti-HLA a éclairé
notre vision de ces pertes de greffon tardivessguiblent en majorité dues a la réponse allo-
immune humorale. En effet, quel que soit 'orgdagrésence de DSA entraine un cortege de
Iésions inflammatoires aigués et/ou chroniquegaitéla fonction et la survie du greffon a
plus ou moins long terme. Les premiers travauxé&‘essaient plus particulierement aux DSA
anti-HLA-A, -B et -DR, mais les publications leuplrécentes indiquent que les anti-HLA-
Cw, -DR51, -DR52, -DR53, -DQ (chaine alpha et betaDP (chaine alpha et beta) doivent
également étre pris en compte (210-215).

3.4.1 Les DSA préformés

Historiquement, la présence de DSA préformés étsivciée a la survenue de rejets
humoraux hyperaigus en transplantation rénale (h#8% également thoracique (216, 217).
La mise en place des techniques de XM LCT a pedaiséduire voire faire disparaitre ces
rejets.

En transplantation rénale, il est connu depuis temgs que les transplantations
réalisées avec un XM LCT positif aboutissent a sun@ie du greffon limitée (146). Plusieurs
travaux ont montré que les patients ayant un XMcgtmétrie en flux (CMF) positif avaient
€galement une survie du greffon diminuée (218).sDame étude récente portant sur 400
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patients transplantés rénaux, Lefaucheur et cotlnmntré que la survie des greffons a 8 ans
était significativement inférieure en présence @A60,8%) comparée a celle des patients
non immunisés (83,6%) et des patients porteurdictaps anti-HLA non dirigés contre le
greffon (92,5%) (219). De plus, la présence de D8&me en l'absence d'un épisode de rejet
aigu humoral, était associée a une diminution deutaie du greffon (a 8 ans 69,5% versus
84,4% en labsence de DSA). Une méta-analyse inclisept études de cohortes
rétrospectives totalisant plus de 1100 patients plas montré que la présence de DSA isolés
(c'est-a-dire avec un XM CMF négatif) doublait isque de rejet humoral et augmentait le
risque de perte du greffon (220). Ces trois travaébectionnés ont été confirmés par de
nombreuses autres études (221-223).

En transplantation cardiaque et pulmonaire, lesnées de la littérature sont moins
abondantes et sont apparues plus tardivement dquaasplantation rénale. Néanmoins, il a
clairement été démontré que la présence de DSAorpmés est associée a la survenue
d’épisodes de rejet humoral aigu ou a la mise anepti’un rejet chronique, et d’'une moins
bonne survie du greffon (216, 224-231).

En transplantation hépatique, les données detéaditire sont plus discordantes que
pour les autres organes. Le foie serait plus eddisiux rejets hyperaigus et aigus liés aux
DSA préformés (232-234) mais l'altération du greffeerait tout de méme possible (235-
241). Ceci serait d'autant plus vrai dans le catirelon vivant pour lesquels sont utilisés des
« splits » de foie, qui sont de plus petite tagtgpourraient étre moins résistants a I'agression
liée aux DSA préformés (242, 243). Enfin, la MFd@SA pourrait avoir une importance
dans la survenue d’'un rejet chronique apres transgion hépatique (244).

La mise en évidence de leffet néfaste des DSA opnéés et I'apparition des
techniques sensibles ont engendré la naissances dipproche permettant d'éviter les
transplantations rénales a risque de rejet humarakt le XM virtuel (245-248). Le but du
XM virtuel est d’anticiper le résultat du XM réalrsa base des spécificités présentes dans le
sérum du patient et de récuser d’emblée les doarmantre lesquelles elles sont dirigées.
Contrairement a ce que I'on pourrait penser, catargente I'acces a la greffe des patients les
plus immunisés par une meilleure régulation du ftles greffons vers les patients pour
lesquels le XM sera négatif (249). Cette approcke également extrémement utile en
transplantation thoracique pour prédire le risgqueunologique en raison du fait que la durée
d’ischémie tolérable ne permet souvent pas desefdiz XM réel avant que la transplantation
n'ait lieu.

3.4.2 Les DSAde novo

Les DSAde novgpeuvent survenir a n'importe quel moment aprésfesplantation et
leur incidence augmente avec le délai post-tranggian (250). Ills témoigneraient d'une
immunosuppression insuffisante, soit parce que ddept nécessite intrinsequement un
traitement plus lourd que le traitement « standagbur contrdler son immunité humorale,
soit parce que I'immunosuppression a été diminnémison de complications infectieuses,
tumorales ou d'une mauvaise observance thérapeutiqu

En transplantation rénale, l'incidence des DSA aleorest de 15 a 30% a 10 ans. La
valeur pronostique péjorative de ces anticorpsea Bité mise en évidence (124, 125, 127,
251-254). Notamment, une étude de Wiebe et cothoatré pour les patients porteurs de
DSA de novoune survie a 10 ans tres inférieure a celle désmia n'en ayant pas (59%
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versus 96%) (127). Par ailleurs, il semblerait dee DSA de novoaient une valeur
pronostique plus péjorative que les DSA préforn2égy.

En transplantation cardiaque, le développement 8& Me novo est associé a la
survenue de rejet (169, 255-258). Par exemple, tasle de Zhang et coll. s'intéressant a
168 transplantés cardiaques, les D&A novoétaient détectés chez 22/37 (60%) patients
ayant un diagnostic de rejet humoral [selon lee@s de I'époque (259)], contre seulement
6/131 (4,6%) des patients sans rejet (258). Les D8Aovosont également associés au
développement d’'une vasculopathie d’allogreffe (Cpaurcardiac allograft vasculopathy
correspondant au rejet chronique du greffon (26Q).2

En transplantation pulmonaire, les DS#e novo ont été incriminés dans le
développement du syndrome de bronchiolite oblitérg§BOS poutbronchiolitis obliterans
syndromg et une diminution de la survie du greffon (262Z-R@e maniere intéressante, une
étude a montré que la clairance des Df@Movopar un traitement associant les IglV et/ou le
rituximab pouvait conduire a une augmentation dsuevie sans développement de BOS,
suggérant le lien direct entre DSA et rejet chraaigu greffon pulmonaire (268).

Les données sur les DS¥e novoen transplantation hépatique sont limitées, maés u
étude récente a montré une incidence de D®Anovoa hauteur de 8% a 1 an et une
association de ceux-ci a une survie du grefforriedée (126).

3.4.3 Caractéristiques du rejet humoral

Hormis les rejets humoraux hyperaigus liés aux OQ&formés de forte intensité et
ayant quasiment disparu grace a la mise en plasdedhniques de XM (146, 216, 217),
I'agression humorale des greffons peut s’opéramskbis modes pouvant découler les uns
des autres : le rejet humoral infraclinique, letgigu humoral et le rejet chronique humoral.
En effet, le rejet humoral doit étre considéré camumn continuum, une maladie progressive
et chronique liée a la présence des DSA, et noépisode sporadique émaillant I'évolution
d'une transplantation (269).

Les plus grandes avancées ont eu lieu en tranaptamténale grace a I'apparition des
techniques en phase solide pour la détection deé, Dfises en parallele avec les
observations histologiques de lésions aigués sgees des rejets aigus humoraux, associant
insuffisance rénale aigué et présence de DSA eintsl Ces signes histologiques sont
regroupés dans la classification de Banff, régetient remise a jour lors de conférences de
consensus et décrivant également les lésions cluesi(270). Le rejet humoral aigu ou actif
du greffon rénal associe le plus souvent des sigistslogiques d’inflammation des micro-
vaisseaux (glomérulite et capillarite péri-tubuddiou des artéeres. Les épisodes de rejets aigus
humoraux peuvent survenir précocement chez dets qualablement immunisés et porteurs
de DSA préformés, mais également de facon retazdiée a la synthese de DS novo A
noter que le marquage C4d, critére diagnostiquesumajans les premiéeres classifications,
n’est plus indispensable en raison de ses failelesilsilité et spécificité.

En transplantation cardiaque, un rejet humoral agua suspecté en cas d'une
altération de la fonction cardiaque et sera diatimes a I'aide de la biopsie endomyocardique
sur laquelle on recherchera I'accumulation de nm@atages CD68+ et un gonflement des
cellules endothéliales. Les formes les plus sévpmsront associer, parmi d’autres, des
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signes d’hémorragie, un ocedeme interstitiel, uneroséc myocytaire et un infiltrat
inflammatoire plus varié et diffus (183).

En transplantation pulmonaire, le diagnostic néteds recours a une approche
pluridisciplinaire, prenant en compte la présentaeel dysfonction clinique du greffon
(évaluation spirométrique et radiographique), de ADSirculants, et de Iésions
anatomopathologiques. Il existe de nombreux pateistologiques attribués au rejet humoral
mais aucun d’eux n’'est spécifique. Ceux-ci incluemte infiltration a polynucléaires
neutrophiles, différenciée sous les termes depillaadte a neutrophiles » et de « margination
de neutrophiles », des Iésions de dommage alvédldius, mais aussi le rejet aigu cellulaire
de haut grade, la bronchiolite lymphocytaire dethguade, I'artérite et la bronchiolite
oblitérante (183, 187, 271, 272).

En transplantation hépatique, la considérationssemite de l'existence de rejets a
médiation humorale a conduit a la définition deneghistologiques diagnostiques : les signes
positifs sont une éosinophilie et une hypertroptes cellules endothéliales au niveau de la
veine porte, et une éosinophilie au sein des veioéntrales, et les signes négatifs le méme
type d’infiltration mais de type lymphocytaire (97Xes signes seraient plus facilement
retrouvés dans le cadre des rejets séveres et agnaditic définitif nécessiterait une
confirmation par la présence de DSA circulantspndiarquage C4d diffus et de I'exclusion
d’autres causes de rejets.

Le rejet humoral infraclinique correspond a la pree de DSA associée a des lésions
histologiques sans retentissement sur la fonctiogrdffon. Celui-ci a notamment été mis en
évidence en transplantation rénale par la surnellasystématique des biopsies de patients
transplantés avec des DSA préformés, montrant égenis histologiques typiques de rejet
aigu humoral (capillarite glomérulaire et péritidité +/- marquage C4d) avec une
conservation de la fonction rénale (274, 275). duiee circonstance d'observation de ce rejet
humoral infraclinique est I'apparition de D8& novoqui, de fagon insidieuse en I'absence de
toute manifestation clinique, va conduire au démeément de Iésions de rejet humoral.

Les rejets aigus humoraux cliniqgues et infracliesjuaboutissent tous deux
progressivement au développement du rejet chroriiqo®ral. Les Iésions inflammatoires de
la microcirculation (capillarite glomérulaire et rjggbulaire) peuvent persister pendant
plusieurs mois ou années si les DSA restent prasekpres un délai variable, elles
aboutissent a des lésions chroniques qui sont iégesoau développement d'une protéinurie et
au déclin, souvent irréversible, de la fonctionatén Ces lésions chroniques histologiques
associent a des degrés variables une altératiomelesranes basales glomérulaires appelée «
glomérulopathie d'allogreffe » et/ou des capillaip&€ritubulaires (270, 276), une accélération
des lésions d'artériosclérose (277) et le développe d'une fibrose interstitielle et d’'une
atrophie tubulaire. Ces lésions, a l'inverse ds®hs inflammatoires de la microcirculation,
sont considérées comme irréversibles, et il appawgurd'hui évident que les interventions
thérapeutiques, pour pouvoir étre efficaces, ddiedre appliquées avant l'installation de ces
lésions chroniques. En effet, le rdle prépondédantejet chronique humoral dans les pertes
tardives de greffon rénal a été mis en évidence damombreuses études (252, 278-280).

La figure 23 résume donc l'histoire naturelle detreumoral en transplantation rénale
(269). L'existence de DSA préformés ou l'apparitienDSA de novo aprés transplantation
activent le complément et I'endothélium. Dans @estaas, cette activation se manifeste par
un épisode de rejet aigu humoral, dans d'autregpaasine progression infraclinique des

49



lésions histologiques. Aprés un certain temps ddom apparaissent des Iésions
irréversibles de rejet chronique humoral, conduisardéclin de la fonction rénale.

Function Acute clinicalABMR =

Functional course 1

Indolent ABMR e =

Functional course 2

Histopathology Chronic ABMR -
Endothelial injury
[ Peritubular capillaritis I Persisting Eﬂs;ﬁlant giomerulopa—l;_

microvascular
‘ Glomerulitis inflammation

DSAs
Complement activation

}&' % -\M Fluctuating C4d status
I ENDATs } =

Preformed DSAs Persisting or de novo DSAs

[ X Time
Transplantation

Figure 24 : Evolution naturelle du rejet humoral entransplantation rénale
D’aprés Loupyet al ref [269]

En transplantation cardiaque, le rejet chroniqueraduit par I'épaississement de
l'intima des arteres coronaires, encore appelée (281-284). La CAV est une maladie
complexe n'impliquant pas uniquement les DSA, deatfacteurs immuns et non immuns
ayant été incriminés (285-287).

En transplantation pulmonaire, [I'agression chroaiqudu greffon conduit
principalement a une dysfonction chronique du grefbu CLAD Chronic Lung Allograft
Dysfunction qui peut évoluer sous un mode obstructif, c’esBOS, ou restrictif, c’est le
RAS (Restrictive Allograft Syndromé€288, 289). La bronchiolite oblitérante est cédasée
un processus fibro-inflammatoire centré sur lesnbihiles terminales aboutissant a
I'oblitération totale de la lumiére bronchique aweestruction des constituants de la paroi
(290). La confirmation histologique du diagnostgt souvent difficile a obtenir, c’est pour
cela que le BOS est diagnostiqué sur la base dind#c volume expiratoire maximal par
seconde (291).

En transplantation hépatique, peu de données ekisteicernant le rejet chronique
humoral, notamment en raison du fait que les DSAast-greffe sont rarement suivis. Une
étude récente a comparé la survie de greffon eeseatients ayant des DSA avec une MFI
supérieure a 10000 et ceux n’en ayant pas, toutegardant les données histologiques.
Plusieurs critéres histologiques sembleraient tkde présence d’un rejet chronique : la
présence de signes d’inflammation au niveau lokrilei interfaciale, une vénopathie porte,
une augmentation du collagéne au niveau porteeefibrose subsinusoidale (292).
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3.5 Traitement des rejets liés aux anticorps anti-HLA

Une action sur la réponse humorale allogéniquemgsagée dans un certain nombre
de situations telles que la prévention d’un rejgtidaumoral chez les patients ayant des DSA
préformeés (293), le traitement d’'un rejet humoiigliaou chronique lors de la formation de
DSA de novo ou la persistance de DSA préformés)(2@isieurs stratégies sont a ce jour
utilisées, seules ou en association.

La premiéere est de diminuer le taux de DSA darselem en utilisant des échanges
plasmatiques ou des colonnes d’immunoadsorptiotenant de la protéine A (295-300). Ces
méthodes n’ont pas pour vocation de diminuer lapctdon des DSA et donc, apres arrét, une
ré-augmentation du titre des DSA est inévitablecde risque de survenue de rejet humoral
que cela implique (301).

D’autres traitements « symptomatiques » agissantaativation du complément ont
également été testés dans des cohortes de pdtiensplantés. Parmi eux, I'éculizumab,
anticorps monoclonal dirigé contre le facteur C3adeascade du complément, permettant de
maitriser le rejet humoral aigu mais pas le refgbeique (302), et le Cl-inhibiteur qui est
encore en essai (303).

Nous I'aurons compris, afin de traiter de manidfeace les rejets humoraux, il est
nécessaire de réduire la resynthese des DSA. Liasimgtion dimmunoglobulines
intraveineuses est souvent associée aux traiteragmigtomatiques dans I'espoir d’atteindre
ce but (295, 304, 305). De nombreux mécanismedategus de la réponse humorale leur
sont attribués (306). Un autre agent thérapeutsgrait capable de diminuer le risque de
resynthése des DSA, il s'agit du rituximab, antimomonoclonal anti-CD20 ciblant les
lymphocytes B et entrainant leur déplétion (3073309

Aucune des thérapies citées ci-dessus ne perneetdéplétion des plasmocytes a
longue durée de vie. C’est ici gu’intervient l'iattuction du bortezomib dans l'arsenal
thérapeutique des transplanteurs. Cette moléculeiresnhibiteur du protéasome et a éte
décrite comme pouvant entrainer I'apoptose de plagtas producteurs d’anticorps anti-
HLA (310-313).

Ainsi, les thérapies utilisées contre le rejet brah n'ont pas encore montré
d’efficacité suffisante, ou du moins implacableuat meilleure compréhension du mode de
production des DSA et de leurs propriétés permegitnat-étre d’avancer vers de nouvelles
thérapeutiques.
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3.6 Anticorps anti-HLA : techniques de détection
3.6.1 La microlymphocytotoxicité

La technique historique d’identification des antganti-HLA est la LCT (146). Elle
consiste a mettre le sérum a tester en présencepdinel de lymphocytes B et T de typage
HLA connu, et de complément de lapin. La mortatédulaire causée par les anticorps anti-
HLA est ensuite évaluée a l'aide de colorants witanar exemple le bromure d’éthidium et
I'acridine orange, une réaction positive étantméfpar une lyse cellulaire supérieure a 20%.
L’adjonction de dithiothréitol (DTT) au sérum pernde différencier la lyse liée a des IgM ou
des IgG, cet agent réduisant les ponts disulfutegpermettent la pentamérisation des IgM,
conditionsine qua normpour qu’elles activent le complément. A noter tpipanel de cellules
utilisé est choisi pour représenter le plus fidedatpossible la répartition des typages HLA
au sein de la population locale. Le pourcentagbm@hocytes lysés par rapport au nombre
total de lymphocytes utilisés, quanel reactive antibodie§PRA), reflete la difficulté de
greffer un patient puisqu'il représente la largeiimmunisation vis-a-vis des donneurs
potentiels.

La LCT peut également étre utilisée en urgence péatiser le test ultime de
compatibilité donneur/receveur avant transplantati®e sont les lymphocytes en provenance
des ganglions, de la rate ou du sang du donnewomqiimis en présence de plusieurs sérums
du receveur, choisis en fonction de I'historiquaniomologique du patient. La signification
péjorative d'un XM LCT positif en transplantatio@nale a été décrite pour la premiéere fois
en 1969 par Patel et Terasaki (146). Un XM LCT tiosur le sérum du jour de la greffe est
une contre-indication absolue en raison du risqueefet hyperaigu, alors que dans certains
cas un XM LCT positif sur sérum historique peuteéticcepté chez certains patients
hyperimmunisés, a partir du moment ou un prototioégapeutiqgue adapté est mis en place
(314-316).

La LCT présente un certain nombre d’avantages &t &tre reste la technique de
référence pour de nombreux laboratoires (317),rmatant pour le XM. En effet, c’est un test
fonctionnel permettant d’identifier des anticorpapables d’activer le complément donc
hautement pathogenes, détectant les anticorpdHaatiet non anti-HLA dirigés contre les
lymphocytes d’'un donneur et séparant les réactiigétype 1gG et IgM, ce a moindre co(t.

Cependant ses limites sont nombreuses : par définila LCT ne détecte que les
anticorps capables d’activer le complément, et pigisément ceux qui sont présents en
quantité suffisante pour entrainer une lyse dephguytes. Elle manque donc cruellement de
sensibilité et ne détecte pas tous les anticorpabtas d’'activer le complémeint vivo, ni ne
détecte les anticorps n’activant pas le complémeis pouvant tout de méme avoir un effet
pathogene. La sensibilité de la LCT a été augmeatéajoutant un anticorps anti-IgG
humaine aux lymphocytes et au sérum (AHG-CDC pmiirhuman globulin - cell dependent
cytotoxicity, ce qui permettait également de mettre en évielées anticorps ne fixant pas le
complément. Cependant, cette technique est défiwint utilisable avec les lymphocytes B
du fait de la présence a leur surface d'immunodlobs et de récepteurs aux fragmentgRec
La LCT souffre également d’'un manque de standardisachaque laboratoire « cultivant »
son propre panel, et il est souvent impossibleéerthiner avec précision les antigénes HLA
ciblés par les anticorps, notamment ceux de clhss@®me si une adsorption des sérums sur
pool de plaguettes (riches en HLA de classe |) peparfois de pallier ce probléme.
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3.6.2 Le crossmatch par cytométrie en flux

7747

Dans les années 80, les techniques de CMF ont é&télapppées pour pallier les
inconvénients de la LCT. Utilisées pour tester téspnce d'anticorps dirigé contre les
lymphocytes sans avoir recours a I'utilisation dmmplément (318), elles ont rapidement été
abandonnées car I'utilisation de panels de lymptescgtait beaucoup plus lourde qu'avec la
LCT. En revanche, le XM CMF est lui assez largentépiandu et permet de jouir d’'une
meilleure sensibilité le jour de la greffe. Comnmuple XM LCT, il consiste en la mise en
présence d’'une suspension de lymphocytes en pmwerdu donneur avec les sérums du
receveur. Les lymphocytes sont ensuite lavés ebiég avec un panel d’anticorps conjugués
a des fluorochromes permettant de différencier lgmphocytes T (anti-CD3), les
lymphocytes B (anti-CD19) parmi les leucocytes it@id45), et les lymphocytes ayant été
reconnus par des anticorps du receveur (anti-lgGargiclgM). La valeur pronostique
péjorative d'une transplantation avec un XM CMFitfos clairement été mise en évidence,
les patients transplantés avec un XM CMF positifsman XM LCT négatif ayant un plus
grand risque de rejet aigu humoral que des patigsuis DSA et dont le XM CMF était
négatif (218).

3.6.3 Les techniques ELISA

L’ELISA est une technique en phase solide tres elagnt répandue et aux
applications multiples. En histocompatibilité, etlensiste en I'adsorption de molécules HLA
purifiées, en provenance de différentes sourcdsrestion du format, au fond de plaques 96
puits en polystyrene (319, 320). Lorsque des IgtsHIbA sont présentes dans le sérum, elles
se lient aux antigenes fixés au fond des puits dides sont spécifiques. Apres une phase de
lavage vient la phase de réaction avec un antig@psndaire anti-lgG humaine couplé a une
enzyme qui permettra la révélation des réactiorstige via une réaction colorée par la
transformation d'un substrat. L'analyse via urelectie densité optique permet de donner une
appréciation quantitative des anticorps fixés. ielus formats existent : dépistage (mélange
de molécules HLA en provenance de plusieurs ceslldlans chacun des puits), panel
(mélange de molécules HLA en provenance d’'une seellale par puits) eBingle Antigen
(un seul antigéne HLA par puits, produit par dgsdies cellulaires n’exprimant qu'un seul
antigéne HLA).

En comparaison a la LCT, les techniques ELISA pessede nombreux avantages :
elles permettent une identification antigénique hdeite définition, rapide, automatisable,
standardisée, et jouissent d’une meilleure seitsilgjue la LCT. Cependant, elles possedent
des inconvénients imputables a toutes les techsignghase solide : colt des réactifs, test de
liaison ne déterminant pas le caractere pathogeseumticorps et donc associé a un exces de
sensibilité, temps de réalisation important rendaréechnique difficile a utiliser en urgence,
absence de détection des anticorps anti-donneudingés contre le HLA. A noter que cette
méthode est actuellement supplantée par les tagkmign format Luminéxqui permettent
d’analyser le sérum d’un nombre plus important aeepts dans un temps plus court.

3.6.4 La technologie LuminexX
Leur principe est trés proche de celui de la tepmiELISA, la seule différence étant

que les antigénes HLA purifiés sont fixés sur desaspheéres en polystyréne et pas au fond
53



de plagues 96 puits. Ces microspheres renfermenmtélange précis de deux fluorochromes,
une centaine de mélanges permettant de définicen&ine de numéros de billes différents.
Aprés mise en présence du sérum a tester, la éedies résultats se fait par un cytomeétre
déedié qui permet, a l'aide d'un premier laser, épaser les billes en fonction de leur
fluorescence propre, puis, a l'aide d’'un deuxieraset, de déterminer une valeur de
fluorescence liée a la présence d’lgG anti-HLA rexees par un anticorps anti-lgG humaines
couplé a la phycoérythrine. Comme pour I'ELISA $rédrmats existent (dépistage, panel et
Single Antigef), mais le principal avantage des techniques emdblumineX est qu'elles
permettent de rechercher les anticorps anti-HLAR@eatients sur une seule plague, méme en
format Sngle Antigenla ou I'on ne peut tester qu’un seul patientgdague en ELISASingle
Antigen

Les techniquesSingle AntigenLumineX’ (SAG) sont rapidement devenues des
méthodes de choix pour l'identification des anpisoanti-HLA en raison de leur sensibilité,
résolution et coté pratique (321, 322). Elles oatnps une meilleure compréhension des
rejets de greffe a médiation humorale, notammentgdétection d’anticorps anti-HLA qui
ne I'étaient pas jusqu’alors (par manque de sditéiboiu de résolution) et d’anticorps dirigés
contre des loci auparavant considérés comme nohqués dans le rejet de greffe, tels que
les anti-HLA-C, -DP ou chaine alpha du DQ et DPr Bileurs, la représentation, pour
certains antigenes et notamment en classe Il, agepirs alléles dans les kits a permis de
découvrir I'existence d'immunisations spécifiquealldles HLA. Par exemple, une situation
assez freguemment rencontrée est la présence ditunanisation anti-HLA-A2 chez des
patients portant un antigéne HLA-A2, des lors qakiieci est A*02:05 et s’est immunisé
contre du A*02:01, allele HLA-A le plus fréequemmenttrouvé dans la population.
Néanmoins, ces techniques sont colteuses et passéde certain nombre d’autres
inconveénients qui seront discutés dans le chagitineant.

3.7 Single AntigenLuminex® : interprétation, limites et adaptations
3.7.1 Signification des MFI et seuils de décision

Le SAG mesure une intensité moyenne de fluoresc@uéd) pour chaque bille,
utilisée comme une valeur semi-quantitative deflaree » de I'anticorps. Au-dela du seuil de
positivité biologique qui peut se définir a partiu bruit de fond moyen observé avec la
technique, le seuil de positivité clinique n’estspencore trés bien défini. L'absence de
matériau de référence, la disparité en termes tivde MFI obtenues dans les différents
laboratoires d’histocompatibilité, et en fonction fburnisseur, ne facilitent pas cette tache
(323, 324).

En situation de pré-greffe, une MFI inférieure & Sibtenue avec la technique One
Lambd& a été choisie par I'’Agence de la Biomédecine mi#inir les « antigénes permis »
lors de lattribution des greffons rénaux, c’'edfige les antigénes contre lesquels nous
pouvons considérer qu’'un receveur ne posséde audomeunisation («Le suivi
immunologique des patients en attente de greffegdites ou greffés », Agence de la
Biomédecine, année 2010). Par ailleurs, une MFésepre a 1000 est fréquemment utilisée
par les laboratoires pour définir les « antigemgsrdits », c’est-a-dire les antigenes contre
lesquels nous pouvons considérer qu’un risque inohogique pour le patient est présent,
avec une chance trop importante d’obtenir un XM CddBitif. Enfin, pour certains patients
difficiles a transplanter en raison d’'une immurnmatanti-HLA trop large, certains centres
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pratiguent des transplantations a risque immunqilagplus élevé pour lesquelles, en général,
une MFI maximum de 3000 est la limite a ne pascian Dans de rares cas cela peut aller
plus haut quand I'objectif est d’avoir un XM LCT gadif aprés désimmunisation. En effet,

Lefaucheur et coll. ont décrit qu'un DSA préformveaune MFI>465 augmentait le risque de
rejet aigu post-greffe, ce risque augmentant lardguMFI| dépassait les 3000 avec un effet
sur la survie du greffon (219). Une étude localentraot €également un risque accru avec une
MFI supérieure a 500 (218), alors gu’'une équipessguiobtenait un seuil a 900 (325).

Néanmoins, aucun de ces seuils n'est parfaitemsstca a la survenue d’un rejet ou a la
survie du greffon.

En situation post-greffe, la MFI des DS#e novon’est pas non plus clairement
associée a la survenue d’épisodes de rejet humomé perte du greffon. Une étude récente a
mis en relation la MFI et la perte du greffon ré(g6, 327). Des seuils de MFI associés a un
plus fort risque de perte du greffon ont été présosn transplantation rénale (supérieure a
6000) (328) et pulmonaire (supérieure a 10000) }2b4emblerait également qu'une MFI
plus élevée soit associé a la persistance des @SAovo(125). A I'oppose, une étude
réalisée sur une cohorte de transplantés cardiatjggsas démontré d’association entre la
MFI et la perte du greffon (329).

3.7.2 Les interférences médicamenteuses

Parmi les traitements administrés aux patients spiantés, les sérums anti-
lymphocytaires ont été décrits comme n’interférgoe trés peu avec le SAG (330). En
revanche, 'administration d’immunoglobulines inemeuses est connue comme entrainant
une positivité de la quasi-totalité des billes préss dans les tests, en raison de la présence,
dans ces préparations, d'anticorps anti-HLA (38%),qui géne grandement l'interprétation
des profils.

3.7.3 Les interférences négatives

Un certain nombre de travaux ont rapporté I'existerle réactions faussement
négatives avec le SAG. Les premiers articles rielattaune interférence réversible par un
traitement du sérum au DTT ou bien via une dialygpotonique, laissant penser que ces
interférences pouvaient étre liees a des IgM ah#lntrant en compétition avec les 1gG
anti-HLA (332, 333).

Plus récemment une équipe allemande a décrit t'effgrozone », appelé ainsi par
homologie aux réactions d’agglutination car ne eonait que les anticorps de forte voire tres
forte MFI (334). Ces auteurs observaient une réviéité de I'interférence par un traitement
du sérum a l'acide éthyléne diamine tétra-acéti(ieieTA), au DTT, a la chaleur (56°C
pendant 30 min) ou par la dilution du sérum. Cess fpremiers traitements ayant en commun
leur capacité de détruire le complexe C1, prenmao&cule impliquée dans la voie classique
du complément, I'hypothése avancée concernant mnigme de cette interférence était que
I'association du C1r et du Cls au Clg empéchaiixiion de I'anti-IgG fluorescent aux
anticorps anti-HLA liés aux billes par un encombeeainstérique (335), alors que le C1q seul,
présent dans la condition EDTA, n’en était pas bbpaNotre équipe a ensuite étudié cette
interférence au sein d’'une cohorte de patients ims@g anti-HLA et montré qu’elle pouvait
expliquer les fluctuations de profil au cours dumps observées chez certains patients
fortement immunisés (336).
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3.7.4 Les antigenes dénaturés

Nous avons vu précédemment gu'il était possiblelétecter des anticorps anti-HLA
dans le sérum de sujets n’ayant jamais vecu d’éaeneimmunisant, et ce quelle que soit la
technique utilisée. Néanmoins, ces anticorps abh#-K naturels » ont particulierement alerté
les cliniciens et biologistes en raison de la fanévalence avec laquelle ils étaient observés
en SAG : 63% classe | et classe Il confondues damescohorte de 424 donneurs de sang
(133) et 77% dans une cohorte de 534 patientstentatde transplantation rénale, avec un
seuil de MFI = 1000 (337).

Dans la discussion de leur publication initiale,riles-Buenrostro et coll. indiquaient
gu’'une partie de ces anticorps pouvaient recormaiés molécules HLA de classe | de
conformation anormale, en l'occurrence ayant pelelwr peptide et la B2M, lors des
processus de purification et de fixation sur lde®i(133). Leurs arguments reposaient sur les
notions que 1) un certain nombre de ces anticoogaient leur MFI augmenter sur des billes
traitées avec une solution acide (pH<3), conditonnue comme dénaturant les molécules
HLA de classe | (338, 339), et 2) la plupart d’endux n’étaient pas capables de positiver un
XM CMF. En effet, les lymphocytes T et B n’exprinbgras ou peu de molécules HLA de
classe | sous cette forme ditee-heavy chaifFHC), sauf lorsqu’ils sont activés (340-342).

Un an plus tard, ces mémes auteurs utilisaientdigement acide dans la méme
cohorte afin de décrire un certain nombre d’épisopeuvant étre reconnus par les anticorps
anti-HLA « naturels » de classe |. Certains étagpiosés a la surface des molécules HLA de
classe | native et donc directement disponibles lkaison par un anticorps « naturel » anti-
HLA « natif » (anti-nHLA), alors que d’autres soertyptiques, c’est-a-dire nécessitent une
dénaturation de la molécule afin de devenir acbtssiet constitueraient la cible des anticorps
« naturels » anti-HLA « dénaturé » (anti-dHLA) (343

Serum from normal male tested with intact and dissociated HLA class | single antigens
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La signification clinique des anticorps anti-HLAnaturels » est encore débattue, mais
la capacité de certains a reconnaitre les moléddiles natives devrait les faire considérer
comme potentiellement pathogénes (344). En revancheertain nombre de cas rapportés et
une étude en dépistage ont décrit les anticorpsdbiitA, sous forme de DSA préformeés,
comme ne positivant pas les XM et n'ayant aucunaichglinique, suggérant que les anti-
dHLA ne devraient pas étre pris en compte dansttagegies d’attribution des greffons (345-
348). Cai et coll. on récemment reprit leur cohaldepatients transplantés rénaux, étudiés en
dépistage en format LuminBxet évalué la capacité des anticorps anti-HLA tégadéfinis
par une nouvelle méthode de dénaturation (90°C gren8 minutes), a lier le C1q (349).
Leurs résultats indiquaient que les anticorps bt dénaturé de classe | et Il ayant la
capacité de lier le C1q avaient un impact sur taisudu greffon. Néanmoins, leur approche
est discutable, en particulier parce que l'utiizatdes billes de dépistage de permet pas de
définir si les patients avaient des anticorps dsigontre le donneur.

Afin de pallier ce probléme de détection des ahti-8, le fabricant One Lamb®&aa
proposeé un nouveau réactif, les iBeads®, conspituéles billes SAG classe | ayant subi des
traitements enzymatiques permettant de retirer daupartie des molécules HLA dénaturées
de leur surface, qui devaient alors ne pas déetldemti-dHLA. Celles-ci ont été testées dans
guelques études et donnaient des résultats eneauntsg c’'est-a-dire permettaient de mieux
identifier les anticorps ayant une significatiomicjue (350).

3.7.5 Classes et sous-classes d'immunoglobulines

L'utilisation de conjugués spécifiques a permigutier les sous-classes des IgG anti-
HLA et également d’autres classes que les IgG nmoint les IgM et IgA anti-HLA.

Les études sur les sous-classes IgG montrent guég®l sont présentes chez la
guasi-totalité des patients (159, 160, 162-164).eRample, il a été récemment décrit, dans
une cohorte de 51 patients présentant 138 antiepsiLA de classe | et I, que seulement
12 (9%) de ces anticorps n'avaient pas de compedg@il, dont 11 d’entre eux avaient une
composante IgG3 (165). Ces résultats indiquentapéupart des patients possedent des IgG
anti-HLA capables, en théorie, d’activer le compdértn De plus, les auteurs observaient que
la composition en sous-classes pouvait étre infléenpar le mode d’immunisation, les
grossesses et pertes de greffons entrainant desnisations composées de sous-classes
multiples, et les transfusions des immunisationstée aux 1gG1. Au-dela des sous classes
IgG capables d’activer le complément, il a égalenééd décrit que les DSA de la sous-classe
IgG4 préformés étaient de mauvais pronostic ensplantation rénale (351). Ceci a été
confirmé par une autre étude montrant que les DE&d4|détectés dans la premiére année
post-transplantation étaient associés aux rejatsohaux infra-cliniques, par opposition aux
IgG3 plutdt associées aux rejets aigus humorau&)(16

Les IgM anti-HLA ont été évoquées plus haut en tariagents interférant avec la
détection des IgG anti-HLA. Les quelques donnééstaaxt dans la littérature ne démontrent
pas clairement d'impact des IgM sur la survenueejiet ou la survie du greffon (168, 352-
354). Concernant les IgA, encore moins de donnéesteat en SAG (355), et il a été suggéré
gue les IgA détectés en ELISA pouvaient avoir Ua piotecteur contre le rejet causé par les
lgG (356, 357).
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3.7.6 Activation et fixation du complément

Le test SAG a également été modifié afin de détéeseanticorps capables de fixer le
Clqg (169, 171), et de nombreuses études ont dawitissociation entre la détection de DSA
Clg+ et la survenue de rejet humoral ou la pertgrd&on plus rapide (172, 254, 358-361).
D’autres se sont intéressées a l'activation rédliecomplément, c’est-a-dire aux dépbts de
C4d (224, 362) et C3d (173) sur les billes, et antenues aux mémes conclusions.

Néanmoins, nous avons vu que la plupart des patogsédent des IgG anti-HLA
d’isotype 1gG1 et/ou IgG3, et donc capables d'astile complément, et il semble que la
capacité de fixer ou activer le complément surbiles du SAG dépende directement de la
MFI des anticorps avec le SAG non modifié (161,,2234, 336, 359, 360, 363). Ainsi, la
détection de DSA fixant/activant le complément pam’étre qu'une question de moindre
sensibilité de ces tests, expliquant pourquoi d84 Mxant le complément seraient capable
de générer un rejet plus rapide que les autres).(Pat ailleurs, nous ne savons pas si la
densité et I'organisation des molécules HLA a |Hame de billes sont comparables a celles
présentes sur les cellules endothéliales du grefforelles sont différentes, la capacité des
DSA a entrainer des mécanismes de rejet liés aypléoment pourrait étre sur- ou sous-
estimée.

3.7.7 DSA intra-greffon

Le SAG permet également de détecter les DSA élapsisl les biopsies de greffon
(gDSA pourintragraft DSA). Cette approche a été utilisée pour la presmieis a partir de
greffon explantés et des techniques de LCT (364),3puis avec des techniques plus
sensibles telles que 'ELISA (366-368). Cette mdthest possible a partir de fragments de
petite taille (102, 369) et notre équipe a récemimaontré dans une cohorte de 51
transplantés rénaux ayant eu des biopsies suraiiatic que la présence de gDSA était
corrélée a la présence de DSA dans le sérum, deséde la microcirculation et a la perte du
greffon (370). Nous avons également pu suivre ldéian des gDSA chez une patiente
transplantée hépatique présentant des DSA préfoayast engendré la perte du greffon
(236). Il est important de noter que la plupart dBSSA, a quelgues exceptions prés, sont
eégalement présents dans le sérum, les DSA deNtft&tant plus freguemment retrouvés.
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V — OBJECTIFS GENERAUX DE NOTRE TRAVAIL

Le principal probleme actuel en transplantationrgbmes solides est la survenue de
rejets humoraux en relation avec la présence damis anti-HLA dirigés contre le donneur,
gu’ils soient présents avant la transplantatiom’apparaissant qu’apres la transplantation. La
prise de conscience de l'impact des DSA sur laisulu greffon a été possible, dans un
premier temps, grace au développement de moléecnieanosuppressives ciblant 'immunité
cellulaire, et dans un second temps par celui eldniques sensibles et résolutives que sont
les techniques SAG. Ces techniques sont utiliséem@de semi-quantitatif, la MFI étant
utilisée pour estimer la force des anticorps desdagG, le plus souvent présents dans le
sérum des patients. Cependant, nous avons vu guiudes cliniques ne montrent qu’une
association imparfaite entre les évenements cl@sgt la MFI des DSA, ce pour différentes
raisons.

Le premier objectif de notre travail a été d’am&ida compréhension des différences
entre les MFI observées avec le SAG et I'évolutimique a travers I'exploration des causes
de résultats faux positifs d’'une part et faux niégatautre part. Au total, 6 articles seront
présentés. Les quatre premiers traitent des apsicanti-HLA dénaturés de classe | (faux
positifs) et les deux autres s’intéressent auxfiértences négatives. Chaque article fera I'objet
d’'une introduction propre, et une discussion comenanété rédigée pour les articles de
chacune des deux catégories.

Le deuxiéme objectif de notre travail a été d’é&wudiinteraction des DSA avec le
greffon. Nous avons tout d’abord recherché les RSAsein d’éluats de biopsies obtenues
chez des transplantés pulmonaires en utilisantptaghe précédemment citée pour les
transplantés rénaux et hépatiques, c’est-a-direSAG. Néanmoins, le SAG étant une
technique en point final, celui-ci ne reflete pasrlode d’interaction des DSA avec le greffon
in vivo, et ne permet pas d’apprécier les constantesigimdt d’interaction entre les DSA et
leurs cibles, alors que ces propriétés pourraiefiiar sur leur pathogénicité. Nous avons
alors envisagé I'utilisation de la SPR pour déteenila concentration et I'affinité des
anticorps anti-HLA.
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VI — Premiere partie : Anticorps anti-HLA

dénaturé de classe |
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VI-1 — Premier article : Anticorps anti-HLA dénatur é de classe | chez les
patients en attente de transplantation rénale : préalence, signification

clinique et impact sur I'attribution des greffons

Article publié dans la revuEransplantation

« Denatured Class | Human Leukocyte Antigen Antibogkes in Sensitized Kidney
Recipients: Prevalence, Relevance, and Impact on @an Allocation »

Jonathan Visentin, Gwendaline Guidicelli, Thomaslidet, Christian Jacquelinet,
Benoit Audry, Thoa Nong, Valérie Dubois, Jean-Fasmdloreau, Jar-How Lee, Lionel
Couzi, Pierre Merville and Jean-Luc Taupin

Présentation et objectifs du travail

Cet article fait suite aux travaux publiés jusgoralau sujet des anti-dHLA de classe
[, plus particulierement décrits avec le réactifGproposé par la société One Lambda, Inc.
que nous utilisons a Bordeaux. La définition d’'urti-elHLA n’était pas encore trés claire,
allant d’'une MFI supérieure a 1000 dans la conditdraitement acide » (348, 350) a une
relative augmentation de la MFI par rapport a laditton « non traité » (343), par opposition
aux anti-nHLA voyant leur réactivité disparaitre@gptraitement acide. La capacité des anti-
dHLA a reconnaitre des cellules normales, indiquent potentiel pathogéne, n’était testée
qgue dans un faible nombre de cas en XM CMF (133, 345-347). Par ailleurs, I'utilisation
des iBead$, proposées par One Lambda, Inc., n’était quepedssrapportée (350). Enfin, la
prévalence des anti-dHLA au sein de la populaties ghtients en attente de transplantation
rénale n’était pas connue, ni 'impact négatif @s anticorps sur I'accés a la greffe dans le
cas ou on les considérerait comme n'ayant pas deopopathogene. Ce travail a été initié
dans le but de répondre a I'ensemble de ces qusstio

Les sérums de 323 patients immunisés anti-HLA dessel | et en attente de
transplantation rénale entre Janvier 2000 et Mafsl 2nt été envoyés chez One Lambda,
Inc. lls ont été testés en SAG classe | en conditisans traitement et avec traitement a
I'acide, ainsi qu'avec les iBeallpour la plupart d’entre eux (Mrs Thoa Nong et Br-Blow
Lee). Les tests en XM CMF ont été réalisés patdelsniciennes de notre laboratoire HLA de
routine a partir des cellules de donneurs d’orgac@ssecutifs, la sélection des couples
cellules/sérums étant réalisée par le biologiststdeinte au moment de la réalisation du XM
prospectif pré-greffe auquel étai(en)t rajoutée(s) sérum(s) sélectionné(s). La liste des
antigenes A et B interdits avant et aprés retraitcdux reconnus par des anti-dHLA a été
envoyée a I’Agence de la Biomédecine aux DoctewnsoB Audry et Christian Jacquelinet
qui ont alors calculé les Taux de Greffons Incorilppes (TGl, nommé cPRA dans I'article)
correspondant a ces patients.

Mon role dans cette étude a consisté en I'analydistique des données envoyées par
One Lambda, Inc., ainsi que celles des XM CMF, dastitution des listes d’antigenes
interdits envoyeés a I’Agence de la Biomédecinegaliser une partie des choix des couples
cellules/sérums a tester en XM CMF puis la rédactie I'article. Une partie n’apparaissant
pas dans la publication a également été d’étuderprofils des patients un a un afin de
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déterminer les épitopes natifs ou cryptiques reasnaur la base de ce qui était alors décrit
dans la littérature (88, 343).

Nous avons défini les anti-dHLA par une augmentasignificative de leur MFI aprés
traitement acide des billes ¥,2N). Ce seuil a été choisi en rapport avec lzlifil
intermédiaire de la technique dans notre labomtbies anti-dHLA étaient présents chez 39%
des patients et représentaient 6% des billes pesittbservées (Figure 1, panel A). Le reste
des billes étaient majoritairement reconnues par agi-nHLA « prototypiques » (81%),
c'est-a-dire des billes voyant leur MFI diminuegdrfortement aprés traitement acide
(D<0,2N). Les 13% de billes restantes ont été consgécomme reconnues par des anti-
NHLA intermédiaires (1,2N>D>0,2N). Nous avons oléeune variation importante des
pourcentages de billes reconnues par des anti-debAfonction des loci et des alleles
considérés (exemples dans la Figure 1, panel Bable$ S1, S2, S3). Seulement 16% des
anti-dHLA testés en XM CMF engendraient une poséicontre 83% des anti-nHLA (Figure
2). Le seuil de définition des anti-dHLA offrait @insensibilité (94%) et un rapport de
vraisemblance négatif (0,10) satisfaisants. Lesutslde TGI avec et sans prise en compte
des anti-dHLA montraient un impact considérablel'swces a la greffe pour un nombre non
négligeable de patients, en particulier pour ceygpniun TGI faible (inférieur a 20%) ou
intermédiaire (entre 20 et 85%) (Figures 3 et 45 Honnées obtenues avec les iBBaut
été analysées pour les 111 sérums qui avaienesti&ssten XM CMF. Celles-ci montraient
une bonne corrélation avec les données du traiteme&de des billes ainsi qu'avec les
résultats des XM CMF (Figure 5), et un seuil de MRIOO0 offrait une sensibilité (95%) et un
rapport de vraisemblance négatif (0,10) satisfassan
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Abstract

Background. Single antigen flow beads assays may overestisgtsitization because of the
detection of supposedly irrelevant antibodies recogg denatured class | human leukocyte
antigens (HLAS).

Methods. Sera of 323 HLA-sensitized kidney transplant cdatiis positive with a class |
HLA single antigen flow beads assay were retestiter acid treatment of the beads.
Denatured HLA antibodies were identified accorditm ratio between the measured
fluorescence intensity for treated and nontreateddb. T-lymphocyte flow cytometry
crossmatches were performed to characterize tligyalfithese antibodies to recognize HLA
on normal cells as a surrogate of their potentii@ical relevance. Their impact on organ
allocation was evaluated through a calculated pesesitive antibody. The utility of single
antigen flow beads largely devoid of denatured HIBeads) was also evaluated.

Results. Denatured HLA antibodies were detected in 39%hef patients. They provided
much less positive flow cytometry crossmatches thiati-native HLA antibodies (16% vs.
83%, P<0.0001). Removing the HLA-A and HLA-B antigetargeted by denatured HLA
antibodies from unacceptable antigens lowered #heutated panel reactive antibody for 90
patients, sometimes dramatically. The iBeads adsayonstrated nearly the same ability to
predict crossmatch results than the acid treataesay.

Conclusion. Denatured class | HLA antibodies are common, bet dntigens they target
should not be considered as unacceptable in me&scdecause they negatively impact
access to a transplant while predominantly progdiegative sensitive crossmatches. The

iBeads assay seems to be a valuable alternativetter define unacceptable antigens.

Keywords: HLA antibodies, Denatured HLA antibodies, Trangplallocation, Kidney

transplantation, iBeads.
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Abbreviations:

anti-dHLA: anti-denatured HLA antibody(ies)
anti-nHLA: anti-native HLA antibody(ies)
cPRA: calculated panel reactive antibody
dHLA: denatured class | HLA

FCXM: flow cytometry crossmatch

FHC: free class | HLA heavy chains

MCS: mean channel shift

MFI: mean fluorescence intensity

NHLA: native class | HLA

SAFB: single antigen flow bead(s)
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Introduction

The single antigen flow beads (SAFB) assays pegrfifiustive identification of alloantibody
specificities for human leukocyte antigens (HLAS)Jowing anticipating the result of
pretransplant crossmatches and rationally improwvingan allocation through selection of
sensitized recipients with the least chance of sitipe crossmatch contraindicating the
transplant (1, 2). However, besides native HLA rooles (nHLA), expected to be recognized
by serum anti-nHLA antibodies (anti-nHLA), classllLA SAFB also display on their surface
denatured HLA molecules (dHLA), that is, free cla$fLA heavy chains (FHC) dissociated
from A2-microglobulin and peptide (3, 4). The dHUAolecule has a different epitope
composition from the native one, because the HLAemde > helices, harboring most
polymorphic residues responsible for allogenicibndergo conformational changes on
peptide binding or release (5-12). The SAFB aca&htinent also dissociates class | HLA
heterotrimers (4), and for many anti-nHLA, bindiability (i.e., mean fluorescence intensity
[MFI] with SAFB assay) to treated beads is dradiijfjodecreased because of the denaturation
of target acidsensitive conformational epitopes (8. Other epitopes are acid-resistant and
remain well recognized by anti-nHLA after SAFB adréatment (4). Finally, dHLA also
displays specific epitopes, often cryptic on nHLhich are recognized by anti-dHLA
antibodies (anti-dHLA) and were characterized by increase after acid treatment (4).
Anti-dHLA are currently not distinguished from amtLA, and their HLA targets are
indiscriminately considered as unacceptable forawrgllocation. However, their relevance
might be reconsidered if they were proved unabland HLA molecules on donor cells.

Flow cytometry crossmatch (FCXM) is a highly semsitassay for detecting antibodies
capable of interacting with an antigen naturallyressed by donor cells, be it correctly
conformed or not. Flow cytometry crossmatch pogitivstrongly suggests that such

antibodies are potentially pathogenic. Interesyinglfew case reports suggest for a few HLA
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antigens that anti-dHLA do not bind cell surface A3, 15-17). Accordingly, using a
Luminex screening assay in kidney transplant reaigi, anti-dHLA have been described as
not detrimental to graft function, in contrast tianHLA (13). A new SAFB reagent largely
devoid of denatured class | HLA antigens througlzyematic treatments (iBeads; One
Lambda Inc., Canoga Park, CA) recently became adailand was suggested to distinguish
clinically relevant DSA (i.e., iBeads-positive) o clinically irrelevant ones (i.e.,
iBeadsnegative) in a retrospective cohort studyl®® kidney transplant recipients with
preformed SAFB-positive DSA (14). However, no semsicell-based assay, such as FCXM,
was used to verify that the supposed irrelevant ¥he indeed unable to recognize cell
surface HLA. The objectives of the present monagenetrospective study were therefore to
describe anti-dHLA in a cohort of 323 class | HLAasitized patients awaiting a kidney
transplant, through (1) estimating the allele-gégi@ prevalence of anti-dHLA using acid
treatment of the SAFB, (2) determining cell memlerafLA recognition with FCXM, (3)
estimating their impact on calculated panel reactantibody (cPRA), an indicator of
transplant access, and (4) evaluating the iBeadanasilternative to better characterize

unacceptable antigens.
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Results

Prevalence and Description of Class | Anti-dHLA dodies in Sensitized Recipients

The SAFB distribution of the reactivity against ledoead (or allele) for the 323 sera in
denaturing (D) and non-treated (N) conditions iscidéed in Figure 1(A). The beads were
classified according to the MFI ratio obtained bstw the D and N assays, as described in
Materials and Methods. In the N condition, all séaspwere positive for at least one bead
(median of 25 [quartiles, 11-46; range, 1-89]) &824 beads (30.4% of the total 31,331)
were positive (Tables S1, S2 and S3, respectifetyHLA-A, HLA-B, and HLA-C alleles
tested and allele-per-allele distribution of pasitbeads). Comparison of MFI between D and
N conditions identified 531 anti-dHLA (E1.2N: 6%, from 126 patients), 7,731 prototypical
anti-nHLA (D<0.2N: 81%, from 305 patients) and 1,262 intermedianti-nHLA
(1.2N>D>0.2N: 13%, from 211 patients). Anti-dHLA displayadstrong MFI increase after
acid treatment, with B1.6N in 69% of cases (Table S4). Anti-dHLA were itanty detected
with three SAFB lots (Table S5, for 40 sera testedoutine in N condition before study),
running out lot-to-lot variation in the occurrenaiethis phenomenon. Previously transplanted
patients displayed more positive beads (mediarig@artiles, 15-53; range, 1-89] versus 14
[quartiles, 6-34; range, 1-79], P<0.001). Preseatenti-dHLA was independent from
previous allograft (P=0.49), transfusion (P=0.3f)egnancy (P=0.48), and patient sex
(P=0.41). Anti-dHLA frequency was radically diffetebetween HLA-A, HLA-B, and HLA-
Cw alleles taken individually (Tables S1, S2 and. 3% examples, the four most and less
frequently involved HLA-A and HLA-B alleles are shin in Figure 1(B). Anti-dHLA were
more frequent among HLA-Cw (median, 10.3% [quastilé.1-12.6; range, 1.8-15.9]), than
among HLA-A (median, 5.3% [quartiles, 2.6-8.5; randl.1-17.2]) and HLA-B alleles

(median, 3.6% [quartiles, 2.4-5.5; range, 0-15(80.05). The MFI values in N condition
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were lower for anti-dHLA than those for anti-nHLMédian, 2,288 [quartiles, 1,446-4,773,;

range, 1,001-15,801] and 5,961 [quartie&72-11,733; range, 1,000-24,939], P<0.0001).

FCXM Reactivity of Anti-dHLA Antibodies

With lymphocytes from 63 organ donors, 219 T-lympyte FCXM assays were performed
with 111 different sera where a unique unacceptiiild-A, HLA-B, or HLACw donor
antigen was recognized by an anti-dHLA (n=62) orati-nHLA (n=157). Twenty-four and
34 different antigenic specificities (12/12/0 ar@f21/1 for HLA-A, HLA-B, and HLA-Cw,
respectively) were tested with 30 and 86 sera,ecsfely. A serum could be tested against
several different antigens (median, 2; range, btf)only once against any given one. Only
10 (16%) anti-dHLA provided a positive FCXM versii30 (83%) anti-nHLA (P<0.0001).
Although SAFB MFI in N condition was lower for astHLA (median, 5,740 [quartiles,
3,117-8,991; range, 2,088-12,779] vs. 9,411 (dlesrti5,169-12,833; range, 2,098-21,900])
than for anti-nHLA (P<0.0001), stratifying accordito SAFB MFI strength confirmed that
anti-dHLA with an MFI of 3,000 or greater in N cotdn provided less positive
crossmatches than anti-nHLA (P<0.0001), with adréar lower MFI (2,000-3,000) (Tables
S6 and S7). The SAFB MFI and FCXM mean channelt MICS) were significantly
correlated for anti-nHLA (rho=0.76, P<0.0001) but ior anti-dHLA (rho=0.06, P=0.65)
(Fig. 2). Hence, the primarily defined>D.2N threshold efficiently distinguished antibodies
able to provide a positive FCXM, with 94% senstityi66% specificity, 83% and 84%
positive and negative predictive values, and 2/7d @10 positive and negative likelihood

ratios.
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Impact of Anti-dHLA on Transplant Access

Among the 323 patients, 130 (40%) were highly seresl (cCPRA85%) and 12 displayed a
cPRA=0 against HLA-A and HLA-B antigens (Cw beingt rtonsidered by the allocation
program) because they were sensitized againsardigens only (n=9) or against rare allelic
specificities (n=3). We calculated a corrected cPBRAremoving from unacceptable antigens
the HLA-A and HLA-B specificities recognized by adHLA. Ninety-six patients (29.7%)
were concerned (Fig. 3). The cPRA decreased fof9307%) of them. Absolute median
cPRA decrease was 5% (quartiles, 1-14; range, 6% )was more important for patients
with weak (n=18, basal cPRA<20%) or intermediated@ 85%>basal cPRA&0%) versus
high (n=29, cPRA85%) sensitization: 10% (quartiles, 2-15; rang&6P-and 11% (quartiles,
2-26; range, 0-67) versus 1% (quartiles, 0-4; raf¢e3), respectively (P<0.05) (Fig. 4, top).
This corresponded to a median relative decrea$.d®o (quartiles, 35-100; range, 0-100)
and 17.6% (quartiles, 3-72; range, 0-100) versugdWartiles, 0-4; range, 0-61), respectively
(P<0.05) (Fig. 4, bottom). For the nine patientthwainly anti-dHLA, the median basal cPRA

dropped from 15% (quartiles, 9-51; range, 3-67) mléovzero after correction.

The iBeads Assay as a Valuable Alternative to tdelLXM Crossmatch Results

The 111 FCXM sera were tested with iBeads and septed 32.0% of the beads found
positive with the non-treated SAFB assay (296 [§.60i-dHLA and 3,145 [91.4%] anti-
nHLA). Among them, 2,886 (83.9%) were positive wiBeads (2,802 [97.1%] anti-nHLA
and 84 [2.9%] anti-dHLA) and 555 (16.1%) were naga(343 [61.8%] anti-nHLA and 212
[38.2%] anti-dHLA). Hence, negative iBeads werengigantly more frequent among anti-
dHLA than among anti-nHLA (212 [72%] vs. 343 [119%)]<0.0001). The iBeads-negative
anti-dHLA showed higher non-treated SAFB MFI th8eads-negative anti-nHLA (median,
2,367 [quartiles, 1,501-4,572; range, 1,001-11,647)1,405 [quartiles, 1,169-1,932; range,

1,002-12,940], P<0.0001). Correlation between iBelsldFl values and FCXM MCS values
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(rho=0.829, P<0.0001) (Fig. 5) was stronger tha with non-treated SAFB assay (Fig. 2).
Only 7 (14%) specificities among 49 with iBeads MEs$s than 1,000 versus 133 (78%)
among 170 with an MFI of 1,000 or greater provigegositive FCXM. Hence, an iBeads
MFI threshold of 1,000 was accurate to distingugsttibodies able to provide a positive
FCXM with 95% sensitivity, 53% specificity, 78% aB6% positive and negative predictive

values, and 2.03 and 0.10 positive and negatiedili&od ratios.
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Discussion

We report using a large cohort of class | HLA sersd kidney awaiting patients the high
prevalence of anti-dHLA antibodies (39% of patigntonfirming and extending previous
results based on a flow bead screening assay\\&halso describe the wide range of class |
HLA alleles targeted by anti-dHLA, with a higheefuency for HLA-Cw, and important
disparities among A and B alleles. This heteroggnsginot yet fully explained, but could be
attributed to a variable number of epitopes shdvetlveen triggers of the anti-dHLA
repertoire and selective dHLA alleles (18-22). wkse, we unequivocally demonstrate that
anti-dHLA yielded positive FCXM drastically lesefjuently than anti-nHLA, and that SAFB
and FCXM were correlated for anti-nHLA but not fanti-dHLA. This confirms that
antidHLA usually do not recognize cell-bound HLAeté¢s, and therefore should not be
deleterious, although a recent metaanalysis regdintt DSA detected only with solid phase
assays still increased the risk of antibody mediatejection and graft failure (23).
Interestingly, in line with our findings, we did ihobserve any rejection episode among the
seven patients from the present study who wersptanted with preformed anti-dHLA DSA
only, and their 5-year graft survival was compagaiol nonsensitized recipients (Visentin et
al., submitted for publication). Noteworthy, ankHdA could, in some cases, provide positive
FCXM. A possible explanation is that a serum cantaio mixtures of anti-nHLA and anti-
dHLA reactivities targeting the same allele. Ifa®aty against nHLA is weaker than against
dHLA, loss of antinHLA reactivity after acid treagmt could be masked by the increased
anti-dHLA reactivity; hence, the allele could beosmeously tagged as targeted by an anti-
dHLA only. Such antibody mixtures could alternalwéead to intermediate anti-nHLA if
anti-dHLA reactivity is equal to or lower than thati-nHLA one. Experiments are underway

to confirm this hypothesis.
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It is known that activated B and T lymphocytes caturally express low levels of class |
HLA FHC (24-26). If FHC are also expressed in sidfint amount by the transplant’s
endothelial cells after cold ischemia-reperfusiojuries, they could become targets for anti-
dHLA, rendering them potentially pathogenic. ToeddHC expression by endothelial cells
has not been described and pretransplant anti-dHiyAcontrast to anti-nHLA, are not
deleterious according to the few case reports pobd (13, 15-17), to the recent large
retrospective study (14) and to our posttranspitody (Visentin et al., submitted for
publication). Currently, antigens recognized byi-dhiLA are declared unacceptable because
the classic SAFB assay does not discriminate theam fanti-nHLA. As anti-dHLA can
recognize frequent donor HLA-A and HLA-B allelesgie A*01:01, A*11:01, A*24:02,
B*08:01, B*40:01, B*44:02; Tables S1 and S2), weirfid that the patient's cPRA can be
significantly overestimated, causing a non-negl@iecreased access to a compatible donor.
The cPRA decrease was higher for the intermediatahgitized recipients, who do not benefit
from national priority programs despite limited e@ss to a transplant. The lowest impact,
observed for the highly sensitized recipients, dobé explained by a too rich allogenic
immune history having built up a large and stromgj-aHLA response masking the anti-
dHLA sensitization existing toward the same antgyefurthermore, anti-HLA-Cw can be
pathogenic (27, 28) and may contraindicate tramsgleon, depending on local policies.
However, C-locus is not considered in cPRA caleoigtalthough it was the most frequent
target of anti-dHLA in our study, especially fomsmon alleles (C*04:01, C*05:01, C*06:02,
C*07:02; Table S3). Therefore, the real impact mti-dHLA on transplant access could be
even more significant. The new iBeads SAFB reager# recently shown in a clinical study
to better distinguish pathogenic DSA than classid~E5 (14). Our results strengthen this
message by demonstrating that iBeads are moretigeléoward antibodies able to trigger
FCXM positivity. However, iBeads appeared not $lyispecific for anti-nHLA because they

could still detect FCXM-negative anti-HLA in somases, not explained by bead MFI value
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nor by peculiar antigenic specificities (resultd shown). Moreover, some FCXM positive
anti-nHLA were iBeads-negative, but iBeads may ldg@ lower density of HLA than the
classic SAFB (14), and therefore might be lessiteas

Our study is monocentric and relies on local dabns for anti-dHLA, with FCXM and
SAFB assays positivity thresholds based on our experience, in the absence of consensus.
Nevertheless, these results plead for a reassessihéme SAFB assay results because the
MFI values generated should not be taken at fabgeeyas was recently emphasized by the
International Antibody Consensus Group (29), and @@ssibly explain some of its
discrepancies with transplant outcome (30). Beiluger to the FCXM, the iBeads assay
might be a suitable alternative to the classic SABBce thresholds for permissible and
unacceptable antigens will have been reassessdd larjer crossmatching and clinical

studies.
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Materials and Methods

Patients, Donors, and Sera

All the 336 class | HLA-sensitized patients enrdllen our adult kidney waiting list between
January 2000 and March 1, 2011, were eligible, Iitwere excluded because of high
background in SAFB assay. The final study groupuched 163 women and 160 men, among
whom 294 (91%, with 136 [85%] men and 158 [97%] weoin had faced at least one
sensitizing event such as transplantation (70 [48f@ 125 [78%)]), transfusion (91 [56%]
and 90 [56%]) or pregnancy (118 [72%]). Among the2db (67%) were also class Il
sensitized. One pretransplant serum was studiede&mh patient, chosen at a class |
sensitization peak as defined by complement depgr@aotoxicity PRA, Luminex PRA or
Luminex SAFB assays, for patients transplanted éetw2000 and 2004, 2005 and 2008, and
2009 and February 2011, respectively, and at a peaknex SAFB assay for the patients
still awaiting a transplant on March 1, 2011. Lossolution and high-resolution (when
required) donor HLA-A, HLA-B, and HLA-C typing waserformed with DNA techniques
(respectively, Olerup SSP; Stockholm, Sweden, aimgh HResolution Labtype SSO; One

Lambda, Inc., Canoga Park, CA).

Definition of Anti-dHLA and Anti-nHLA Antibodies Wth SAFB Assays

Sera were tested retrospectively with classic SABB006) in N condition and iBeads (lot

001) (One Lambda, Inc.) according to manufactunet®mmendations for routine assay use.
Both assays explore the same 97 HLA-A, B and Clesli€listed in Tables S1 to S3,

respectively). The MFI values were normalized ugimg baseline formula (Fusion software;
One Lambda, Inc.). Our local pretransplant positivihreshold defining unacceptable

antigens was applied (M#L1,000). Denaturation of classic SAFB was performad

preincubating the beads for 30 min with 0.1 M ghgcibuffer containing 1% bovine serum
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albumin (pH=2.5), followed by three washes with 8®&FB washing buffer. The assay was
then performed exactly as for the N condition. Slaspvith high background in any of the
assays, that is, providing raw MFI above 500 witlgative control bead were not considered
in the study. Consistency of denaturation was #soed with a positive control serum
containing only anti-nHLA (Figure S1). The maximurariation coefficient of interassay
variability observed in our laboratory is approxteig 20% for normalized MFI values above
500 (data not shown); hence, we considered asfisgmi a MFI| increase after acid-induced
denaturation (D) o£1.2 times the N condition MFI. Therefore, we clésdi beads into three
categories according to MFI ratio between the D Bndonditions. Those with a reactivity
increase after acid treatment>D2N) were considered as recognized by anti-dHLAe T
others were considered as recognized by anti-nHin& subdivided into prototypical anti-
nHLA for those with an arbitrarily set drastic MBécrease after acid treatment<(I2N),
and intermediate anti-nHLA for those with a modelatdecreased or a stable MFI after acid

treatment (1.2N>D>0.2N).

T-lymphocyte FCXM Assay

The FCXM was performed on freshly drawn total lymmtde or spleen mononuclear cells
from consecutive deceased organ donors testedofopatibility with our wait-list patients,
with the routine four-color staining protocol preusly described (31). Sera were selected to
react with nontreated SAFB against only one unadetép HLA-A, HLA-B or HLA-Cw
donor antigen, with a MFI of 2,000 or greater asour experience FCXM are frequently
negative below this value. The positivity threshfdd T lymphocytes was at a MCS value of
50 above the negative control, which is a seruml @on AB group nonallosensitized

donors.
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Computing Class | cPRA Values

Unacceptable antigens are defined at MFI 1,00(aftigens represented by one allele with
the classic SAFB in N condition. For two or moréelals, the decision relied on the allele
frequently found in the white population (HLA-A*G2t, A*11:01, A*24:02, A*29:02,
A*66:01, B*13:02, B*15:02, B*27:05, B*40:02, B*511) B*57:01). When more than one
allele was common, all alleles had to reach an RI,000 (HLA-A30, A33, A34, A68, B44,
Cw10). The national organ allocation CRISTAL softev¢Agence de la Biomédecine, Saint-
Denis-La-Plaine, France) infers the recipient's APR.e., the percentage of donors
expressing at least one unacceptable antigen), ftbArA, HLA-B, HLA-DR, and HLA-DQ
frequencies observed in the French ABO-matched doojulation over the previous 5 years.
The basal cPRA is computed from the SAFB assay aomdition. The corrected cPRA was

obtained after removal of the specificities reagtvith anti-dHLA.

Statistical Analysis

Descriptive statistics used mean (standard dewigtimedian, first or third quartiles and
range; study of qualitative variables used the taed chi-square test or the Fisher’'s exact
test, when appropriate, and independent quanttatariables the two-tailed Mann-Whitney
U test or the Kruskal-Wallis test followed by paise comparison of subgroups according to
Conover. Degree of relationship between variabless vealculated using Spearman’s
coefficient of rank correlation Q. Analyses wererfpenmed with MedCalc software

(Mariakerke, Belgium).
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Figures legends

Figure 1: Distribution of HLA alleles according to MFI comparison between N and D
SAFB assay conditions(A) Sera from class | HLA-sensitized patients wiasted in D (after
acid treatment of the beads) and N (without a@dttnent of the beads) conditions. Positive
and negative alleles (one allele per bead) withineated SAFB (MFI, 81000 and N<1000,
respectively) were categorized according to the VHilo between D and N conditions.
Number and percentage of alleles and sera aretdddir each category. *This category of
beads/alleles found negative in N condition (MFI1980) and positive de novo after acid
treatment (MFI, 21000), will not be studied herein because the spoerding antigens are
not considered as unacceptable for transplant.OiBiribution of MFI values in N and D
conditions for the 4 HLA-A and HLA-B alleles disgiag anti-dHLA antibodies (B1.2N)
the most (upper row of four graphs) and the |elastgr row of 4 graphs). n notifies for each
antigen the number of positive cases in N condiifdtil, N>1,000). N, nontreated; D,
denaturing; MFI, mean fluorescence intensity; SARB)gle-antigen flow beads, HLA,

human leukocyte antigen.

Figure 2: Flow cytometry crossmatch analysis of anti-dHLA andanti-nHLA antibodies.
Spearman’s rank correlation between normalized SNHB obtained in the N condition and
MCS on single mismatch T-cell FCXM, for all anti-AL(top), anti-dHLA (D>1.2N, middle),
and anti-nHLA (D<1.2N, bottom). HLA, human leukoeyantigen; dHLA, denatured HLA,
nHLA, native HLA; MCS, mean channel shift; FCXMp# cytometry crossmatch; MFI,

mean fluorescence intensity; SAFB, single antidgew beads; D, denaturing; N, nontreated.
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Figure 3: Impact of anti-dHLA antibodies on the cPRA. The CRISTAL cPRA values were
calculated from the lists of unacceptable antigebtained before (basal cPRA, empty
triangles) and after (corrected cPRA, filled sggareemoval of the HLA-A and HLA-B

antigens targeted by the anti-dHLA antibodiesI2N) for the 96 patients in this situation.
Patients are ranked by decreasing basal cPRA. cRRl8ulated panel-reactive antibody;

HLA, human leukocyte antigen; dHLA, denatured HLA.

Figure 4: Impact of the anti-dHLA antibodies on the cPRA with respect to the level of
sensitization. Absolute (top) and relative (bottom) decreasehaf tPRA value due to the
removal of the anti-dHLA antibodies f2.2N) for the lowly (<20%), intermediately (20%-
85%), and highlyX85%) sensitized recipients. Median and the first gnird quartiles (box),
range (vertical line), and “outlier” values (d9ts'P<0.05, Kruskal-Wallis test followed by
pairwise comparison of subgroups according to CenogPRA, calculated panel reactive

antibody; HLA, human leukocyte antigen; dHLA, demat HLA.

Figure 5: Flow cytometry cross match analysis of anrHLA antibodies identified with
iIBeads.Spearman’s rank correlation between normalized diffhined with iBeads and MCS
on single mismatch T-cell FCXM. HLA, human leukcewntigen; MFI, mean fluorescence

intensity; FCXM, flow cytometry cross match; MCSeam channel shift.
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FIGURE 1
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FIGURE 2
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FIGURE 4
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FIGURE 5
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SDC, Table 1.Distribution of the reactivity pattern in non-dém@ng and denaturing
conditions, for each of the SAFB HLA-A alleles,positive serum samples.

Number (and percentage) of positive serum samples
for each D/N category

Bead ID Allele Antigen

MFI121000

2 <
(non-treated beads) D21.2N  1.2N>D>0.2N D=0.2 N

3 A*0L01 A1l 105 9 (9) 23 (22) 73 (70)
4 A0201 A2 86 1 (1) 14 (16) 71 (83)
5  A%02:03 A2 89 1 (1) 19 (21) 69 (78)
6  A*02:06 A2 87 2 (2) 13 (15) 72 (83)
7 A*03:01 A3 78 3 (4) 12 (15) 63 (81)
8  A*11.01 All 84 5 (6) 5 (6) 74 (88)
9  A*11.02 All 102 7(7) 8 (8) 87 (85)
10  A*23:01 A23 131 6 (5) 22 (17) 103 (79)
11 A*24:02 A24 132 9(7) 32 (24) 91 (69)
12 A*24:03 A4 132 7 (5) 32 (24) 93 (70)
13 A*25:01 A25 136 11 (8) 29 (21) 96 (71)
14  A*26:01 A26 99 17 (17) 30 (30) 52 (53)
15  A*29:01  A29 94 2 (2) 11 (12) 81 (86)
16 A*29:02  A29 90 2 (2) 12 (13) 76 (84)
17 A*30:01  A30 71 4 (6) 9 (13) 58 (82)
18  A*30:02  A30 69 4 (6) 18 (26) 47 (68)
19  A*31.01 A3l 77 5 (6) 19 (25) 53 (69)
20  A*32:01 A32 118 3(3) 8 (7) 107 (91)
21  A*33.01 A33 85 3 (4) 13 (15) 69 (81)
22 A*33.03 A33 91 1 (1) 17 (29) 73 (80)
23 A*34:01 A34 99 12 (12) 24 (24) 63 (64)
24 A*34:02 A34 102 4 (4) 13 (13) 85 (83)
25  A*36:01 A36 95 10 (11) 20 (22) 65 (68)
26  A*43.01 A43 95 10 (11) 22 (23) 63 (66)
27  A*66:01  A66 112 17 (15) 28 (25) 67 (60)
28  A*66:02  A66 114 10 (9) 30 (26) 74 (65)
29  A*68:.01 A68 102 3(3) 10 (10) 89 (87)
30  A*68:02  A68 121 43) 14 (12) 103 (85)
31 A*69:01  A69 101 2 (2) 11 (11) 88 (87)
32 A74.01 A74 81 3 (4) 14 (17) 64 (79)
33  A*80:01 A80 109 11 (10) 15 (14) 83 (76)

91



SDC, Table 2. Distribution of the reactivity pattern in non-démang and denaturing
conditions, for each of the SAFB HLA-B alleles,gositive serum samples.

Number (and percentage) of positive serum samples
for each D/N category

Bead ID Allele Antigen

MFI121000

2 <
(non-treated beads) D21.2N  1.2N>D>0.2N D=0.2 N

34  B*07.02 B7 106 5 (5) 13 (12) 88 (83)
35 B*0801 B8 114 18 (16) 24 (21) 72 (63)
97  B*13.01 B13 108 4 (4) 4 (4) 100 (93)
36  B*13:.02 BI13 116 3(3) 4(3) 109 (94)
37  B*14:01 B64 67 4 (6) 6 (9) 57 (85)
38  B*14:02 B65 72 4 (6) 5(7) 63 (88)
39  B*1501 B62 96 4 (4) 12 (13) 80 (83)
40 B*15:02 B75 109 6 (6) 14 (13) 89 (82)
41  B*15:03 B72 98 7(7) 13 (13) 78 (80)
42  B*15:110 B71 99 3(3) 10 (10) 86 (87)
98  B*15:11 B75 89 5 (6) 15 (17) 69 (78)
43  B*15:12 B76 172 7 (4) 20 (12) 145 (84)
44  B*15:13 B77 95 4 (4) 7(7) 84 (88)
45  B*15:16 B63 127 6 (5) 14 (11) 107 (84)
46  B*18:01 BI18 85 3 (4) 11 (13) 71 (84)
47  B*27.05 B27 115 3(3) 11 (10) 101 (88)
48  B*27:.08 B27 113 5 (4) 9 (8) 99 (88)
49  B*35:01 B35 101 2 (2) 4 (4) 95 (94)
50 B*37:01 B37 124 13 (10) 29 (23) 82 (66)
51  B*38:.01 B38 98 2 (2) 7(7) 89 (91)
52 B*39:01 B39 83 2 (2) 8 (10) 73 (88)
53  B*40.01 B60 107 10 (9) 13 (12) 84 (79)
54  B*40:02 B61 104 2 (2) 7(7) 95 (91)
99  B*40:06 B61 96 3(3) 6 (6) 87 (91)
55  B*41.01 B4l 111 9 (8) 18 (16) 84 (76)
56  B*42:01 B42 112 6 (5) 12 (11) 94 (84)
57  B*44:02 B44 120 15 (13) 26 (22) 79 (66)
58  B*44:03 B44 110 6 (5) 8 (7) 96 (87)
59  B*5.01 B45 138 10 (7) 17 (12) 111 (80)
60  B*46:01 B46 93 3(3) 11 (12) 79 (85)
61  B*47.01 B47 94 5 (5) 11 (12) 78 (83)
62  B*48.01 B48 97 9 (9) 9 (9) 79 (81)
63  B*49:.01 B49 131 2 (2) 8 (6) 121 (92)
64  B*50:01 BS50 115 6 (5) 16 (14) 93 (81)
65  B*51:01 B51 100 2 (2) 5 (5) 93 (93)
66  B*51:02 B51 120 1 (1) 6 (5) 113 (94)
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SDC, Table 2(continued)

Number (and percentage) of positive serum samples
for each D/N category

Bead ID  Allele Antigen

(non-tl\r/leZtaeldogga g DEL2N  12N>D>02N  DSO2N
67 B*52:01 B52 111 3(3) 7 (6) 101 (91)
68 B*53:01 B53 109 0 (0) 2(2) 107 (98)
69 B*54:01  B54 105 3(3) 7() 95 (90)
70 B*55:01 B55 111 3(3) 10 (9) 98 (88)
71 B*56:01 B56 112 4 (4) 2(2) 106 (95)
72 B*57:01 B57 130 0 (0) 1(1) 129 (99)
73 B*57:03  B57 127 1(1) 1(1) 125 (98)
74 B*58:01 B58 109 2 (2) 33 104 (95)
75 B*59:01  B59 108 3(3) 5 (5) 100 (93)
76 B*67:01 B67 126 3(2) 14 (11) 109 (87)
77 B*73:01 B73 106 2 (2) 13 (12) 91 (86)
78 B*78:01 B78 99 3(3) 8 (8) 88 (89)
79 B*81:01 B8l 102 5 (5) 7(7) 90 (88)
80 B*82:01 B82 145 11 (8) 25 (17) 109 (75)

93



SDC, Table 3. Distribution of the reactivity pattern in non-démang and denaturing
conditions, for each of the SAFB HLA-Cw alleles pasitive serum samples.

Number (and percentage) of positive serum samples
for each D/N category

Bead ID  Allele  Antigen

MFI121000

> <
(non-treated beads) D21.2N  1.2N>D>0.2N D=<0.2 N

81 Cc*01:02 Cwl 63 8 (13) 13 (21) 42 (67)
82 C*02:02 Cw?2 80 10 (13) 15 (19) 55 (69)
83 C*03:02 Cw10 62 4 (6) 8 (13) 50 (81)
84 C*03:.03 Cw?9 64 3 (5) 8 (13) 53 (83)
85 C*03:04 Cw10 56 1(2) 5 (9) 50 (89)
86 C*04:01 Cw4 43 4 (9) 9 (21) 30 (70)
87 C*05:01 Cw5 73 9 (12) 20 (27) 44 (60)
88 C*06:02 Cw6 69 11 (16) 12 (17) 46 (67)
89 C*07:.02 Cw?7 54 5 (9) 24 (44) 25 (46)
90 C*08:01 Cw38 49 3 (6) 4 (8) 42 (86)
91 C*12:03 Cwi2 53 6 (12) 13 (25) 34 (65)
92 C*14:02 Cwl4 47 6 (13) 2 (4) 39 (83)
93 C*15:02 Cwi5 85 10 (12) 21 (25) 54 (64)
94 C*16:01 Cwl6 44 7 (16) 5 (11) 32 (72)
95 C*17:01  Cwl7 96 9 (9) 31 (32) 56 (58)
96 C*18:02 Cwi8 64 5 (8) 8 (13) 51 (80)
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SDC, Table 4.Sub-categorization of anti-dHLA “strength” as ma&sl with the D/N ratio,
according to the MFI “strength” in the non-treatsshdition.

MFI range (non - n  12NSDSL4N (%) 1.4N<DSL6N (%) 1.6N<D (%)

treated)

2 8000 60 30 (50) 19 (32) 11 (18)
3000 - 7999 148 22 (15) 24 (16) 102 (69)
2000 - 2999 97 16 (16) 13 (13) 68 (70)
1000 - 1999 226 25 (11) 14 (6) 187 (83)
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SDC, Table 5.Between lots comparison of positivity

Anti-nHLA Anti-dHLA
Patients . . . . Beads Fisher's
Lot number Positive (%) Negative (%) Positive (%) Negative (%) number exact test
005 25 373 (80) 96 (20) 84 (73) 31 (27) 584 p=0.13
003 3 39 (59) 27 (41) 12 (75) 4 (25) 82 p=0.27
002 12 302 (69) 138 (31) 29 (66) 15 (34) 484 p=0.73
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SDC, Table 6.Sub-categorization of FCXM-tested anti-dHLA andi-atLA, depending on
their MFI strength.

15t_3 Mann-
n Median  Minimum Maximum . Whitney U
quartiles
test
2000 < ME|  Anti-dHLA 14 2360 2088 2997 2182-2941 )
_ p=0.96
<3000 Anti-nHLA 12 2386 2098 2950 2179-2930
3000 < MFI  Anti-dHLA 29 4853 7631 7631 3231-7094 o= 062
<8000 Anti-nHLA 49 4816 7995 7995 3227-7238 '
8000 < MF| Ant-dHLA 19 10610 12779 12779 8586-12684 b= 071
S12779  AntinHLA 56 10481 12615 12615 8374-12212
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SDC, Table 7. Comparison of FCXM positivity between anti-nHLA daranti-dHLA,
according to MFI sub-categorization.

Anti-nHLA Anti-dHLA
Chi-square
Positive XM Negative XM Positive XM Negative XM test
(%) (%) (%) (%)
2000 = MFI
< 3000 5(42) 7 (58) 2 (14) 12 (86) p =0.26
3000 = MFI
< 8000 33 (67) 16 (33) 3(10) 26 (90) p < 0.0001
8000 = MFI
< 12779 53 (95) 3(5) 5 (26) 14 (74) p < 0.0001

98



VI-2 — Deuxieme article : Analyse épitopique de laréponse humorale
dirigée contre les molécules HLA natives ou dénatées en transplantation
d’'organe

Article publié dans la revueuropean Journal of Immunology
(http://www.interscience.wiley.com/)

« Deciphering allogeneic antibody response againsative and denatured HLA epitopes
in organ transplantation »

Jonathan Visentin, Gwendaline Guidicelli, Jean-EcéMoreau, Jar-How Lee and Jean-Luc
Taupin

Présentation et objectifs du travail

La suite logique du travail précédent était d’apatyde maniére plus précise les trois
catégories d’anticorps anti-HLA que nous aviondnié$ grace a l'utilisation du traitement
acide des billes SAG de classe |. En effet, iltgarticulierement important de comprendre
pourquoi notre seuil de définition des anti-dHLAIEparfois inadéquat, et pourquoi certains
anti-nHLA avaient un comportement intermédiairartdonné I'incapacité d’adsorber/éluer
la plupart des anti-dHLA, ceux-ci ne reconnaisgm¥ les molécules HLA exprimées par des
cellules normales, nous avons choisi d'utiliser @approche d’épuisement des anticorps
contenus dans le sérum du patient. Nous avons lagsbes anti-HLA sériques a travers le
contact avec un nombre suffisamment important diules au préalable testées pour
I'expression de molécules HLA de classe | native&6/32) et dénaturées (HC-10). Les
sérums avant et aprés épuisement étaient ensstiés #n SAG classe | avec des billes traitées
ou non traitées a l'acide, dans la méme série gdirminimiser les différences de résultats
liées a la reproductibilité de la technique. La pamaison des profils permettait alors de
définir si les anticorps reconnaissaient les maé&cuHLA natives, et dans certain cas les
épitopes qui étaient reconnus.

Mon réle dans cette étude a consisté en la réalisdes marquages cellulaires pour
analyse en cytométrie en flux apres éventuel isefgrdes lymphocytes du sang périphérique
(PBL pour peripheral blood lymphocytgsen Ficoll, la réalisation des expériences
d’épuisement, des tests en SAG classe |, 'anaististique des résultats et I'identification
des épitopes reconnus, puis la rédaction de llartic

Les marquages W6/32 et HC-10 des PBL et des lighyaghocytaires T utilisées
pour les épuisements montraient une faible expresse FHC en comparaison a I'expression
des molécules HLA natives (Figure 1). Au total, rédctivités ont pu étre étudiées sur ces
cellules dont 28 anti-dHLA, 23 anti-nHLA interméunles et 33 anti-nHLA « prototypiques ».
Un épuisement était considéré comme significatédae la MFI résiduelle était inférieure a
70% de la MFI initiale (voir la partie Material and methods). La plupart des anti-dHLA
(24/28) conservaient leurs MFI sur billes traitées non-traitées, confirmant le fait que la
plupart de ces anticorps n’étaient pas capablaedagir avec des cellules (Figure 2, panels
C). Les 4 restants ne montraient qu’une faible dition de leur réactivité contre les billes
non traitées. Les anti-nHLA intermédiaires monimdides comportements variés : certains
conservaient leur MFI sur les deux types de b{{B£83), d’autres ne voyaient chuter leur MFI
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gue sur les billes non traitées (9/23) et les nestmontraient une diminution équivalente de
leur MFI sur les deux types de billes (11/23) (Fegg@, panel B). En comparaison, 32/33
d’anti-nHLA « prototypiques » montraient un épuiger significatif de leur MFI sur les
billes non traitées. Ces résultats suggéraientlgsErum des patients pouvait contenir des
mélanges d'anti-nHLA et d’anti-dHLA reconnaissags imémes antigenes, situation illustrée
avec le cas n°1 (Table 3), et également des aritAnidconnaissant des épitopes conservés
aprées traitement acide des billes, situation i&estavec le cas n°2 (Table 4). Enfin, nous
avons décrit avec le cas n°3 (Table 5) un nouvebge cryptique reconnaissable par des
anti-dHLA.
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Abstract

Anti-HLA donor-specific antibodies (DSA) are deleteis for organ transplant survival.
Class | HLA DSA are identified by using the Lumingingle Antigen Beads (LSAB) assay,
which also detects anti-denatured HLA antibodiegi{@HLA). Anti-dHLA are thought to be
unable to recognize native HLA (nHLA) on the cdliface and therefore to be clinically
irrelevant. Acid denaturation of nHLA on LSAB allsvanti-dHLA to be discriminated from
anti-nHLA. We previously defined a threshold foretlnatio between mean fluorescence
intensity against acid-treated (D for denaturati@amd non-treated (N) LSAB, *1.2N
identifying the anti-dHLA. However, some anti-dHLAemained able to bind nHLA on
lymphocytes in flow cytometry crossmatches, and esanti-nHLA conserved significant
reactivity towards acid-treated LSAB. After dephetiserum anti-nHLA reactivity with HLA-
typed cells, we analyzed the residual LSAB reatstitowards non-treated and acid-treated
LSAB, and then evaluated the ability of antibodiesecognize nHLA alleles individually.
We observed that sera can contain mixtures of rdfitiA and anti-dHLA, or anti-nHLA
recognizing acid-resistant epitopes, all possibgéeting the same allele(s). Therefore, the
anti-HLA antibody response can be highly complexd asubtle, as is the accurate

identification of pathogenic anti-HLA antibodieshmman serum.
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Introduction

Typically produced following exposure to foreign Alduring pregnancy, after transfusion or
upon organ transplantation, allogeneic anti-HLAilzodies are deleterious for the function
and survival of transplanted organs when they amodspecific (the so-called anti-HLA
donor-specific antibodies or DSA) [1-6]. Understaugd of the alloantibody response at
antigen and epitope levels has been hampered #iacerigins of histocompatibility testing
owing to the lack of sensitivity and resolutiontbke available tools. A major step forward
was the release of the Luminex Single Antigen Ba@&AB) assays, which made possible
the simultaneous analysis of nearly a hundred rdiffieclass | or class Il HLA alleles with a
highly sensitive flow cytometric read-out [7, 8]sidg this tool with monoclonal anti-HLA
antibodies or alloantibodies eluted after bindimgcell lines expressing a single recombinant
HLA allele, Terasaki’'s group indexed about two hwgatdistinct HLA epitopes accessible for
antibody recognition [9]. The same task was aclieby Duquesnoy’s group using a
theoretical algorithm that predicts HLA epitopes e molecular surface and relies on
stereochemical modeling of the epitope—paratoperfantes of antigen—antibody complexes
[10]. Of note, these two distinct methods identifeonsensual epitopes in most cases [11].
The LSAB assays recently raised new issues asftbguently detect a so-called “natural”
HLA sensitization among individuals who have neesicountered allogeneic HLA [12].
Indeed, in addition to native class | HLA (nHLA)SAB also display denatured class | HLA
(dHLA) on their surface in the form of free HLA hgachain (FHC) dissociated from beta 2-
microglobulin and peptide [12]. In routine practi@nti-denatured HLA antibodies (anti-
dHLA) are not distinguishable from anti-native Hlatibodies (anti-nHLA). Exposure of
LSAB to low pH, which dissociates the class | HLA&térotrimer and leaves the beads
covered with dHLA only, was used by El-Awar et tal.identify dHLA epitopes recognized

by natural antibodies. Most of them were cryptidages involving hidden residues, i.e. not
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surface-exposed and therefore not accessible ibodyt on nHLA, but some were only
partially cryptic or were even surface-exposed [13]

We recently demonstrated with a large cohort of Fighsitized recipients awaiting kidneys
that anti-dHLA antibodies defined by LSAB acid treant are also highly prevalent in these
patients and cover a wide array of alleles/antigdd$. We established a threshold for the
ratio between mean fluorescence intensity (MFIhvatid-treated (D condition) and non-
treated (N condition) LSAB, in order to differert@aanti-dHLA (D>1.2N) from anti-nHLA
(D<1.2N) [14]. We validated this threshold by usitige T-lymphocyte flow cytometry
crossmatch (FCXM) assay, as resting T-lymphocyteskaown to express negligible levels
of FHC [15-17]. Indeed, in our hands, anti-dHLA yided negative FCXM in most cases, as
opposed to anti-nHLA with comparable LSAB MFI stgém Nevertheless, some anti-dHLA
were still able to provide positive FCXM. Since mad the recipients had documented
allogeneic sensitization events, we hypothesizedl tthe observed inconsistencies might be
due to mixed anti-nHLA and anti-dHLA reactivitiesrgeting the same allele(s) in a given
serum. Such a scenario might also explain why samtenHLA displayed a significant
reactivity toward acid-treated LSAB (0.2N<D<1.2N}he latter antibodies being
subcategorized into a third category, the interetedanti-nHLA.

Since the existence of such antibody associati@ss ot been demonstrated so far, we
investigated the complexity of the anti-HLA antilyocesponse towards nHLA and dHLA
molecules by using sera depletion with HLA-typedlsceThen, we compared the LSAB
reactivity profile of the whole and depleted seranmn-treated and acid-treated LSAB. We
report here the different situations we encountarsdl illustrate them with selected cases that

we studied at the epitope level.
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Results

Relative expression of native and denatured cl&HsAl on target cells

Before depleting sera with PBMC and T-lymphocytdl tires, we evaluated the relative
amounts of native and denatured class | HLA mokspresent on their surface using flow
cytometry. In order to be able to distinguish ariitA from anti-dHLA, we checked that
PBMC and T-lymphocyte cell lines expressed as fél fnolecules as possible. We stained
cells with the anti-class I mAbs W6/32 and HC-10hick recognize respectively a
conformation-dependent epitope common to all natlass | HLA and an epitope restricted
to the majority of class | HLA FHC [18, 19]. We regducibly observed a weak signal with
HC-10 mAD for all the cells we tested (Figure 1ngaA), but we considered it as negligible
when compared to the 15 fold stronger staining deskfor W6/32 (median MFI 48225, 1st-
3rd quartiles 35797-61150 with W6/32 versus meditfl 850, 1st-3rd quartiles 334-2180
with HC-10) (Figure 1, panel B).

Characteristics of tested sera

A total of 35 different sera from as many patiem&e examined and 21 different cells
with known class | HLA phenotype were used as dediem substrate, allowing 33 different
HLA alleles (13 HLA-A, 15 HLA-B and 5 HLA-C) to beested. As one serum could react
against more than one HLA displayed by any givdh eetotal of 84 antibody specificities
were analyzed. Among them, 33 were prototypicali-@dtA (D<0.2N), 23 were
intermediate anti-nHLA (0.2N<D<1.2N) and 28 werdi-@tLA (D>1.2N). Characteristics

of LSAB reactivities for all three categories an@wn in Table 1.

Depletion of reactivity towards non-treated andlaceated LSAB

As expected, sera reactivity towards non-treatedB #/as more efficiently depleted

for prototypical anti-nHLA (median residual MFI @fLl%, 1st-3rd quartiles 3-27%) than for
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intermediate anti-nHLA (median residual MFI of 23%st-3rd quartiles 17-46%), and only
very slightly diminished for anti-dHLA (median rdsial MFI of 85%, 1st-3rd quartiles 74-
98%) (Figure 2 panels A, B and C, respectively, emshparison with Kruskal-Wallis test in
panel D, p<0.05).

Sera depletion against acid-treated LSAB could balyaed for sera containing
intermediate anti-nHLA or anti-dHLA, but not fordbe containing prototypic anti-nHLA, as
they did not display any significant reactivity tamls acid-treated LSAB. None of the 28
anti-dHLA tested displayed any significant MF| demse after depletion (Table Il) (median
residual MFI of 91%, 1st-3rd quartiles 82-96%), vdas 13/23 (57%) intermediate anti-
nHLA did (median residual MFI of 69%, 1st-3rd quiad 26-87%) (Mann-Whitney U test,

p=0.0005).

Comparison of residual reactivity towards non-tedadind acid-treated LSAB

Anti-dHLA and intermediate anti-nHLA displayed distt behaviors in cell depletion
experiments (Figure 3). Twenty-four of the 28 attiLA (86%) (Figure 3, panel A) showed
a high and comparable residual reactivity towardh mon-treated and acid-treated LSAB,
suggesting that these antibody reactivities hadoropensity to bind to the cells. For the
remaining 4 anti-dHLA (14%), the depletion efficggnmeasured with non-treated LSAB was
low but significant (3 different alleles found inddfferent sera depleted with 3 different cells).
In contrast, the intermediate anti-nHLA (Figure ahpl B) displayed more complex features
and three main patterns emerged. The first, whafcerned a few cases, was close if not
identical to that reported above for the majorifyaati-dHLA, i.e. the absence of depletion
following incubation with the cells [3/23 (13%) @rtnediate anti-nHLA from 3 different sera
targeting 3 different alleles and depleted withiféecent cells]. The second was a profound
MFI decrease observed only towards non-treated LEAE3 (39%) intermediate anti-nHLA

from 8 different sera targeting 8 different alleleaad depleted with 6 different cells],
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suggesting that an anti-nHLA reactivity had beepleted upon incubation with the cells,
without altering the capacity of the serum to ratng the same antigen in a denatured form.
The third was a strong MFI decrease with both kioidseads [11/23 (48%) intermediate anti-
nHLA from 6 different sera targeting 7 differented¢s and depleted with 5 different cells],
suggesting that cell depletion removed an antibredytivity that recognized both the native

and denatured forms of the antigen.

Epitope analysis of emerging reactivity patterns

Using three representative cases (Tables 3 to Ehwhe studied at the epitopic level,
we described the different antibody reactivity pats we encountered for the sera following
the nHLA depletion experiments. They were illustthby localizing the targeted amino acid
residues on three-dimensional molecular modelsu(Eig).

Case #1 (Table 3) displayed a mixture of antibodigected against nHLA and dHLA

epitopes. For this serum, 1 HLA-A and 29 HLA-B ke were positive with non-treated
LSAB. Among the 8 HLA-B alleles classified as taegkby anti-dHLA, 4 were tested with
FCXM on T cells from 4 donors expressing HLA-B7,2B855 or B67 as the unique serum
antibody mismatch target. All were found positiaheit weakly [mean channel shift (MCS)
=77, 74, 51 and 52, respectively]. When the JufkBtmphocyte cell line (HLA-A3; B7,35)

was used for serum antibody depletion, thus allgwine reactivity against these three
antigens to be analyzed, MFI towards non-treateAB Secreased for all 30 alleles. This
result could be explained by the presence of otien&lLA antibody directed against epitope
#216 (76E+80N/76E+82R/76E+83G) described by El-Aefaal. [9], which corresponds to
the 76ERN eplet reported by Duquesnoy et al. [t ig widely known as the Bw6 class |
public epitope (Figure 4A). Depletion of 76ERN réty was reproduced with two other
cells also expressing 76ERN (results not shown). HbA-A3, which does not contain

76ERN, the anti-nHLA might be directed against @pit #6 according to El-Awar et al. [9]
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and corresponding to eplet 161D for Duquesnoy.diia] (Figure 4B). Of note, despite being
classified as targeted by an anti-dHLA, the 8 HLAIReles all carried the Bw6 epitope but
still remained positive on acid-treated LSAB aftlapletion. Interestingly, these 8 alleles
share the cryptic epitope #5024 (661+70Q) describgdEl-Awar et al. [13] (Figure 4C),
which is not displayed by the 21 other alleles egping 76ERN that are present in the LSAB
panel. The absence of depletion of (661+70Q) remgtwas reproduced with another cell
homozygous for the HLA-B7 antigen (result not shhwhherefore, Case #1 contained a
mixture of anti-nHLA and anti-dHLA reactivities: amti-nHLA recognizing HLA-A3, an
anti-nHLA binding the Bw6 epitope, and an anti-dHLakgeting an epitope displayed by the
denatured forms of some Bw6 carrying alleles.

Case #2 (Table 4) displayed reactivity against ed-gesistant epitope only. Ten HLA-A
alleles were positive with non-treated LSAB, 8 bkm being classified as targeted by
intermediate anti-nHLA and 2 by anti-dHLA. Three tbem were tested with FCXM on T
cells from donors expressing HLA-A3, A30 or A32ths unique serum antibody mismatched
target and were found positive (MCS = 147, 95 a®] &@spectively). When the T-
lymphocyte cell line CEM (HLA-A1,31; B8,60) was wuséor serum antibody depletion of
anti-nHLA specificities, thus allowing the reactiiagainst HLA-A1 and 31 to be analyzed,
MFI decreased for all the 10 positive alleles witin-treated LSAB and acid-treated LSAB.
This suggested that this serum displayed an antitexdeting an epitope present on both the
native and denatured HLA forms of these allelekelyi the 62QE eplet according to
Duquesnoy et al. [11], which corresponds to theigdhr cryptic epitope #5053 (62Q) for El-
Awar et al. [13] (Figure 4D).

Case #3 (Table 5) was a serum displaying reactiatyards a cryptic epitope. It reacted
against 21 HLA-B alleles on non-treated LSAB, @iy classified as targeted by anti-dHLA.
Among them, 13 were tested with FCXM on T cellgrirdonors expressing HLA-B13, B18,

B37, B44*02, B44*03, B49, B50, B60, B61, B62, BR75 or B77 as the unique serum
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antibody mismatch target and were found negativ€$2 for all). When HLA-A1,2;

B37,57 PBMCs were used for serum antibody depletie;n MFI did not decrease either
towards non-treated or acid-treated LSAB. ldenticasults were obtained with three
additional cells expressing B18, B*44:03 or B60s(iiés not shown). The 21 HLA-B alleles
did not share any already described cryptic epjtdpg amino acid sequence alignment
showed that they were the only ones to displayiaesé€S) residue at position 67, which is not
surface-exposed in the native HLA molecule. Indabds residue of the peptide binding
groove, which is located on the alphal-helix andrted inward, is masked by the peptide
bound to the cleft (Figure 4E). We therefore codelli that the anti-dHLA present in this
serum recognized the hidden 67S residue, the n&itesaas yet unreferenced epitope being

(679).
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Discussion

The aims of this study were to explore the comyead the class | anti-HLA antibody
response towards nHLA and dHLA molecules and tdicanour hypothesis that patients’
sera could contain complex mixtures of anti-nHLAdamti-dHLA reactivities targeting the
same allele(s). Of note, this study only appliethdenatured HLA molecules displayed by
non-treated LSAB whose unfolding can also be obthiny acid treatment. They may indeed
represent only a part of all the possible but ats wenown types of non-native HLA
molecules that may exist on the cell surface onamtreated LSAB.
We performed depletion experiments with HLA-typeBMC and T-lymphocyte cell lines
expressing high levels of native HLA molecules &erdy low levels of FHC, as preliminary
experiments showed that these cells were veryi@iticat capturing high amounts of anti-
HLA antibodies (results not shown). The levels #1(- expression as tested by HC-10
staining appeared slightly different among thescefied for the depletion assays, which could
suggest that cells with a higher expression of Ers&Cmore efficient for depleting anti-dHLA.
However, we ruled out this hypothesis for the foilog two reasons: first, 6 of the 8 cells that
were able to deplete the reactivity towards the AHif sera containing anti-dHLA or
intermediate anti-nHLA were also used to test otrdr-dHLA antibodies but did not show
any depletion; second, there was no correlatiowdst the depletion efficiency of reactivity
towards denatured HLA and the cellular level of F{i€sults not shown).
As expected, most of the prototypical anti-nHLA lkebbe depleted with a high efficiency as
proven by the abrogation of the depleted serumtixéigctowards non-treated LSAB. This
suggested the presence of the sole anti-nHLA regctmot associated with a distinct anti-
dHLA antibody recognizing the same allele. Suchtaaion was exemplified with HLA-
A*03:01 from Case #1. Furthermore, most of the-dhtLA displayed no decrease in their
reactivity towards non-treated and acid-treated BS@llowing cellular depletion, as would

be obtained in the presence of a pure anti-dHLAtrgsy not associated with a distinct anti-
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NHLA recognizing the same allele. Such a situatias typically depicted with epitope (67S)
in Case #3. Interestingly, Case #1 also illustratked possible association of several
antibodies recognizing epitopes on different HLAelals, either in their native or denatured
forms.

Some anti-dHLA displayed weak but significant cifudepletion of their reactivity when
tested towards non-treated LSAB. This was illusttatvith Case #1, showing the possible
coexistence of two different antibodies recognizing distinct epitopes [(661+70Q)/#5024
and Bw6] on native and denatured forms of the sHiln& alleles. This may explain how an
allele primarily classified as recognized by ani-dhtLA could provide a positive FCXM.
Indeed, in this case and on the sole basis of fher&tio, the weaker reactivity towards the
allele’s native form than towards the denatured woeld lead to erroneously consider this
serum as targeting the denatured antigen only, gwbe anti-native antibody has sufficient
strength to be detected with FCXM.

Intermediate anti-nHLA displayed diversified patier A few of them behaved like the
majority of anti-dHLA, suggesting that some antitdkcould have been misclassified in our
seminal work [14]. The second pattern showed aodiated behavior between non-treated
and acid-treated LSAB, as expected in the presefca mix of antibodies recognizing
different epitopes located on the same allele, sohteem being restricted to nHLA and the
others to dHLA. Finally, some intermediate anti-ikldisplayed a strong MFI decrease
towards non-treated and acid-treated LSAB, as wdagdobtained in the presence of an
antibody recognizing an epitope on the HLA natieenf which is conserved after acid
denaturation. Such a situation occurred with Ca&see¥en if two of the ten alleles harboring
the recognized epitope (62Q)/#5053 were classdie@nti-dHLA. Of note, several epitopes
accessible on nHLA have been described at this @amaand position (62G, 62E, 62L and
others) [11], whereas El-Awar et al. [13] reportedidue 62Q as being partially cryptic, and

the 62R residue recognized by mAb HC-10 is knowbe@ccessible on denatured HLA only
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[18]. These data indicate that the surface acaéissibf residue 62 on native HLA is
particular, as it depends on the amino acid ocaupthis position and could also be affected
by the presence of the peptide bound to the &léé.suggest that the significant MFI increase
we observed on acid-treated LSAB for HLA-A*11:01daA*32:01 could be due to a
different peptide repertoire from that of other 62@Qeles. This might modulate the
accessibility of 62Q, as it was previously showd][2

The literature to date suggests that anti-dHLAiaetevant since they are unable to recognize
the donor HLA target on the cell surface and treeehave no influence on graft function or
survival [14, 21-25]. Consequently, in graft allbooa programs, it seems unreasonable to
consider the HLA antigens targeted by such anté®dis unacceptable mismatches. Indeed,
the access of such patients to transplants wouldhbhecessarily reduced and the waiting time
to transplantation would be increased, with allnkgative consequences in terms of patients’
health and survival [26]. Therefore, correctly déteg these antibodies should allow the
assessment of any patient’s transplant accessr&fibed.

Transplanting over an immunological risk by ovangl a positive crossmatch caused by
preformed DSA is often required in highly sensitizecipients. An accurate assessment of
DSA strength and nature would allow the risk tatehe correctly estimated. However, in the
presence of a mixed reactivity against both nHLA dRILA, the permissible antigens cannot
be defined with the current virtual crossmatchtetgg, which relies only on the LSAB assay
performed in its classical mode. Hence, the ac&httnent assay could play a role in
identifying anti-dHLA in patients’ sera and refiginlists of unacceptable and permitted
antigens.

This report sheds new light on the interpretatidntiee LSAB assay, underlining the
importance of analyzing the whole antibody problgained with the non-treated beads, and
not each antigen separately, in order to avoidhifeelassification of an allele targeted by an

anti-nHLA as the target of an anti-dHLA. Of notbetuse of a final prospective cellular
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crossmatch remains of paramount importance, asilitbe able to estimate anti-nHLA
strength more precisely [27]. Furthermore, anti-dHare not identified in current routine
practice owing to time and cost constraints, as stviategy would require running two LSAB
assays for any given serum. Nevertheless, thisyagsad be selectively used in particular
situations, i.e. in the absence of a previous #eimg event and when the patient’'s antibody
profile does not correlate with the HLA typing afdwn allogeneic sensitizing events.

In conclusion, by deciphering with an experimert@llular approach the findings obtained
with acid-treated LSAB, this study illustrates teeat complexity of antibody-defined HLA
epitopes, as testified by the high degree of polpiesm of the exposed surface or hidden
amino acid positions on HLA molecules. It also destotes that subtle associations of anti-
HLA antibodies can be found in a serum, and pravidsights into class | anti-HLA antibody

response for both academic and medical purposes.
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Material and methods

PBMC and T-lymphocyvte cell lines

PBMCs from donors were obtained by Ficoll Hypaquensity gradient (Eurobio,
Courtaboeuf, France). T-lymphocyte cell lines Judsed CEM (ATCC, Manassas, VA) were
cultured in RPMI medium (Gibco, Cergy Pontoise,nee supplemented with 8% fetal calf
serum (PAA Laboratory, Pasching, Australia) andM mGlutamine (Gibco). Low and high
resolution (when required) HLA-A, -B, -C typing dbnors and T-cell lines were performed
with DNA techniques (respectively Olerup SSP, Shatk, Sweden, and High Resolution

Labtype SSO, One Lambda Inc, Canoga Park, CA).

Flow cytometric analysis

W6/32 mAb was purchased from ThermoFisher Scien{fockford, IL) and HC-10 Mab
was kindly provided by One Lambda. About 150,00scsere incubated for 30 min on ice
with mAb at 10 pg/ml, then were washed twice ancllrated with 200-fold diluted PE-
labeled Goat F(ab’)2 fragment anti-mouse 1gG (Hf®Rg¢ckman Coulter, Marseille, France)
and were analyzed on a FACSCanto cytometer (BDdBases, Le Pont de Claix, France).
PE fluorescence was analyzed on at least 5000 ygated on the forward and side scattered
light morphological parameters for living lymphoegt FCXM was performed on fresh lymph
node or spleen mononuclear cells from deceasedatgaors tested for compatibility with
our waiting list patients, with the routine fourlaostaining protocol previously described [3].
The positivity threshold for T-lymphocytes was at MCS value of 50 above the negative

control, which is a serum pool from AB group nofesgénsitized donors.
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LSAB assay with acid-treated and non-treated beads

Sera from 35 class | HLA-sensitized patients frdma tohort of our previous work were
selected depending on HLA typing of cells availaiolethe depletion experiments [14]. The
LSAB assay was LabScreen LS1A04 (One Lambda), exgl®7 class | HLA antigens (31
HLA-A, 50 HLA-B and 16 HLA-Cw alleles). The N and Dondition assays, and the
classification of LSAB into three categories acwogdto the MFI ratio between D and N

conditions, were performed as previously descr{idgl

Serum depletion experiments

Serum depletion experiments were performed usieghfy isolated PBMC or T-lymphocyte
cell lines (organ donors and normal blood donohgsen for expressing at least one HLA-A,
-B or -Cw antigen against which the sera contam@&tbodies. PBS-diluted or neat serum (60
ul) was incubated twice with 5.4@ells, each round for 30 min at room temperatAfeer
centrifugation, the depleted serum was harvestddested in parallel with the non-depleted
serum on both non-treated and acid-treated LSAB.I M&lues were normalized by
subtraction of negative control bead. The efficiené the depletion was expressed as the
residual MFI percentage calculated from the MFlagled on LSAB after depletion divided
by the MFI measured before depletion. Serum angilvedctivity was considered as captured
by cells when its residual LSAB MFI after cell defpbn was below 70% of that for the non-
depleted serum. The 70% value corresponded toGtiepkrcentile of the residual LSAB MFI
observed against HLA variants not expressed byetacglls and not sharing the native
epitopes recognized by the captured antibody [P, ILvas obtained from the analysis of the

341 LSAB with this pattern from the 35 sera (med&2Po, 10th-90th percentiles=70-115%).
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Sequence alignment and structural analysis tools

Amino acid sequence alignments were performed thithlMGT sequence alignment

tool (http://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/align.htil Residue localization and antibody

accessibility were evaluated with the “space fddmmand of the Cn3D structure software
program [28] using HLA-A*02:01 as a model (MMDB 132223, PDB ID: 3MGT) [29]
downloaded from Entrez Molecular Modeling Database the National Center for

Biotechnology Information websitehitp://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structuye

Statistical analysis

Analysis was performed using conventional sta@stroethods. Descriptive statistics
used median, 3" quartile and range. Independent quantitative bgwere studied with
the two-tailed Mann—-Whitney U test or the KruskakNM¢ test followed by pairwise
comparison of subgroups according to Conover. Assdywere performed with MedCalc®

software (Mariakerke, Belgium).
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Tables

Table 1: Characteristics of anti-HLA antibodies andyzed with depletion assay.Anti-

dHLA: anti-denatured HLA antibodies, Anti-nHLA: amative HLA antibodies, D: acid-

treated condition, MFI:

mean fluorescence intenditynon-treated condition

Anti-dHLA Intermediate anti-nHLA Prototypical anti-nHLA
(D>1.2N) (0.2N<D<1.2N) (D<0.2N)
n=28 n=23 n=33
Patients (n) 17 16 19
Target cells (n) 16 11 11
HLA alleles (n) 20 13 19
A 7 8 5
B 10 4 10
C 3 1 4
Median N MFI 6289 11742 7330
Range N MFI 2318 - 13268 4597 - 21573 1626 - 21934
15t 3¢ quartiles N MFI 4542 - 8468 6806 - 15648 3278 -11793
Median D MFI 10412 5872 65
Range D MFI 5489 - 17247 2848 - 19852 0-1814
15t 3¢ quartiles D MFI 9277 - 13597 4752 - 8614 2 - 467
Median D/N ratio 1.63 0.72 0.01
Range D/N ratio 1.20-6.78 0.21-1.19 0-0.17
1%- 39 quartiles D/N ratio 1.44-1.90 0.40 - 1.02 0-0.04
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Table 2: Comparison of depletion efficiency for thethree categories of anti-HLA
antibodies identified. Anti-dHLA: anti-denatured HLA antibodies, Anti-nHLAanti-native
HLA antibodies, D: acid-treated condition, LSAB:rinex single antigen beads, MFI: mean

fluorescence intensity, N: non-treated condition

Anti-dHLA Intermediate anti-nHLA Prototypical anti-nHLA
(D>1.2N) (0.2N<D<1.2N) (D<0.2N)
n=28 n=23 n=33
Median
(%) 85 23 11
Range (%) 51-131 3-89 1-76
Residual MFI (%)
lst _ 3rd
Non-treated LSAB  quartiles 74 - 98 17 - 46 3-27
(%)
<70%? (n) 4 20 32
Median
(%) 91 69 NA
. Range (% 71 -120 12 -113 NA
Residual MFI (%) ge (%)
) 1st _ gd
Acid-treated LSAB - les  82-96 26 - 87 NA
(%)
<70%° (n) 0 13 NA

% number of sera displaying a depletion ratio ab89%o, i.e. a residual MFI after depletion

below 70% of the non-depleted serum
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Table 3: Epitope mapping for Case #1Detailed report of Mean Fluorescence Intensity
(MFI) values obtained with non-treated (N) and aocehted (D) conditions, D/N ratios and
residual MFI (%) after depletion on cells. Only pioge Luminex Single Antigen Beads
(LSAB) (N MFI >1000) are shown, the negative ones being summasagethedian and
guartiles. Alleles expressed on the cells usedséoum depletion are underlined. In the D/N
column, numerical values in bold type highlight @ati-dHLA (D/N>1.2). In the Residual
MFI columns, bold typing highlights reactivitiesathwere efficiently depleted (residual
MFI<70%). In the Epitopes columns, the alleles lhging the identified epitopes are

indicated with a cross.

Epitopes
Residual N  Residual D
#216 #5024 #6
Allele N MFI D MFI D/N MFI (%) MFI (%) 76ERN (661+70Q) 161D

B*07:02 4469 7247 1.62 51 76 X X
B*42:01 4184 7378 1.76 60 74 X X
B*54:01 3385 7361 2.17 66 71 X X
B*55:01 3408 7342 2.15 50 76 X X
B*56:01 3054 5205 1.70 35 70 X X
B*67:01 4330 7514 1.74 49 82 X X
B*81:01 5487 7262 1.32 61 70 X X
B*82:01 4445 7720 1.74 63 70 X X
B*08:01 1883 295 0.16 15 ND X

B*15:01 1699 828 0.49 16 ND X

B*15:02 1500 363 0.24 14 ND X

B*15:03 1434 387 0.27 11 ND X

B*15:10 1714 338 0.20 16 ND X

B*15:11 1055 577 0.55 30 ND X

B*15:12 1572 734 0.47 16 ND X

B*14:01 1029 185 0.18 15 ND X

B*14:02 1048 42 0.04 20 ND X

B*18:01 1428 405 0.28 13 ND X

B*27:08 2856 623 0.22 16 ND X

B*35:01 1680 623 0.37 11 ND X

B*39:01 1950 560 0.29 12 ND X

B*40:01 3016 466 0.15 66 ND X

B*40:02 2470 576 0.23 17 ND X

B*40:06 1779 263 0.15 29 ND X

B*41:.01 2004 586 0.29 16 ND X

B*45:01 1804 400 0.22 12 ND X

B*48:01 2455 612 0.25 15 ND X

B*50:01 1833 531 0.29 13 ND X

B*78:01 1629 544 0.33 20 ND X

A*03:01 3057 301 0.10 4 ND X
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Median (quartiles) of 215 364

negative alleles (0 - 468) (176-555) \° ND ND

Table 4: Epitope mapping for Case #2Detailed report of Mean Fluorescence Intensity
(MFI) values obtained with non-treated (N) and aci&hted (D) conditions, D/N ratios and
residual MFI (%) after depletion on cells. Only piee Luminex Single Antigen Beads
(LSAB) (N MFI >1000) are shown, the negative ones being summasdsenhedian and
quartiles. Alleles expressed by the cells usedséwum depletion are underlined. In the D/N
column, bold typing highlights the anti-dHLA (D#4.2). In the Residual MFI columns,
numerical values in bold type highlight reactivitithat were efficiently depleted (residual
MFI<70%). In the Epitopes columns, the alleles lhging the identified epitopes are

indicated with a cross.

Epitope
Residual N Residual D #5053
Allele N MFI D MFI D/N MFI (%) MFI (%) 620E
A*01:01 19198 19852 1.03 19 24 X
A*03:01 13885 15692 1.13 21 21 X
A*11:01 11438 14281 1.25 15 17 X
A*11:02 14328 16213 1.13 15 19 X
A*30:01 16408 15734 0.95 18 21 X
A*30:02 14296 15764 1.10 18 22 X
A*31:01 16828 18092 1.07 16 22 X
A*36:01 16914 14502 0.85 20 23 X
A*32:01 11636 16115 1.38 14 19 X
A*74:01 12893 15067 1.17 16 20 X
Median (quartiles) 44 139 ND ND ND

of negative alleles (12 -126) (81-291)
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Table 5: Epitope mapping for Case #3Detailed report of Mean Fluorescence Intensity
(MFI) values obtained with non-treated (N) and aocehted (D) conditions, D/N ratios and
residual MFI (%) after depletion on cells. Only pioge Luminex Single Antigen Beads
(LSAB) (N MFI >1000) are shown, the negative ones being summasagethedian and
guartiles. Alleles expressed by the cells usedséwum depletion are underlined. In the D/N
column, bold typing highlights the anti-dHLA (DA4.2). In the Residual MFI columns,
numerical values in bold type highlight reactivitithat were efficiently depleted (residual
MFI<70%). In the Epitopes columns, the alleles khging the identified epitopes are

indicated with a cross.

Epitope
Residual N Residual D
Allele N MFI D MFI D/N MFI1 (%) MFI (%) (67S)
B*13:01 3350 9163 2.74 91 83 X
B*13:02 4622 10472 2.27 87 78 X
B*15:01 6939 12113 1.75 98 76 X
B*15:02 5760 11851 2.06 99 81 X
B*15:03 5318 13172 2.48 89 85 X
B*15:12 6587 12791 1.94 91 86 X
B*15:13 7856 10028 1.28 94 84 X
B*18:01 8991 13438 1.49 98 102 X
B*37:01 11480 13761 1.20 84 83 X
B*40:01 7322 11910 1.63 94 80 X
B*40:02 4022 11953 2.97 96 87 X
B*40:06 5333 10948 2.05 91 83 X
B*41:01 7946 12405 1.56 92 83 X
B*44:02 9644 12671 1.31 96 79 X
B*44:03 4670 8987 1.92 90 87 X
B*45:01 7156 12701 1.77 92 81 X
B*47:01 8903 11430 1.28 90 83 X
B*48:01 9899 13138 1.33 92 81 X
B*49:01 2741 9332 3.40 89 78 X
B*50:01 5348 12139 2.27 100 85 X
B*52:01 9366 111215 1.20 86 81 X
Median (quartiles) 41 33 ND ND ND

of negative alleles (12 - 79) (11-69)
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Figures Legends

Figure 1. Native and denatured class | HLA expressin on cells used for antibody
depletion assays.

Panel 1A: Gating strategy used for FACS analysisaiive (W6/32 mADb, continuous line)
and denatured (HC-10 mADb, dotted line) class | Hixdression of PBL and T cell lines used
for the depletion experiments. PBL from 4 donorsl awo T-lymphocyte cell lines are
presented. The shaded gray histogram depicts dhypesmatched negative control antibody.
Panel 1B: Normalized Mean Fluorescence IntensityFIjMi.e. after subtraction of the
isotype-matched negative control antibody MFI valobtained with W6/32 and HC-10
staining on 19 of the 21 PBL and T-lymphocyte taks used for depletion experiments. The
boxes depict the median and the first and thirdtdes. The vertical line encompasses the
range, the “outliers” being represented as dot<C:ASrward Scattered light, MFI: mean

fluorescence intensity, SSC: Side Scattered light.

Figure 2: Efficiency of antibody depletion measuredwith non-treated LSAB. Mean
Fluorescence Intensity (MFI) values obtained on-tieated Luminex Single Antigen Beads
(LSAB) with 35 sera, before and after depletionhwtl different cells, are represented for
prototypic anti-native HLA (anti-nHLA) (panel 2A,=83), intermediate anti-nHLA (panel
2B, n=23) and anti-denatured HLA (anti-dHLA) (pan2C, n=28). The efficiency of
depletion is expressed as the residual MFI pergentalculated from the MFI obtained on
LSAB after depletion divided by the MFI measuredobe depletion, and is compared for
these three categories (panel 2D, x-axis: D =@iftiA, | = intermediate anti-nHLA and N =
prototypic anti-nHLA, *: Kruskal-Wallis test p<0.p5The boxes depict the median, and the
first and third quartiles. The vertical line encampes the range, the “outliers” being

represented as dots. D: acid-treated conditiomaoN:treated condition.
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Figure 3: Comparison of antibody depletion efficieey measured on non-treated and
acid-treated LSAB for anti-dHLA and intermediate anti-nHLA. Serum anti-HLA
antibody depletion experiments were performed oMEBand T-lymphocyte cell lines. The
efficiency of depletion is expressed as the rediddaan Fluorescence Intensity (MFI)
percentage calculated from the MFI obtained on lnexiSingle Antigen Beads (LSAB) after
depletion divided by the MFI measured before depietand is represented for anti-denatured
HLA (anti-dHLA) (panel 3A, n=28) and for intermetkaanti-native HLA (anti-nHLA) (panel
3B, n=23) on non-treated and acid-treated LSABafid-treated condition, N: non-treated

condition.

Figure 4: Mapping of amino acids targeted by the am-HLA described in Cases #1 to #3.
Amino acid localization on class | HLA molecule repented with the “space fill” command
of the Cn3D structure software program, using HLAQZ01 as a structural model (MMDB
ID: 82223, PDB ID: 3MGT). The HLA heavy chain, b&anicroglobulin and peptide are
colored in purple, blue and brown respectively. Amiacid positions of interest are
highlighted in yellow and hidden amino acid posiBoon the native molecule are given in

parentheses.

129



Figure 1
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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VI-3 — Troisiéme article : Evaluation des iBeads por la détection des
anticorps anti-HLA de classe |

Article publié dans la revudduman Immunology
« Evaluation of the iBeads assay as a tool for idefying class | HLA antibodies »

Jonathan Visentin, Gwendaline Guidicelli, Thoa Nalepan-Francois Moreau, Pierre
Merville, Lionel Couzi, Jar-How Lee and Jean-Luaiben.

Présentation et objectifs du travail

Ce travall fait suite aux deux articles précédeNtdre but était d’analyser de maniere
plus précise et sur un plus grand échantillon teespondance entre les résultats obtenus avec
les billes SAG classe |, le traitement acide deliliss, le XM CMF et les iBeafsafin de
valider I'utilisation des iBeadsen routine hospitaliére. En effet, & cette épotpejBeads
n'étaient utilisables qu’'a des fins de recherchelaCpermettait également de valider les
informations obtenues avec le traitement acideseXM CMF.

Mon réle dans cette étude a consisté en I'analigistique des données envoyées par
One Lambda, Inc., et obtenues a partir des sértiliss pour le premier article (280 testés
sur les 323 de la premiére étude), a réaliser anteples choix des couples cellules/sérums a
tester en XM CMF puis a rédiger l'article.

Concernant l'identification des anti-nHLA et degiatHLA, nous avons observé une
concordance de 86,9% entre les iB&agisle traitement acide des billes (Figure 1). Tioas
confondus, les iBeaflsdonnaient des MFI inférieures aux billes SAG dtasss (Figure 2,
panel A), que ce soit avant ou aprés éliminationatei-dHLA définis par le traitement acide
(Figure 2, panels B et C). L'étude des billes mamtrune MFI inférieure a 3000 en SAG
classique indiquait que cette différence pouvadtvair que peu d’'impact clinique (Figure 2,
panels D a F), car inférieure a 300 unités de @scence en moyenne. Nous avons étendu
cette étude au niveau de chaque locus et mis alersé que les iBealsétaient plus
efficaces pour s’affranchir des anti-dHLA reconsaig des molécules HLA-B et -C en
comparaison a HLA-A (Table 1). A linverse, la r@aité des anti-nHLA était mieux
conserveée pour les antigenes HLA-A que pour HLA:BG2(Table 1, Figure 3). Par ailleurs,
les différents alleles HLA d’'un méme locus montnéiane certaine hétérogénéité dans leur
comportement (Supplemental Tables 1 a 3). A pddag 299 XM CMF que nous avons pu
réaliser, nous avons confirmé qu'une MFI & 1000rpes iBead$ permettait de prédire la
positivité d’'un XM avec une sensibilité (95,6%)uet rapport de vraisemblance négatif (0,08)
satisfaisants. Dans cette étude, les iBBadsmblaient plus performantes que le traitement
acide, mais la combinaison des deux tests perrmettaiprédiction encore meilleure.

134



Title: Evaluation of the iBeads assay as a tool for idefying class | HLA

antibodies
Authors: Jonathan VISENTIN:Z2 Gwendaline GUIDICELL}, Thoa NONG, Jean-

Francois MOREAW-2 Pierre MERVILLEZ+4, Lionel COUZR, Jar-How LEB and Jean-Luc
TAUPINL.2

Y aboratoire d’Immunologie et Immunogénétique, HabiPellegrin, CHU de Bordeaus,
Bordeaux, France

2

UMR CNRS 5164, Université de Bordeaux, BordeauanEe
3

One Lambda, Inc., Canoga Park, CA, USA

4
Service de Néphrologie, Transplantation, Dialysépithl Pellegrin, CHU de Bordeaux,
Bordeaux, France

Address for correspondence:

Pr Jean-Luc TAUPIN, Pharm. D., Ph.D.

Laboratoire d'Immunologie et Immunogénétique, HalpRellegrin, CHU de Bordeaux
Place Amélie Raba Léon, 33076 Bordeaux Cedex, Eranc
Tel +33 5-57-82-08-84 / Fax +33 5-56-79-60-79

Email jean-luc.taupin@chu-bordeaux.fr

Abbreviated title: iBeads for identifying class | HLA antibodies

Conflict of interests: T.N. and J.L. are employees of One Lambda Inc. Pecific

funding was obtained for this study. The class FBAassays in acid-denatured condition for
the patients with DSA in non-treated condition, #imeliBeads assays were performed in One
Lambda’s research department as a scientific cmlédlon, with reagents and equipments
provided by One Lambda Inc and by staff people eygal by One Lambda Inc.

The other authors of this manuscript have no ccisfbf interest to disclose.

135



Abstract

In addition to antibodies targeting native classiinan leukocyte antigens (HLA), the single
antigen flow beads assay (SAFB) detects antibodéesgnizing denatured forms (anti-
dHLA). Acid treated SAFB and the modified SAFB reagnamed iBeads are expected to
distinguish anti-native (anti-nHLA) from anti-dHLASera from 280 class | HLA-sensitized
SAFB-positive kidney transplant candidates wereestetd with acid-treated SAFB and
iBeads. Concordance between SAFB and iBeads, taktngaccount acid-treatment results,
was described at global and locus levels. T-lymgteodlow cytometry crossmatches
(FCXM) were performed to identify an accurate iBeadF| threshold allowing predicting
FCXM results. Concordance between acid-treatmedt iBeads assays was observed for
86.9% of alleles. The iBeads MFI were lower thandiassical SAFB, especially for HLA-B
and C alleles. Anti-dHLA identified with acid-treat SAFB were more frequently negative
with iBeads for HLA-B and -C alleles. An iBeads MiRreshold of 1000 allowed predicting
positive FCXM with 95.6% sensitivity, 91.6% negatipredictive value and 0.08 negative
likelihood ratio. The iBeads assay still has liidas, but might represent an invaluable

alternative to SAFB for virtual crossmatch stragsgn organ transplant allocation programs.

Keywords: HLA antibodies, denatured HLA antibodies, iBeaddnky transplantation
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Abbreviations:

anti-dHLA: anti-denatured HLA antibody(ies)
anti-nHLA: anti-native HLA antibody(ies)
B2m: beta 2-microglobulin

dHLA: denatured class | HLA

D-SAFB: acid-treated SAFB

FCXM: flow cytometry crossmatch

FHC: free class | HLA heavy chains

MFI: mean fluorescence intensity

NHLA: native class | HLA

N-SAFB: non-treated SAFB

SAFB: single antigen flow bead(s)
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1. Introduction

Nowadays, the single antigen flow bead (SAFB) adsay become the most used
technique to define acceptable class | and cladéM antigens in organ allocation programs.
Indeed, it allows anticipating the pretransplardssmatch results with a virtual crossmatch
strategy, thanks to its unprecedented high sertgitand resolution [1, 2]. For the same
reasons, it occupies a central place in diagnoss @onitoring of antibody-mediated
rejection after transplantation [3-5].

However, it has been recently discovered that SAEPBlay not only native class |
HLA (nHLA), consisting of correctly folded heterotrers of class | heavy chain, beta 2-
microglobulin (B2m) and peptide, but also denatuckss | HLA (dHLA), i.e. free class |
HLA heavy chain (FHC) dissociated from B2m and mkptand that dHLA can be targeted
by serum antibodies [6, 7]. Differentiating anti{iodd from anti-dHLA antibodies has been
rendered possible with the concomitant use of treiated SAFB (D-SAFB) and classical,
non-treated SAFB (N-SAFB) [6-10], which recentljoaled us describing the prevalence and
allele/antigen distribution of anti-dHLA in a largehort of kidney awaiting recipients [11].
For this purpose, we established a local thresfmidanti-dHLA definition, relying on the
ratio between SAFB mean fluorescence intensity jM#th D-SAFB and N-SAFB equal to
or higher than 1.2 (i.e. anti-dHLA and anti-nHLAspiaying D>1.2N and D<1.2N,
respectively) [11]. The accuracy of this threshobts confirmed with a T-cell flow cytometry
crossmatch (FCXM) assay, as anti-dHLA are not etque¢o recognize HLA molecules
expressed by normal cells [11]. By associatingrgelacohort of patients and a cell-based
assay, our results strengthened the scarce préyipublished data and mostly relying on
case reports that antigens targeted by anti-dHLAukh not be taken for granted as

unacceptable in most cases.
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A modified assay largely devoid of denatured classlLA through enzymatic
treatments of the SAFB (iBeads, One Lambda IncnoGa Park, CA) has recently been
developed, and was suggested to distinguish clipicalevant DSA (i.e. iBeads-positive)
from clinically irrelevant ones (i.e. iBeads-nega)i [9]. Accordingly, we demonstrated that
acid-treatment assay and iBeads at least in parttifted the same antibodies recognizing
denatured HLA molecules, and we have shown thathdBewere more selective towards
antibodies able to trigger FCXM positivity than SAFL1]. However, iBeads appeared not
strictly specific for anti-nHLA, as they could $iiletect FCXM-negative anti-HLA antibodies
identified as anti-dHLA, and some FCXM-positive iamtiLA were iBeads-negative.
Noteworthy, locus specificity of these drawbacks hat been evaluated yet.

The objectives of the present study were theretfimré) describe in a larger cohort of
class | HLA-sensitized patients awaiting a kidneansplant the concordance between SAFB
and iBeads assays at a global level, taking inbm@at results from acid-treatment assay, 2)
perform the same analysis at the locus level, 8pheldor iBeads a MFI threshold allowing

accurate prediction of FCXM results for the purpoa routine use.
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2. Materials and methods

2.1 Patients, donors, and sera

All the 336 class | HLA-sensitized patients enrdlien our adult kidney waiting list
between January 2000 and March 2011 were eligible, but 24 (7.1%) were excluded
because of high background in SAFB assay and/@dBassays [22 (6.5%) with both assays,
1 (0.3%) with iBeads only and 1 (0.3%) with SAFByjnand 32 (9.5%) because no serum
was available anymore. The final study group inetbd40 women and 140 men, among
whom 251 [90%, with 135 (96%) women and 116 (83%®nmhad faced at least one
sensitizing event such as transplantation [58 (4&f6) 104 (74%)], transfusion [75 (54%)
and 74 (53%)] or pregnancy [101 (72%)]. Among thelid3 (62%) were also class Il
sensitized. One pre transplant serum was studiededch patient, chosen at a class |
sensitization peak as defined by complement-depermjotoxicity PRA, LumineX PRA or
Luminex® SAFB assays, for patients transplanted between 20002004, 2005 and 2008,
2009 and February 2011, respectively, and at a haakinex’ SAFB assay for the patients
still awaiting a transplant on Marcfi' 2011. Low and high resolution (when required) dono
HLA-A, -B, -C typing was performed with DNA technigs (respectively Olerup SSP,
Stockholm, Sweden, and High Resolution Labtype SS@ Lambda, Inc., Canoga Park,

CA).

2.2 Definition of anti-dHLA and anti-nHLA antibodievith SAFB assays

Sera were tested retrospectively with classical BAEot 006) in non-treated
condition and iBeads (Lot 001) (One Lambda, Incgcoading to manufacturer’s
recommendations for routine assay use. Both assgysre the same 97 HLA-A, B and C

alleles (listed in Supplemental Tables 1 to 3, eespely). MFI values were normalized using
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the baseline formula (FusiBsoftware, One Lambda, Inc.). Our local pre traasppositivity
threshold defining unacceptable antigens was apMF1>1000). Denaturation of classical
SAFB and subsequent assay with sera were perfoasn@deviously described [11]. Samples
with high background in any of the assays, i.evigliag raw MFI above 500 with negative
control bead were not considered in the study. {Sterxcy of denaturation was ascertained
with a positive control serum containing only amtLA. Classification of positive beads into
anti-dHLA (D>1.2N) or anti-nHLA (D<1.2N) categories was perfotmas previously

described [11].

2.3 T-lymphocyte FCXM assay

The FCXM was performed on freshly drawn total lympdde or spleen mononuclear
cells from consecutive deceased organ donors tdetedompatibility with our wait-list
patients, with the routine four-color staining aatl previously described [12]. Sera were
selected to react with non-treated SAFB againsy onke unacceptable HLA-A, -B or -Cw
donor antigen, with a minimal MFI about 2000 withSQAFB or iBeads assay, as in our
experience FCXM are frequently negative below trakie. The positivity threshold for T-
lymphocytes was at a mean channel shift value chl&fve the negative control, which is a

serum pool from AB group non allosensitized donors.

2.4 Statistical analysis

Descriptive statistics used median affd9s" percentiles; study of qualitative variables used
the two-tailed Chi-square test, and independennhtifative variables the two-tailed Mann—

Whitney U test or the Kruskal-Wallis test followdy pairwise comparison of subgroups
according to Conover. MFI difference between N-SA&R iBeads were represented with
Bland-Altman plots. Receiver Operating CharacterigROC) curve analysis was used to

determine optimal threshold identifying non reletvantibodies with the method of DeLong
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et al. (1988) for calculation of the Standard Ewbthe Area Under the Curve. Analyses were

performed with MedCaftsoftware (Mariakerke, Belgium).
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3. Results

3.1 Description of class | anti-HLA antibodies ahefil with acid-treatment and iBeads assays

Among the 27160 alleles tested with the 280 seariuded in this study, 7831 (28.8%)
were positive (MEt1000) with N-SAFB and/or with iBeads [7553 (27.8p@sitive with N-
SAFB and 6593 (24.3%) with iBeads] (Figure 1). Acling to the MFI ratio between the D-
SAFB and N-SAFB assays, 469 (6.2%) alleles werénddfas recognized by anti-dHLA
(D>1.2N) and 7084 (93.8%) by anti-nHLA (D<1.2N). Amotite anti-dHLA, 109 (23.2%)
and 360 (76.8%) were positive and negative withaiBe respectively, while 6206 (87.6%)
and 878 (12.4%) anti-nHLA were positive and negatiwth iBeads, respectively (chi-square
test, p<0.0001). Hence concordance between theassays was observed for 86.9% of the
alleles. Moreover, 278 (4.2%) of positive iBeadsevweegative with N-SAFB, with an iBeads
median MFI of 1401 (8 -95" percentiles 1027-3226). Noteworthy, iBeads-negatinti-
dHLA had higher MFI than iBeads-negative anti-nH{@nti-dHLA median MFI 1949, &
95" percentiles 1038-7856 and anti-nHLA median MFI3,48-95" percentiles 1036-3407,

p<0.0001).

3.2 Differences in MFI strength between iBeads eadsical SAFB

We built Bland-Altman plots in order to compare MREIues measured with N-SAFB
and iBeads assays, considering altogether froroaillthe alleles that were positive with at
least one assay. We observed a bias of MFI valu#és avtendency to underestimation for
iBeads (mean N-SAFB MFI - iBeads MFI = 856, n=78Bigure 2A). The bias was higher
considering anti-dHLA only (mean N-SAFB MFI - iBeatMFI = 2608, n=477, Figure 2B)
and persisted, although to a lower extent, whencaresidered only anti-nHLA (mean N-

SAFB MFI - iBeads MFI = 742, n=7354, Figure 2C).cAadingly, MFI measured for the
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positive control serum, which was a mix of serarfrd HLA-sensitized recipients containing
only anti-nHLA and providing ME1000 for 78 alleles, were generally lower with iBsa
(mean N-SAFB MFI - iBeads MFI = 1241, Supplemefitigiures 1 and 2). We repeated this
analysis with the low MFI alleles, i.e. not hightban 3000 with SAFB or with iBeads when
SAFB was negative. We still observed a bias of MAIues with a tendency to
underestimation for iBeads (mean N-SAFB MFI - iBedF| = 384, n=2906, Figure 2D). As
above, the bias was higher considering anti-dHLA ¢mean N-SAFB MFI - iBeads MFI =
1336, n=289, Figure 2E), and persisted, although ltawer extent, when we considered only

anti-nHLA (mean N-SAFB MFI - iBeads MFI = 279, n=2g Figure 2F).

3.3 Heterogeneity of inter-locus behavior towalksads

We then studied the locus-per-locus distributiorpasitive alleles with N-SAFB and
iBeads assays, whether they were recognized bydbitA, anti-nHLA or positive with
iBeads only. Anti-dHLA were more frequently negatiwith iBeads for HLA-B and -C than
for HLA-A alleles (p<0.0001). Anti-nHLA were moreeguently positive with iBeads for
HLA-A than for HLA-B, than for HLA-C alleles (p<0D1). Alleles negative with N-SAFB
and positive with iBeads were also more frequentHbA-A than for HLA-B and HLA-C
alleles (p<0.0001) (Table 1). We then built Blankdr#an plots in order to compare the MFI
values measured with N-SAFB and iBeads assays,sdfarating HLA-A, -B and -C alleles
defined as anti-nHLA or positive with iBeads oril}e observed a bias of MFI values with a
tendency to underestimation for iBeads which wahér for HLA-C alleles (mean N-SAFB
MFI - iBeads MFI = 1454, n=714) than for HLA-B d#e (mean N-SAFB MFI - iBeads MFI
= 888, n=4266), than for HLA-A alleles (mean N-SARB-| - iBeads MFI = 274, n=2422)
(Figure 3, left panel, p<0.05). We then repeatedahalysis for alleles with low MFI values,
I.e. not higher than 3000 with N-SAFB or with iBsaghen N-SAFB were negative. We also

observed a bias of MFI values with a tendency tdewestimation for iBeads which was
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higher for HLA-C alleles (mean N-SAFB MFI - iBealld=| = 763, n=290), than for HLA-B
alleles (mean N-SAFB MFI - iBeads MFI = 328, n=1}198an for HLA-A alleles (mean N-
SAFB MFI - iBeads MFI = 19, n=828) (Figure 3, righdinel, p<0.05). The allele-per-allele
distribution and mean N-SAFB MFI - iBeads MFI ateoaavailable for the HLA-A, -B and -
C loci as Supplemental Tables 1, 2 and 3, respagtiSome alleles had a peculiar behavior
with iBeads in comparison with other alleles frdme same locus, but we could not evidence

any specific epitopes explaining this result.

3.4 Determination of a MFI threshold for iBeadsaasssing T-lymphocyte FCXM

Using lymphocytes obtained from 115 organ dond®9, B-lymphocyte FCXM assays
were performed with 129 different sera where a waignacceptable HLA-A, -B or -Cw
donor antigen was recognized by an anti-dHLA (n=8@gdian N-SAFB MFI 4670, 595"
percentiles 2145-12159), an anti-nHLA (n=195, medid-SAFB MFI 8307, 5-95"
percentiles 2270-18850) or with iBeads only (n=7edian iBeads MFI 3316, 595"
percentiles 1992-6901) (Table 2). A total of 5Xet#nt antigenic specificities were tested: 18
HLA-A, 29 HLA-B and 4 HLA-Cw. A serum could be test against several different
antigens (median 2,"95" percentiles 1-5) but only once against any gives.dJsing a
ROC-curve analysis, we determined a threshold Beads MFI allowing predicting T-
lymphocyte FCXM positivity. The area under curvesv@a92 (95% confidence interval: 0.88-
0.95, p<0.0001). A positivity threshold of MFI 1088 iBeads allowed defining antibodies
able to provide a positive FCXM with 95.6% sensijiv53.9% specificity, 69.9% and 91.6%
positive and negative predictive values, and 2:0d @08 positive and negative likelihood
ratios. One antigen positive with iBeads but negativith N-SAFB provided a positive
crossmatch among the seven tested.

As a comparison, the performance of the acid+meat assay was slightly lower, as it

showed an area under curve of 0.80 (95% confiderteeval: 0.75-0.85, p<0.0001), and the
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D>1.2N threshold provided 90.4% sensitivity, 60.7%aficity, 72.8% and 84.5% positive
and negative predictive values, and 2.30 and Odditipe and negative likelihood ratios.
Finally, combining acid-treatment and iBeads assiagsdefining an irrelevant antibody with
D>1.2N and iBeads MFI<1000, provided 98.1% sensytjvit1.1% specificity, 65.1% and
95.1% positive and negative predictive values, ar@/ and 0.05 positive and negative

likelihood ratios.
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4. Discussion

In this study, we confirmed with a larger cohor findings from our previous work,
i.e. that most of the anti-dHLA defined with acrédtment of SAFB were iBeads negative
[11], with about 87% of concordance. However, tRistence of discrepancies between the
two assays, i.e. iBeads-positive anti-dHLA and iBeaegative anti-nHLA, raised the
hypothesis that one of the two assays, or botHddail in identifying such antibodies.

A fraction of authentic anti-dHLA was indeed unecigelly iBeads-positive. A
possible explanation is that the proteolytic enziyoiaeatments used to prepare the iBeads do
not destroy all the dHLA molecules. In line withshwhereas iBeads were described as being
largely devoid of denatured HLA molecules, a cdraitalysis of iBeads staining with the
HC-10 monoclonal antibody, known to target clasdi.A FHC, indicates that a little amount
of dHLA still persists on their surface [9]. Altextively, these sera could contain mixtures of
anti-nHLA and anti-dHLA reactivities targeting treame allele. In such case, if serum
reactivity against nHLA is weaker than against dHltl#e loss of anti-nHLA reactivity after
acid treatment could be masked by the increasedlAhiA reactivity. Then an allele could
be erroneously tagged as targeted by an anti-dHAwhereas it is also truly recognized by
an anti-nHLA. Experiments are underway to confims hypothesis.

A fraction of authentic anti-nHLA was also iBeadsgative. One could hypothesize
that some nHLA molecules might be wiped out witk #nzymatic treatments, leaving the
iBeads with a lower nHLA density than the class8AFB and rendering them less sensitive.
Indeed, it has been described that MFI values oétawith W6/32 staining are lower with
iBeads than with N-SAFB [9]. These authors repottesl same observation with patients’
sera, but unfortunately without discriminating adiitlLA from anti-nHLA, which could have

led to “overestimate the underestimation”. Here shewed that indeed iBeads MFI were
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lower than N-SAFB MFI, whether or not anti-dHLA veesubtracted from the analysis. Then,
as the MFI difference between the two assays coejeind on the MFI level, and because an
absolute MFI variation of 700 units could be evesrenmeaningful for low than for high MFI
alleles, we repeated the analysis for low MFI aBe(MFkK3000) and observed that the
underestimation persisted, although to a lowerrgxte

Interestingly, the separate analysis of HLA-A, -Bida-C loci highlighted
heterogeneous behaviors towards iBeads as anti-dtdtdeting A antigens were globally
less efficiently ignored by iBeads than those tangeB and C molecules. Similarly, anti-
NHLA had their MFI globally more conserved for HLAthan for HLA-B and -C. Hence it
seemed that both dHLA and nHLA molecules were mesestant to enzymatic treatments for
HLA-A alleles than for HLA-B and -C. Noteworthy, weilled out the hypothesis that the
ability of iBeads to ignore anti-dHLA was directlyked to their lower sensitivity, as iBeads-
negative anti-dHLA had higher MFI than iBeads-negaanti-nHLA. Noteworthy, a minor
fraction of iBeads-positive alleles were surprigyngegative with N-SAFB. Unfortunately, as
their MFI were generally low, we could not perfoansufficient number of informative
FCXM to precisely determine their relevance.

We finally defined for iBeads a MFLOOO threshold allowing predicting positive
FCXM results with a sufficient sensitivity to bepdied to the clinical routine setting. The
acid-treatment assay relying on the previouslyrdefiD>1.2N threshold showed a slightly
lower sensitivity [11]. Interestingly, the combirat of both assays provided even higher
sensitivity, suggesting that the limitations andfrawbacks of each assay could be
counterbalanced by the other one.

Noteworthy, selecting sera to be tested for hawaniylF=>2000 with N-SAFB or
iBeads assay could have introduced a bias agai@3MF negative results, leading to
artificially lowering number of true negative analde negative results. However, where the

vast majority of the 299 antigens assayed displayethssical SAFB MBE2000 (290/299,
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l.e. 97.0%), 83/299 (27.8%) of them displayed agaids MF1000. Then, this pre-selection
should not have affected our evaluation of the d3eassay. This was confirmed by the very
good negative likelihood ratio observed, this patnbeing less likely to change with the
prevalence of the “positive FCXM event” than sdugit and negative predictive value, in the
population studied. As a conclusion, our resuldidated that acid-treatment of classical
SAFB and iBeads indeed identified in most casesstmae antibodies recognizing dHLA
molecules. Each assay has its drawbacks but iBpamgde a direct answer, whereas the
acid-treatment provides an indirect one by elimimgatthe anti-nHLA, precisely those
antibodies that should not be missed.

The iBeads assay is more user-friendly, as it plesin one step a better estimation of
the anti-nHLA profile of a serum, while the clagdiSAFB assay requires to be performed
with both non-treated and acid-treated beads taimlihis information. This latter strategy
would therefore double the workload both for cortiptethe experiments and interpreting the
profiles. Therefore, the iBeads assay at a pridteersame range as the classical SAFB assay,
would be cost-effective.

However, one must keep in mind that iBeads displégwer sensitivity than classical
SAFB, especially for HLA-B and HLA-C alleles. Théwee, no definitive solution yet exists
to reach the ultimate objective of an acellularc#peand sensitive prospective pre transplant
virtual crossmatch assay, but combining the iBess$sy with a sensitive crossmatch such as

the FCXM might be an invaluable alternative.
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Table 1: Inter-locus comparison of serum behaviordwards iBeads.Positive alleles with
N-SAFB (MFI N>1000) were categorized according to the MFI raBoneen D-SAFB and

N-SAFB conditions, and were classified accordingheir positivity with iBeads and their

locus. Some alleles were positive with iBeads only.

N-SAFB positive

N-SAFB positive

N-SAFB positive

HLA-A alleles HLA-B alleles HLA-C alleles
All positive alleles n=2430 n=4339 n=784
n=7831 iBeads- iBeads- iBeads- iBeads- iBeads- iBeads-
positive negative positive negative positive negative
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Anti -dHLA 68 84 31 197 10 79
N-SAFB positive
n=469 (44.7) (55.3) (13.6) (86.4) (11.2) (88.8)
alleles
Anti -nHLA 2100 178 3597 514 509 186
n=7553
n=7084 (92.2) (7.8) (87.5) (12.5) (73.2) (26.8)
iBeads -positive
144 115 19
alleles only
(6.2) (3.1) (3.5)
n=278
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Table 2: Flow cytometry crossmatch analysis of anilHLA, anti-nHLA, iBeads-
positive and iBeads-negative antibodiesThe FCXM was performed on freshly drawn total
lymph node or spleen mononuclear cells from cortsexaleceased organ donors. Sera were
selected to react with N-SAFB against only one agaptable HLA-A, -B or -Cw donor
antigen. The positivity threshold for T-lymphocyteas at a mean channel shift value of 50

above the negative control, which is a serum pawhfAB group non allosensitized donors.

Positive Negative

crossmatch (%) crossmatch (%)

D21.2N
15 (15.5) 82 (84.5)
Acid-treatment n=97
assay D<1.2N
142 (72.8) 53 (27.2)
n=195
iBeads MFI<1000
7(8.4) 76 (91.6)
n=83
iBeads assay
iBeads MFI 21000
151 (69.9) 65 (30.1)
n=216
D21.2N and iBeads MFI<1000
Acid-treatment and 3(4.9) 58 (95.1)
n=61
iBeads assays
D<1.2N or iBeads MFI 21000
combination 155 (65.1) 83 (34.9)

n=238
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Fiqure Legends

Figure 1: Distribution of class | anti-HLA antibodi es according to N-SAFB, acid-
treatment and iBeads assaysSera from class | HLA-sensitized patients weréestksvith N-
SAFB, D-SAFB and iBeads. Alleles found positive (ME000) with N-SAFB were
categorized according to the D-SAFB/N-SAFB MFI oasind were classified according to
their positivity with iBeads. Some alleles wereifes with iBeads only. Percentages in italic
represent distribution of 21.2N and D<1.2N alleles for the iBeads negative paslitive
categories. Percentages between square bracketserp distribution of iBeads positive

alleles among B1.2N, D<1.2N and N-SAFB negative categories.

Figure 2: Comparison of MFI values provided by N-SAB and iBeads assays.
Bland-Altman plots represent MFI difference betw®eSAFB and iBeads according to MFI
obtained with N-SAFB, for all (Panels A to C) orypthe weak (Panels D to F) (M&000)
N-SAFB positive alleles. Full and dashed lines espnt the mean of MFI difference and 1.96
mean standard deviation, respectively. Panels A8 and E, then C and F depict all the
alleles positive with at least one of the two assdlye anti-dHLA only, then the anti-nHLA

and those positive with iBeads but negative witSAFB, respectively.

Figure 3: Interlocus heterogeneity of MFI differenes between N-SAFB and
iBeads.Repartition of mean MFI differences between N-SA&il iBeads among HLA-A, -
B and -C loci. The left panel describes the all@lesitive with one of the two assays and the
right panel describes the N-SAFB weak positiveledld MFK3000), and those positive with
iBeads but negative with N-SAFB. The box depicte thedian and the first and third

quartiles. The vertical line encompasses the ratige,"outlier” values being displayed as
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dots.*= p<0.05, Kruskal-Wallis test followed by paise comparison of subgroups according

to Conover.
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FIGURE 2
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FIGURE 3
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SDC, Figure 1: Comparison of MFI values provided by SAFB
and iBeads assays with the positive control serum. Mean values
+/- standard deviation are represented for HLA-A (top panel), HLA-B
(middle panel) and HLA-C (bottom panel) alleles, classified by MFI

in descending order (n=6 experiments).
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Figure 2: Comparison of MFI values provided by N-

SAFB and iBeads assays with the positive control serum.
Bland-Altman plot represents MFI difference between N-SAFB
and iBeads assays through 6 different measures. Full line
represents mean of difference and dashed lines +/-1.96 mean
standard deviation.
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SDC, Table 1.Allele-per-allele distribution of reactive HLA eales positive with N-SAFB
and/or iBeads, for locus A. Positive (MfI000) HLA-A alleles with N-SAFB were
categorized into anti-dHLA and anti-nHLA according the D/N MFI ratio, and were
subclassified according to their positivity/negdsivtowards iBeads. Some alleles were
positive with iBeads only. Then mean MFI differesdeetween N-SAFB and iBeads were
calculated for all anti-nHLA and iBeads-positivéetds only, as well as for anti-nHLA with
MFI not higher than 3000 with SAFB, or with iBeasken SAFB was negative.

N-SAFB Anti- iBeads- Anti- iBeads- iBeads-

Alleles MFI1 21000 dHLA positive/negative nHLA  positive/negative positive Anti-nHLA and iBeads- Anti-nHLA and iBeads-
™ ) anti-dHLA (n) ) anti-nHLA (n) only (n) positive only (all) positive only (MFI  <3000)
Mean N- Mean N-SAFB
Number iBeSeﬁiFsBM-FI Number - iBeads MFI
difference difference

HLA-A 2430 152 68/84 2278 2100/178 144 2422 274 828 19
A*01:01 77 4 2/2 73 66/7 5 78 1200 18 159
A*02:01 69 1 0/1 68 61/7 6 74 935 24 91
A*02:03 71 1 0/1 70 62/8 3 73 505 23 108
A*02:06 70 2 0/2 68 63/5 5 73 711 22 -33
A*03:01 58 2 1/1 56 54/2 4 60 370 16 -26
A*11:01 63 3 1/2 60 57/3 6 66 27 21 -74
A*11:02 77 3 2/1 74 7212 14 88 -345 36 -650
A*23:.01 106 6 3/3 100 88/12 5 105 -73 34 181
A*24:02 107 4 2/2 103 101/2 7 110 -793 35 -281
A*24:03 107 5 2/3 102 97/5 7 109 -413 41 -215
A*25:01 114 11 5/6 103 95/8 6 109 -324 42 -51
A*26:01 77 15 6/9 62 57/5 4 66 458 17 172
A*29:01 72 2 1/1 70 62/8 2 72 124 24 251
A*29:02 70 2 1/1 68 61/7 3 71 388 23 164
A*30:01 56 3 1/2 53 46/7 3 56 734 23 34
A*30:02 53 2 1/1 51 47/4 2 53 723 20 22
A*31:01 61 4 3/1 57 56/1 4 61 4 25 -162
A*32:01 96 3 2/1 93 92/1 1 94 -85 32 -72
A*33:01 65 3 1/2 62 58/4 6 68 206 24 -65
A*33:03 71 1 1/0 70 67/3 3 73 360 28 38
A*34:01 78 10 6/4 68 65/3 8 76 99 27 -151
A*34:02 81 4 3/1 77 73/4 2 79 244 24 35
A*36:01 70 7 3/4 63 57/6 3 66 972 20 359
A*43:01 75 11 3/8 64 61/3 5 69 527 19 78
A*66:01 90 16 5/11 74 66/8 2 76 940 23 305
A*66:02 92 9 3/6 83 80/3 9 92 127 32 -293
A*68:01 79 2 1/1 7 69/8 4 81 485 24 336
A*68:02 97 3 1/2 94 75/19 4 98 624 38 429
A*69:01 80 2 0/2 78 67/11 5 83 1162 27 337
A*74:01 64 3 3/0 61 57/4 2 63 219 32 116
A*80:01 84 8 5/3 76 68/8 4 80 -78 34 36
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SDC, Table 2.Allele-per-allele distribution of reactive HLA eales positive with N-SAFB
and/or iBeads, for locus B. Positive (MEDO0O) HLA-B alleles with N-SAFB were
categorized into anti-dHLA and anti-nHLA according the D/N MFI ratio, and were
subclassified according to their positivity/negdsivtowards iBeads. Some alleles were
positive with iBeads only. Then mean MFI differesdeetween N-SAFB and iBeads were
calculated for all anti-nHLA and iBeads-positivéetds only, as well as for anti-nHLA with
MFI not higher than 3000 with SAFB, or with iBeasken SAFB was negative.

N-SAFB Anti- iBeads- Anti- iBeads- iBeads-

Alleles MFI 21000 dHLA  positive/negative nHLA  positive/negative positive Anti-nHLA and iBeads- Anti-nHLA and iBeads-positive
o) o) anti-dHLA (n) o) anti-nHLA (n) only (n) positive only (all) only (MFI £3000)
Number iB%EE:B;-FI Number M?gga’\c‘i-sSQEF ’
difference difference
B 4339 228 31/197 4111 3597/514 115 4226 888 1499 328
B*07:02 85 5 213 80 76/4 1 81 733 21 335
B*08:01 89 16 1/15 73 51/22 5 78 1854 29 829
B*13:01 85 4 0/4 81 7219 2 83 997 22 509
B*13:02 92 3 0/3 89 83/6 3 92 514 30 300
B*14:01 51 4 0/4 47 42/5 1 48 510 19 148
B*14:02 55 4 0/4 51 46/5 1 52 323 20 215
B*15:01 76 4 0/4 72 66/6 4 76 532 30 16
B*15:02 86 6 0/6 80 7218 0 80 1071 28 582
B*15:03 76 7 1/6 69 66/3 1 70 407 32 159
B*15:10 78 3 0/3 75 69/6 0 75 942 26 491
B*15:11 68 5 0/5 63 48/15 4 67 1710 26 409
B*15:12 134 6 2/4 128 115/13 3 131 352 52 305
B*15:13 77 4 0/4 73 64/9 14 87 448 43 -358
B*15:16 100 5 0/5 95 79/16 8 103 613 47 -49
B*18:01 68 3 0/3 65 58/7 9 74 320 34 -262
B*27:05 95 3 0/3 92 86/6 0 92 485 26 164
B*27:08 90 5 0/5 85 7817 1 86 685 27 223
B*35:01 78 2 0/2 76 71/5 0 76 690 21 194
B*37:01 99 9 3/6 90 64/26 2 92 1134 44 824
B*38:01 82 2 0/2 80 7317 2 82 372 33 137
B*39:01 67 2 0/2 65 61/4 2 67 371 24 120
B*40:01 87 9 1/8 78 77 1 79 1459 20 491
B*40:02 83 2 0/2 81 7813 0 81 479 19 308
B*40:06 80 2 0/2 78 70/8 4 82 609 26 266
B*41:01 91 7 o7 84 70/14 1 85 1171 36 596
B*42:01 89 5 1/4 84 717 0 84 1168 30 571
B*44:02 98 15 1/14 83 7419 10 93 877 34 -229
B*44:03 87 6 0/6 81 76/5 11 92 662 34 -412
B*45:01 111 9 4/5 102 100/2 10 112 197 37 12
B*46:01 72 3 2/1 69 49/20 0 69 1674 30 889
B*47:01 77 5 0/5 72 64/8 0 72 1527 19 633
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SDC, Table 2 (continued).

N-SAFB Anti- iBeads- Anti- iBeads- iBeads- ) . ) .
Alleles MFI 21000 dHLA  positive/negative nHLA  positive/negative positive An“}?:tli‘\g%rr'ﬁ |I(3ae|3ds- ﬁgiltli;/neH(I)_rﬁ a(n'aFHIBezg(s)-oo)
(n) (n) anti-dHLA (n) (n) anti-nHLA (n) only (n) p 4 p 4 =
Mean N- Mean N-SAFB
SAFB - N
Number ) Number - iBeads MFI
iBeads MFI difference
difference
B*48:01 77 8 1/7 69 55/14 4 73 2208 23 444
B*49:01 111 2 1/1 109 102/7 1 110 -100 42 4
B*50:01 92 6 0/6 86 7917 2 88 505 34 268
B*51:01 84 2 0/2 82 70/12 0 82 1240 25 277
B*51:02 100 1 0/1 99 86/13 1 100 584 34 288
B*52:01 91 3 0/3 88 78/10 0 88 659 34 242
B*53:01 88 0 0/0 88 81/7 0 88 750 30 339
B*54:01 83 3 2/1 80 69/11 2 82 668 34 236
B*55:01 87 3 2/1 84 83/1 0 84 1037 22 430
B*56:01 86 4 1/3 82 65/17 0 82 1554 29 483
B*57:01 101 0 0/0 101 82/19 0 101 1175 34 750
B*57:03 99 1 0/1 98 80/18 0 98 1192 32 728
B*58:01 86 2 0/2 84 72/12 2 86 1395 26 590
B*59:01 87 3 0/3 84 60/24 0 84 2047 30 823
B*67:01 103 3 1/2 100 75/25 1 101 758 42 658
B*73:01 82 2 0/2 80 62/18 1 81 1230 33 749
B*78:01 79 3 1/2 76 65/11 1 7 843 32 529
B*81:01 81 5 1/4 76 67/9 0 76 2344 14 892
B*82:01 116 12 3/9 104 9717 0 104 601 30 203
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SDC, Table 3.Allele-per-allele distribution of reactive HLA eales positive with N-SAFB
and/or iBeads, for locus C. Positive (M#EDOO) HLA-C alleles with N-SAFB were
categorized into anti-dHLA and anti-nHLA according the D/N MFI ratio, and were
subclassified according to their positivity/negdsivtowards iBeads. Some alleles were
positive with iBeads only. Then mean MFI differesdeetween N-SAFB and iBeads were
calculated for all anti-nHLA and iBeads-positivéetds only, as well as for anti-nHLA with
MFI not higher than 3000 with SAFB, or with iBeasken SAFB was negative.

N-SAFB Anti- iBeads- Anti- iBeads- iBeads- Anti-nHLA and iBeads-

Alleles MFI 21000  dHLA positive/negative nHLA positive/negative positive Am'»m—.”.‘A and iBeads- positive only (MFI
positive only (all)

(n) (n) anti-dHLA (n) (n) anti-nHLA (n) only (n) <3000)
Mean N- Mean N-
Number o oh e Number oo
difference difference

C 784 89 10/79 695 509/186 19 714 1454 290 763
C*01:02 46 6 3/3 40 29/11 0 40 1047 16 595
C*02:02 65 8 0/8 57 42/15 0 57 2184 18 1137
C*03:02 43 3 1/2 40 33/7 3 43 906 18 617
C*03:03 46 3 1/2 43 31/12 2 45 1173 21 587
C*03:04 39 1 0/1 38 28/10 1 39 1075 17 665
C*04:01 38 3 0/3 35 26/9 0 35 2044 16 1264
C*05:01 60 9 0/9 51 31/20 1 52 2600 22 852
C*06:02 58 10 0/10 48 44/4 0 48 792 16 595
C*07:02 44 5 0/5 39 17/22 4 43 3215 21 1100
C*08:01 37 3 0/3 34 24/10 0 34 1167 13 753
C*12:03 43 6 1/5 37 30/7 1 38 715 16 514
C*14:02 33 5 1/4 28 23/5 1 29 732 9 434
C*15:02 68 9 217 59 50/9 0 59 535 23 640
C*16:01 32 6 0/6 26 21/5 4 30 397 16 104
C*17:01 79 7 1/6 72 46/26 1 73 1432 30 955
C*18:02 53 5 0/5 48 34/14 1 49 2425 18 995
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VI-4 — Quatrieme article: Impact clinique des antcorps anti-HLA
dénaturé de classe | préformés et dirigés contre ledonneur en

transplantation rénale

Article publié dans la revu€linical Transplantation

« Clinical impact of preformed donor-specific denatired class | HLA antibodies after
kidney transplantation »

Jonathan Visentin, Mélanie Marroc, Gwendaline Gagtli, Thomas Bachelet, Thoa Nong,
Jean-Francois Moreau, Jar-How Lee, Pierre Meniiienel Couzi and Jean-LucTaupin

Présentation et objectifs du travail

Ce travail fait suite aux trois articles précédeetsclot la partie de ce mémoire
consacrée aux anticorps anti-HLA dénaturés de elas§outes nos analyses concernant la
possible pathogénicité des anti-dHLA reposaient s résultats du XM CMF sur
lymphocytes T. Il nous restait a analyser I'impelgtique réel des anti-dHLA préformés chez
les patients transplantés, définis soit par leemaént acide des billes, soit par les iB&ads

Mon r6le dans cette étude a consisté en le reetddnalyse statistique des données
biologiques et en la rédaction d'une partie detitbr. Les données cliniques ont été
collectées par le Dr Mélanie Marroc, alors interdans le service de Néphrologie,
Transplantation, Dialyse, qui a été aidée par lei@mnel Couzi pour les analyses statistiques
des données histologiques et de survie des greffons

Parmi les 179 patients immunisés transplantés wiains centre entre 2000 et 2008, 86
n'avaient pas de DSA préformés, 67 des DSA de elasiont 44 sans DSA de classe Il
associé, et 26 navaient que des DSA de clasdeiduie 1, panel B). Les DSA de classe |
avaient une MFI relativement faible, avec une maéslide 1729. En effet, 80% des patients
qui les portaient avaient été greffés avec un XMatié Selon le test & I'acide et les iBe3ds
les anti-dHLA représentaient 11 et 18% des DSAldsse |, respectivement, et leur MFI sur
billes SAG classiques non traitées était relativeni@ble (médiane de 767 et 628) (Table 2).
Au final, seulement 7 patients avaient été tramgpkavec des anti-dHLA DSA préformés
sans anti-nHLA DSA associé en classe |, dont 2eana@galement au moins un DSA de
classe Il. Aucun de ces 7 patients n’a montré i heimoral durant la premiére année post-
transplantation (Tables 4 et 7).
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Abstract

Class I single antigen flow beads (SAFB) carryvetnd denatured HLA molecules. Using a
cohort of 179 class | HLA sensitised kidney reanpge we described incidence and clinical
relevance of preformed denatured HLA Donor Spedifitibodies (DSA) using two different
assays: an acid-treated SAFB assay (anti-dHLA D) the iBeads assays (SAFB+/iBeads-
DSA). Eighty-five class | DSA were found in 67 matis [median mean fluorescence intensity
(MFI) of 1729 (range 520-13882)]. Anti-dHLA and SBF/iBeads- DSA represented 11%
and 18% of class | DSA and were mainly low MFI D$00-1000 MFI). Concordance
between these two assays was good (90%). Nore gfdtients with only class | anti-dHLA
DSA or only SAFB+/iBeads- DSA developed acute clhiAMR in the first year post-
transplantation, and their 5-year DCGS was similarthat of patients without DSA.
Moreover, all these patients displayed a negativeeat T-cell flow cytometry crossmatch.
Therefore, both anti-dHLA DSA and SAFB+/iBeads- D&ppear irrelevant, which could

explain the good outcome observed in some patweithspreformed class | DSA.

Keywords: Antibody-Mediated Rejection, Denatured Class | HAAtibodies, Donor
Specific Antibodies, HLA, Kidney Transplantation.
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Introduction

The single antigen flow bead (SAFB) assays on theihexX platform have considerably
improved the identification of anti-HLA antibodiesmd donor specific antibodies (DSA) in
transplant recipients. This simple and highly siresiassay is now massively used in routine
practice. Retrospective studies have shown thatransplant SAFB DSA are associated with
a higher risk of graft loss and antibody-mediateigéation (AMR) (1-3), even for those with
low mean fluorescence intensity (MFI) (2). A receneta-analysis suggested that the
presence of DSA detected by SAFB nearly doubledidkefor AMR and increased the risk
for graft failure by 76%, despite a negative flowtametry crossmatch (FCXM) (4).
However, in these reports, not all SAFB-positiveAD8ere harmful, as many patients did not
develop AMR. Accordingly, it has recently been alied that 5-year graft survival is higher
in recipients with class | DSA, as detected withFBAcompared to those with class Il DSA,
suggesting that non-deleterious or irrelevant D®AIld be more frequently encountered
among class | DSA (5).

The SAFB assay uses purified recombinant HLA mdéscbound to polystyrene beads. It is
known that not only native class | HLA (nHLA) busa denatured class | HLA (dHLA), i.e.
free HLA class | heavy chain dissociated from b&tanicroglobulin and peptide, are
simultaneously present on the class | SAFB surfacé,that dHLA can be the target of serum
antibodies (6). The concomitant use of SAFB andd-aeated SAFB has allowed
distinguishing anti-native HLA antibodies (anti-nA)from anti-denatured HLA antibodies
(anti-dHLA) (6-8). Indeed, acid treatment is knotendissociate the class | HLA heterotrimer
(9-12), leaving the beads covered with dHLA only. By combining both SAFB and acid-
treated SAFB assays, we recently proposed a thcestlowing accurately distinguishing
anti-dHLA from anti-nHLA by comparison of MFI betee non-treated and acid-treated

conditions (8). More recently, a new SAFB reagangély devoid of denatured class | HLA
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antigens through enzymatic treatments (iBeads, Carabda) has also been proposed as
being insensitive to anti-dHLA antibodies (7, 8).domparison with classical SAFB, iBeads
have been shown in a clinical study to better wijgtish pathogenic DSA (7) and we
previously demonstrated that iBeads were more petetowards antibodies able to trigger
FCXM positivity (8). Noteworthy, the several repoduggesting a lack of clinical relevance
for anti-dHLA DSA, as defined with acid-treatmeritatassical SAFB or with iBeads, were
only case reports or did not use SAFB assays dytsaneening assays, while others did not
consider associated class || DSA which could ctuistia confounding factor in the analysis
(7, 13, 14).

The aim of this retrospective study was to evalihéincidence and clinical relevance of
SAFB-identified preformed class | DSA on the dayt@nsplantation, according to their
behaviour towards acid-treated SAFB and iBeads, takihg into account the presence or

absence of class Il DSA.
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Patients and methods

Patients

The 179 class | HLA sensitized kidney recipienégplanted with a deceased donor between
January 2000 and December 2008 at the Bordeauxetsity Hospital were included in this
retrospective single-centre study and were followetdl February 2013. Clinically indicated
allograft biopsies were performed when creatinireemdised by more than 20% or when
significant proteinuria occurred. All reported m&jen episodes were biopsy-proven and
defined according to the Banff 2009 classificat{@b), updated with the Banff 2013 report
for AMR definition (16). Institutional review boardpproval has been obtained. The study
was conducted in accordance with the 2000 Dectaradf Helsinki and the Declaration of
Istanbul 2008. Informed consent was obtained freerye patient prior to their inclusion in
the study. Induction therapy included for the nuestt anti-1L2 receptor antibody (anti-IL2R)
(45%) or anti-thymocyte globulins (ATG) (52%), amdravenous immunoglobulins (IVIG)
(15%) when crossmatch was positive. Maintenanceaptyepredominantly used tacrolimus
(78%) or cyclosporine (17%) associated with mycaopitete mofetil (94%). Through target
level for tacrolimus was 8-12 ng/ml for the firstr8onths, then 5-10 ng/ml afterwards.
Through target level for cyclosporine was 100-1§0mi for the first 3 months, then 100-125
ng/ml. All patients received mycophenolate mofd® g/day), no mycophenolic acid
monitoring being routinely performed. T-cell meedidtrejection (TCMR) was treated with
intravenous steroids (500 mg/day for 3 days). AMBswvireated with intravenous steroids
(500 mg/day for 4 days), plasmapheresis (8 segsamtsafterwards IVIG (1 g/kg per day for

2 days).
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SAFB assays

Day of transplantation sera were analysed in thigys Sera were stored at -80°C. Those
which had not been tested for routine purposes flatih bead assays (screening implemented
in April 2005 and SAFB in May 2008) were tested raspectively according to
manufacturer’'s recommendations (One Lambda Incno@a Park, CA). Only samples
positive with the routine screening assay (Labsttédixed Class | and Il, One Lambda Inc.,
Canoga Park, CA) were tested with SAFB class | @@f) and/or class Il (lot 009) assays.
Measured MFI values were normalized using the besdbrmula (Fusiofi software, One
Lambda Inc.) Our local post-transplant positivityeshold of MEF500 was applied for DSA
definition. Two different approaches were used ifeeentiate anti-nHLA from anti-dHLA
antibodies. On the one hand, denaturation of daksiass | SAFB was performed by pre-
incubating the beads for 30 min with 0.1 M glycibeffer containing 1% bovine serum
albumin (pH=2.5), followed by three washes with &&FB kit washing buffer. The assay
was then performed exactly as for the non-denajwrondition. Consistency of denaturation
was ascertained with a positive control serum d¢omg only anti-nHLA, as previously
reported (8). One the second hand, the iBeadddti0Q1, One Lambda Inc.) was used for
sera still available at the time of the study (f®ag 67 sera, i.e. 88%). The same threshold

as for classical SAFB (MEB00) was applied for positivity definition.

Characterization of class | DSA with acid-treatment

The maximum variation coefficient of inter-assayri&hility observed in our
laboratory is about 20% for normalized MFI valué®we 500 (data not shown). Hence, we
considered as significant a MFI increase after-auidiced denaturation (D) efl.2 times the
non-treated (N) condition MFI and therefore classifbeads into two categories according to

MFI ratio between the denaturing (D) and non-trégié) conditions. Those with a noticeable
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increase in reactivity after acid treatment{C2N) were considered as recognized by anti-

dHLA and the remaining were considered as recogrigeanti-nHLA.

Crossmatches

The complement-dependent cytotoxicity crossmatddG&M) and the FCXM assays were
performed prospectively, as previously reported).(For this study, only the crossmatch
results for the day of the transplant serum wenesicered. The positivity threshold for
CDCXM was set at 20% of dead cells. The locallyud positivity thresholds for T-
lymphocyte FCXM and B-lymphocyte FCXM were at metannel shift (MCS) values of 50
and 70 above the negative control, respectively figgative control was a serum pool from

AB group non allosensitised donors.

Statistical analysis

Comparisons between the groups were performed usingentional statistics for
matched data: Mc Nemg? or Fisher’s exact test for qualitative variabl8fydent’s t-test or
Wilcoxon rank-test for quantitative variables, whegspropriate. Graft survival was analyzed
with the Kaplan—Meier method, and group differeneese assessed by the log-rank test. The
variables potentially associated with the occureent AMR were subjected to univariate
analysis. Risk factors with a p-value lower thadSOwere included in a multivariate model.

Analyses were performed with JMP.10 (version 2@B&S Institute Inc, Cary, NC).
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Results

Characteristics of the patients’ cohort and DSA

The 179 class | HLA sensitized kidney recipieng$planted in our centre between
January 2000 and December 2008 were included. Haeacteristics of the cohort are
depicted in Table 1. All the patients were transfgd with a negative current T-cell CDCXM
while 8 (4.6%) were transplanted with a positiverent B-cell CDCXM. Twenty-five (14%)
were transplanted with a current positive T-celXMand 36 (20%) with a current positive
B-cell FCXM. Sera harvested the day of transplamatvere tested with the class | and/or Il
SAFB when the flow bead screening assay was pesifighty-five class | SAFB DSA were
found in 67 patients as 52 patients had only 1sdd3SA, 12 patients had 2 class | DSA and
3 patients had 3 class | DSA. They were directexnes 36 HLA-A (42%), 32 HLA-B (38%),
and 17 HLA-Cw (20%), with a median MFI of 1729 (gen520-13882). Moreover, 49
patients had class Il DSA (DR and/or DQ and/or DBAR 23 having both class | + Il DSA
and 26 having only class Il DSA, then 44 patiergd bnly class | DSA and 86 patients had
no DSA. Patients with no DSA received more freglyeimduction treatment with anti-IL2R
than DSA groups which mainly received ATG (p=0.0M9. other difference in treatment was

found between patients with and without preform&AD

Description of denatured and native class | HLA DSA

Using concomitantly non-treated and acid-treateérB£see Materials and Methods),
a total of 9 anti-dHLA (11%) and 76 anti-nHLA DSB89%) were found among the 85 DSA
(Table 2 and Figure 1A). Eight percent of HLA-A, 3#foHLA-B, and 29% of HLA-Cw DSA
were found to be anti-dHLA DSA. Median (range) aitiLA and anti-nHLA DSA MFI in

non-treated condition was 767 (520-9078) and 2628-{3882), respectively (p=0.01). Anti-
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dHLA DSA were found in 21%, 6% and 4% of class 1AD&ith a MFI in the 500-999, 1000-
2999 and>3000 range, respectively.

Seventy-four among the 85 non-treated SAFB+ clad3$A could be analyzed with
iBeads. Fifty-nine (88%) among the 67 anti-nHLA DSésted were iBeads positive
(iBeads+, MFE*500) whereas 5 (71%) among the 7 anti-dHLA DSAei@sivere iBeads
negative (iBeads-, MFI<500). Of note, Anti-nHLA aiBeads+ DSA were more frequently
encountered among patients who have had a pretraosplant (p=0.004 and 0.001 for anti-

NHLA and iBeads+ DSA, respectively).

Description of iBeads+ and iBeads- class | HLA DSA

Among the 74 SAFB+ class | DSA analysed with iBedds(18%) were iBeads- and
61 (82%) were iBeads+ (Table 2 and Figure 1A). SABeads- DSA represented 19% of
HLA-A, 14% of HLA-B and 20% of HLA-Cw DSA. Medianrgnge) non-treated SAFB+
MFI was 628 (529-1690) and 2713 (601-13882) for tBeads- and iBeads+ DSA,
respectively (p=0.0001). The iBeads- DSA were foum85%, 7% and 0% of the non-treated
SAFB class | DSA with MFI in the 500-999, 1000-29%8d>3000 range, respectively. Only
38% of non-treated SAFB+/iBeads- DSA were anti-dkllwhereas 97% of non-treated

SAFB+/iBeads+ DSA were anti-nHLA.

Distribution of denatured and native class | HLA DSin patients

Seven recipients only had anti-dHLA class | DSA, la@ving only 1 DSA. The
remaining 60 class | DSA-positive patients hadeast one anti-nHLA DSA (Figure 1B and
Table 3). DSA MFI sum with non-treated SAFB was éown patients with anti-dHLA
(median 999, range 519-9078) than in patients waiti-nHLA DSA (median 2859, range
529-26727, p=0.02). None of the 7 patients with-dRLA DSA and 28% (17/60) of patients

with anti-nHLA DSA had a positive T-cell FCXM (p).
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Distribution of iBeads+ and iBeads- class | HLA DSA patients

The 74 non-treated SAFB DSA analysed with iBeadsecfom 59 patients. Among
them, 7 only had iBeads- DSA and 52 had at leastBeads+ DSA (Figure 1B and Table 3).
Ninety-three percent of patients with anti-nHLA DS¥ere positive with iBeads (50/54),
while 60% of patients with only anti-dHLA DSA wenegative with iBeads (3/5). Then, non
concordance between the two assays was observetD% of patients: 3% of anti-
dHLA/iBeads+ patients and 7% of anti-nHLA/iBeadstipnts. DSA MFI sum with non-
treated SAFB was lower for patients with iBeads-AD&ly (median 701, range 529-1690)
than for patients with iBeads+ DSA (median 3146gm643-26727) (p=0.0002). None of the
patients with non-treated SAFB+/iBeads- DSA and 3b% patients with non-treated

SAFB+/iBeads+ DSA had a positive T-cell FCXM (p=&).0

Clinical impact of denatured and native class | HLBSA

Patients displaying one-year AMR were 1 (2%) amitvegd4 patients with only class | DSA,
5 (22%) among the 23 patients with class I+l D8A15%) among the 26 patients with only
class Il DSA and 5 (6%) among the 86 patients withpyeformed DSA (p=0.02) (Table 4).
Timing, histological and serological characteristaf these patients are described in Table 5.
Among the 5 patients who displayed one-year AMRy one hadde novoDSA and then was
classified as an acute/active AMR, the four othieesng considered as “suspicious” for
acute/active AMR. T-cell mediated rejection incidenand 5-year death-censored graft
survival (DCGS) were similar in these 4 groups.ngsmultivariate analysis including seven
parameters (recipient age, donor age, extendeeriaritionor (18), ischemia time, delayed
graft function, class | DSA, class Il DSA), we obgl that only class II DSA were

independently associated with an increased rigkhdR (OR 5.02, p=0.01, Table 6).
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Among the 44 patients with only class | DSA, 5 lmadly anti-dHLA and 39 had anti-nHLA.
Both AMR incidence and 5-year DCGS were similathese 2 groups (Table 4). Among the
23 patients with both class I+1l DSA, 2 had antitdHand 21 had anti-nHLA class | DSA.
No AMR was observed for the 2 patients with antiké versus 5 (24%) among the 21
patients with anti-nHLA DSA (p=0.4). Five-year DC®f&s 100% (2/2) and 76% (16/21) in
anti-dHLA and anti-nHLA class | DSA patients, resireely (p=0.4).

There was no significant difference in non-trea®%-B MFI sum between patients having
anti-nHLA whichever they underwent 1-year AMR ort fimedian (range) no AMR: 2942
(644-14511), AMR: 5164 (2013-26728), p=0.09]. Ndfedence in maintenance treatment

was found between the patients categories depict€dble 4 (data not shown).

Clinical impact of iBeads+ and iBeads- class | HLIBSA
No AMR were observed and 5-year DCGS was 100%tieqa with SAFB+/iBeads-

DSA. AMR incidence and 5-year DCGS were similar westn SAFB+/iBeads- and
SAFB+/iBeads+ patients, whether or not class |l D&#&e associated (Table 7). Regarding
SAFB+/iBeads+ patients with class Il DSA, we did observe a significant difference on
iBeads MFI sum between those who displayed 1-yéddRAand those who did not [median
(range) no AMR: 2149 (700-14693), AMR: 5524 (542728), p=0.22]. No difference in
maintenance treatment was found between the patetégories depicted in Table 6 (data

not shown).
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Discussion

Clinical relevance of preformed class | DSA detdcteith SAFB only is still a debate,
especially for those with low MFI (2, 4, 5), andstiquestion has become more complex when
it was discovered that class | SAFB assay can iigeanti-dHLA DSA (6). Previous studies
describing clinical relevance of anti-dHLA DSA hawencluded that these antibodies could
be non-deleterious (7, 14). We designed this stodseappraise this hypothesis, by using
SAFB assays and integrating the presence or abseinctass Il DSA in the analysis.
Considering this parameter is crucial, especiallywae identified it as the sole criterion
associated with higher risk of AMR by multivariatealysis.

In our cohort, none of the patients with only classiti-dHLA DSA or only SAFB+/iBeads-
DSA developed acute clinical AMR in the first ygawst-transplantation, and their 5-year
DCGS was similar to that of patients without DSAofdover, these patients all displayed a
negative current T-cell FCXM, whereas T cell FCXbkjiive patients had a higher incidence
of 1 year AMR (data not shown). This was in accoo#a with our previous report
demonstrating that anti-dHLA vyield positive FCXMadtically less frequently than anti-
nHLA (8). However, in the present study, the fawttthe majority of anti-dHLA were of
lower MFI than anti-nHLA could also explain thisstdt, even if one patient had an anti-
dHLA DSA with a MFI above 9000.

Our findings suggested that anti-dHLA DSA and SARBeads- DSA could be non-
detrimental to the transplant, although we wereblengdo draw definitive conclusions
regarding the clinical impact of anti-dHLA or SAFEBeads- DSA, because patients with
class | anti-nHLA or SAFB+/iBeads+ DSA also hadoad outcome. This could be explained
by the presence of a negative FCXM the day of plamsation for most of them, in line with
the low median MFI for the anti-nHLA and SAFB+/iBkEa DSA displayed in this cohort.

However, among patients having anti-nHLA or iBeadS$A, we did not observe a
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significant difference of DSA MFI sum between thedeo displayed 1-year AMR and those
who did not. Moreover, our analysis lacked stat@tipower due to the weak number of
patients having anti-dHLA DSA. Such a small numtan be explained by the facts that, 1)
although 39% of sensitized recipients awaiting dn&y transplant patients display anti-
dHLA, they only represent 6% of class | anti-HLAtiandies (8) and as a consequence it is
quite rare to transplant patients with preformeti-dHLA DSA, and 2) both anti-nHLA and
anti-dHLA antibodies are indistinctly inputed inbair kidney national allocation program in
order to perform transplantation without preformB&A. However, as we previously
described the negative impact of anti-dHLA on asdesa transplant (8), a larger multicenter
study would allow corroborating our findings andodk already published, in order to
establish whether or not the tracking of the ahtl-A DSA with acid-treatment assay or
iBeads is beneficiary to the patients.

In the present study, anti-dHLA DSA and SAFB+/iBeaDSA represented 11% and 18% of
preformed class | DSA, respectively. Interestingly did not observe a strict concordance
between these two assays, 10% of the patients lkffegently classified. This number
appeared quite low and was in accordance with aewigus work, showing 88% of
concordance between both assays. On the one Henanti-dHLA/iBeads+ DSA could be
explained by the fact that enzymatic treatmentsBa&fads might not remove all dHLA
molecules from bead surface. Indeed, whereas iBsads described as being largely devoid
of denatured HLA molecules, staining with the HC+h0noclonal antibody specific for a
majority of class | FHC displays some residual mgd(7). Alternatively, some sera could
contain both anti-dHLA and anti-nHLA targeting te@me donor antigen, and if so, the loss
of anti-nHLA reactivity after acid-treatment coule masked by the increase of the anti-
dHLA MFI. Experiments are underway to confirm tliigpothesis. On the other hand, the
anti-nHLA/iBeads- DSA could be explained by a slighower sensitivity of the iBeads

when compared to the classical SAFB assay, astezgpetsewhere (7). Then, each of these
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two assays seemed to have its own limitations, dambining them with a sensitive
prospective pre-transplant FCXM can compensatetimgediments.

No AMR episodes were observed for patients withi-dHtA/iBeads+ DSA and anti-
nHLA/iBeads- DSA. Since the association between five&vr DSA and poor outcome is still
debated, SAFB acid-treatment and iBeads assays @euliseful for patients with low MFI
DSA. They could also represent valuable alternatiee patients with concomitant class Il
DSA, as in this category 24% of patients with arifitA DSA and 26% of patients with
SAFB+/iBeads+ DSA developed AMR versus none ofghgents with anti-dHLA DSA or
SAFB+/iBeads- DSA.

Our data showed that 29% of HLA-Cw DSA were antkdHDSA. The recent literature
demonstrates that anti-HLA-Cw antibodies can alsose AMR and graft failure, but their
role remains unclear, and HLA-Cw matching is natsidered in organ allocation in many
countries, including France (19-23). Being morejfiently found than anti HLA-A or -B, this
could explain why it has not been possible sodagdtablish a consensus on the relevance of
HLA-Cw DSA with a poor outcome.

In conclusion, our findings implement the knowledgehe field of preformed class | DSA,
showing that anti-dHLA are usually of a lower MMlah anti-nHLA and appear clinically
irrelevant, which can explain why some patientshviaw titer preformed class | DSA with
the current routine SAFB assay have a very goodoog. In the routine setting of the pre
transplant follow-up for class | sensitised patenihe acid-treatment assay could be used for
the first available serum to identify anti-dHLA. tAfwards, only sera displaying new
antibody specificities with the classical SAFB asshould be tested. An alternative could be
to use the iBeads assay alone. Both strategiesciat=h with a sensitive prospective
emergency pre-transplant FCXM will help stratifyimgmunological risk for patients with

class | DSA and performing transplantation with 4pathogenic anti-dHLA.
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Table 1: Patient characteristics

Characteristics

Mean £ SD, or n (%)

Age (years)
Sex (M/F)
Nephropathy
Glomerular
Tubulo-interstitial
Vascular
Hereditary/congenital
Others
Unknown
Previous transplant (%)
Transfusion (%)
Pregnancy (%)
Extended criteria donor (%)
A-B-DR mismatches
Total ischemia (hours)
ATG?%anti-IL2R antibodies/no (%)
Intravenous Immunoglobulins (%)
Tacrolimus/Ciclosporine/other (%)
Mycophenolate mofetil (%)

Delayed graft function (%)

46.7 +11.8

84 (47%) / 95 (53%)

73
26
12
39
3
26
95 (53%)
97 (54%)
62 (35%)
34 (19%)
2.8+1.4
21+8
93 (52%) / 80 (45%) / 6 (3%)
26 (15%)
140 (78%) / 30 (17%) / 9 (5%)
169 (94%)

74 (41%)

®ATG: anti-thymocyte globulins
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Table 2: Description of class | HLA DSA.Class | DSA were identified with classical SAFB ahén classified according to acid-treatment and
iBeads assays. Anti-dHLA: anti-denatured HLA andiies; anti-nHLA: anti-native HLA antibodies; DSA.0oDbor Specific Antibodies; MFI: Mean

fluorescence intensity; SAFB: Single antigen flosats.

SAFB DSA (n=85) p SAFB DSA tested with iBeads (n4y p
Anti-dHLA DSA (n=9, 11%) Anti-nHLA DSA (n=76, 89%) iBeads - (n=13, 18%) iBeads + (n=61, 82%)
HLA-A DSA, n (%) 3 (33%) 33 (43%) 6 (46%) 25 (41%)
HLA-B DSA, n (%) 1 (11%) 31 (41%) 4 (31%) 24 (39%)
HLA-Cw DSA, n (%) 5 (56%) 12 (16%) 3 (23%) 12 (20%)
Non-treated SAFB Median
767 (520-9078) 2088 (529-13882) 0.01 628 (529-1690) 2713 (601-13882) 0.0001
(range) MFI
500<MFI <999, n (%) 6 (67%) 22 (29%) 11 (85%) 9 (15%)
1006=MFI £2999, n (%) 2 (22%) 30 (39%) 2 (15%) 27 (44%)
MFI>3000, n (%) 1 (11%) 24 (32%) 0 (0%) 25 (41%)
iBeads tested n=7 n=67
iBeads
338 (1-2272) 1842 (200-14374) 0.003
Median (range) MFI
iBeads +, n (%) 2 (29%) 59 (88%)
iBeads -, n (%) 5 (71%) 8 (12%)
iBeads not tested, n 2 9
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Table 3: Distribution of class | HLA DSA in patients. Class | DSA were identified with classical SAFB ahén classified according to acid-
treatment and iBeads assays. Anti-dHLA: anti-dematuHLA antibodies; anti-nHLA: anti-native HLA ahotdies; DSA: Donor Specific

Antibodies; FCXM: Flow-cytometry crossmatch;, MQ@ean channel shift; MFI: Mean fluorescence intgnsfAFB: Single antigen flow beads.

Patients with only anti- Patients with Patients with only Patients with iBeads+
dHLA DSA (n=7) anti-nHLA DSA (n=60) iBeads— DSA (n=7) DSA (n=52) P
Non-treated SAFB
) 999 (519-9078) 2859 (529-26727) 0.02 701 (529-1690) 3146 (643-26727) 0.0002
Median (range) MFI sum
T-cell FCXM
_ 5 (0-22) 0.2 0 (0-9) 17 (0-225) 0.0009
Median (range) MCS
Positive T-cell FCXM
0 (0%) 0.1 0 (0%) 16 (31%) 0.08

(MCS > 50), n (%)

187



Table 4: Outcome of patients according to acid-trenent assay.Class | DSA were identified with classical SAFB ahdn classified according
to acid-treatment assay. AMR: Antibody mediate@ctpn; Anti-dHLA: anti-denatured HLA antibodiesyteanHLA: anti-native HLA antibodies;
DCGS: Death-censored graft survival; DSA: Donor fpe Antibodies; MFI: Mean fluorescence intensityAFB: Single antigen flow beads;

TCMR: T cell mediated rejection.

179 patients

Class | HLA DSA Class I+l HLA DSA Class Il HLA DSA No HLA DSA
n=44 n=23 n=26 n=86 P
1-year AMR 1 (2%) 5 (22%) 4 (15%) 5 (6%) 0.02
1-year TCMR 4 (9%) 2 (9%) 4 (15%) 10 (12%) 0.8
5-year patient survival 42 (95%) 21 (91%) 24 (92%) 82 (95%) 0.9
5-year graft survival 35 (80%) 17 (74%) 21 (81%) 71 (83%) 0.9
5-year DCGS 37 (84%) 18 (78%) 23 (88%) 74 (86%) 0.8
Anti-dHLA only Anti-nHLA Anti-dHLA only Anti-nHLA
n=5 n=39 P n=2 n=21
1-year AMR 0 (0%) 1 (3%) 0.7 0 (0%) 5 (24%) 04
1-year TCMR 0 (0%) 4 (10%) 0.5 0 (0%) 2 (10%) 0.6
5-year patient survival
5 (100%) 37 (95%) 0.6 1 (50%) 21 (100%) 0.004
5-year graft survival
4 (80%) 31 (79%) 0.7 1 (50%) 16 (76%) 0.7
5-year DCGS 4 (80%) 33 (85%) 0.8 2 (100%) 16 (76%) 0.4
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Table 5: Timing, serological and histological chareteristics of the patients who displayed 1-year aitody-mediated rejection. Clinically

indicated allograft biopsies were performed andatpn episodes were defined according to the B20iB classification and SAFB testing. AMR:
Antibody mediated rejection; DSA: Donor Specificthodies; MFI: Mean fluorescence intensity; SAFBdgle antigen flow beads; TCMR: T cell

mediated rejection.

. Time to . Histology
Patient rejection Day of transplantation Day of biopsy DSA (MFI) Banff diagnosis
number ) DSA (MFI) y psy g ptc v t i cg cv ct ci ah mm  C4d g
(days)
#1 21 Cw6 (5400) Cwb (3127) 2 2 O 1 1 O 1 0 0 0 1 + utafActive AMR
Cwé6 (13625), Cwl7 Cw6 (14514), Cwl7 (16068),
#2 36 (13103), DP2 (15086), DP2 (5733), 0 0 3 0 1 o0 0 0 0 0 0 + Acute/Active AMR
DPB1*04:02 (1837) DPB1*04:02 (1876)
#3 8 B18 (5164), DP11 (700) B18 (1831), DP11 (678) 2 10 0 0O 0 © 0 0 0 0 + Acute/Active AMR
Al (767), B13 (784), Cwl6 Al (9005), B13 (8765), Cwl6 _
#4 14 3 0 1 O 0 1 1 1 0 + Acute/Active AMR
(2811), DPB1*04:01 (913)  (8980), DPB1*04:01 (9988)
#5 20 Cw5 (2013), DQ7 (2212) Cw5 (15844),DQ7 (213051 2 0 0 1 0 O 1 1 0 0 + Acute/Active AMR
#6 24 AB8 (10685), DP3 (17787) A68 (12709),DP3(16035 2 1 1 0 1 0 1 1 1 1 0 + Acute/Active AMR
#7 193 DQ6 (7787) DR51 (1020), DQ6 (7300) 2 0 0O 0 0 22 2 2 0 2 - Chronic/Active AMR
#8 25 DP14 (2819) DP14 (882) 1 1 0 0 1 0 © 1 1 0 0 + cut&/Active AMR
#9 91 DP14 (1255) DP14 (8851) 0 1 0 0 1 0 o© 1 1 0 0 + Acute/Active AMR
#10 67 DR4 (3339) DR4 (700) 2 1 o 1 2 O 0 1 1 0 0 - tabActive AMR
B38 (518), Cwl2 (622), DR13
#11 292 No DSA (763), DR52 (2545), 0 1 0 0 1 0 o© 1 1 0 0 + Acute/Active AMR
DQ6 (1865), DQ7 (504)
Suspicious for Acute/Active AMR
#12 28 No DSA No DSA 1 1 0 2 2 0 0 1 1 0 0
+ TCMR
#13 73 No DSA No DSA 0 1 3 0 0 O 0 1 1 0 2 + SuspicifarsAcute/Active AMR
#14 18 No DSA No DSA 0 1 0O 0 0 o 1 1 1 0 1 + SuspiciftusAcute/Active AMR
Suspicious for Acute/Active AMR
#15 87 No DSA No DSA 0 1 1 2 2 0 0 1 1 0 0

+ TCMR
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Table 6: Multivariate analysis of factors associaté with 1-year AMR. Extended criteria donor were defined as previousiycdbed (18).
Ischemia time: time between the recovering of tiomdy (no flow in the renal artery) and the anagisisiin the recipient. Delayed graft function

was defined as the need of dialysis during thé Wesek of transplantation. AMR: Antibody mediategection; DSA: Donor specific antibodies.

Odd ratio p
Recipient age 0.96 0.2
Donor age 1.01 0.6
Extended Criteria Donor 2.42 0.4
Ischemia time 1.03 0.4
Delayed graft function 0.57 0.4
Class | DSA 0.90 0.9
Class Il DSA 5.02 0.01
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Table 7: Outcome of patients according to iBeads aay. Class | DSA were identified with classical SAFB aiheén classified according to

iBeads. AMR: Antibody mediated rejectioDCGS: Death-censored graft survival, DSA: Donor (Hpe Antibodies; MFI: Mean fluorescence

intensity; SAFB: Single antigen flow beads; TCMRcéll mediated rejection.

Class | DSA Class I+l DSA
n=38 n=21
. SAFB+/iBeads+ SAFB+/iBeads- SAFB+/iBeads+
SAFB+/iBeads-
. DSA p DSA DSA p
n=
n=33 n=2 n=19
1-year AMR 0 (0%) 1 (3%) 0.6 0 (0%) 5 (26%) 0.4
1-year TCMR 0 (0%) 3 (9%) 0.7 0 (0%) 2 (11%) 0.6
5-year patient
_ 5 (100%) 31 (94%) 0.6 1 (50%) 19 (100%) 0.008
survival
5-year graft survival 5 (100%) 26 (79%) 0.2 1 (50%) 14 (74%) 0.7
5-year DCGS 5 (100%) 28 (85%) 0.3 2 (100%) 14 (74%) 0.4
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Figures legends

Figure 1: Distribution of DSA and patients accordirg to acid-treatment and
iBeads assaysFigure 1A: Class | DSA were classified as anti-nHlaAd anti-dHLA
according to acid-treatment assay, and then sw#goarzed according to iBeads assay results.
Figure 1B: Class | and Il DSA distribution among tpatients, according to acid-treatment

and iBeads assays. +: positive; -: negative; NA:available.
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FIGURE 1

1A Class | SAFB
85 DSA
Anti-dHLA DSA Anti-nHLA DSA
9 DSA 76 DSA
fmoenemeeme F =
| iBeads result + - NA + - NA i
i DSA (n) 2 5 2 59 8 9| |
! |

Class | HLA sensitized patients
n=179
I
I T 1
No DSA Class I DSA Class Il DSA eonly
nh=86 h=67 nh=26
I
1 1
Class | DSA only Class |+ 11 DSA
n =44 n=23
Anti-dHLA DSA Anti-nHLA DSA Anti-dHLA DSA Anti-nHLA DSA
n=5 n =39 n=2 n=21
o  ————  E—————  E—————— § E—
liBeads result | + - NA + - NA + - NA + - NA| |
| Patients (n) 2 2 1 34 3 5 0 1 1 19 1 1 |1

193



VI-5 — Anticorps anti-HLA dénaturé de classe | - Dscussion des résultats

Notre premier article constitue la plus importaétede montrant la relation entre les
résultats du traitement acide des billes SAG clasda XM CMF et des iBeaschez des
patients en attente de transplantation rénalej qiresl'impact des anti-dHLA sur I'accés a la
greffe. A ce titre il a fait I'objet d'un commentaiéditorial dans le méme numéro du journal
(371).

Pour la premiére fois le seuil utilisé pour défirgs anti-dHLA (D>1,2N) était basé
sur la fidélité intermédiaire de la technique, ‘était pas un seuil de MFI arbitraire ne tenant
pas compte de la réactivité sur les billes noriéeai Notre estimation était, en partant d'un
coefficient de variation intra-laboratoire maximui® 20% (et qui est de 13% en moyenne au
sein de notre laboratoire), que nous avions moin$G¥ de chance de nous tromper lors de
I'assignation d’un anti-dHLA. Ceci a été confirmarpges résultats obtenus en XM CMF et,
de maniére intéressante, plus de 69% des anti-déichkits dans notre étude possédaient un
ratio D/N largement supérieur a 1,2N. A noter egederformances des seuils D/N et de MFI
des iBead$ que nous avons utilisés étaient acceptables pauatirp un XM CMF négatif
(sensibilité et -LR) mais pas un XM CMF positif €gfficité et +LR). Ce fut une volonté de
notre part que de privilégier la sécurité des pégie

Les anti-nHLA & comportement intermédiaire consigtat une classe d’anticorps
éenigmatique, mais le fait qu’ils engendraient uassmatch positif dans la majorité des cas
indiquait leur réelle capacité a reconnaitre dé®ges portés par les molécules HLA natives.
A noter que le seuil £0,2N utilisé pour définir les anti-nHLA « prototyjpies »,
reconnaissant des épitopes sensibles a I'acidégétnt a lui arbitraire, car nous imaginions
que ces anticorps devaient perdre la totalité derksactivité aprés traitement. En effet, 7328
billes parmi les 7731 (95%) reconnues par desrdfitiA « prototypiques » avaient une MFI
inférieure a 1000 apres traitement acide.

Nous avons également étudié un a un les profils pdeents afin d’identifier, si
possible, le ou les épitopes natifs ou cryptiqeesmnnus, sur la base de ce qui avait été décrit
dans la littérature. Ces résultats n'ont pas é&sgmntés dans nos articles. Parmi les 126
patients ayant des anti-dHLA, seulement 27 (21%)eat un profil pouvant étre parfaitement
expliqué par des épitopes répertoriés par EI-Awaok. (343). Il est important de noter que
ces auteurs n'ont réalisé leur étude épitopiqua tjaide de sérums monospécifiques, locus
monospécifiques ou bien quelques sérums polyspéesi pour lesquels tous les antigenes
positifs avaient a priori un seul épitope commuimsA la moitié des épitopes décrits (30/58)
étaient des épitopes limités a un seul antigeme ebncernaient que 28 (29%) des 97 alléles
testés en SAG. Il est donc évident que leur étedééarivait qu’'une faible partie des épitopes
cryptiqgues pouvant étre reconnus par des anti-dHRAplus leur population était différente
de la nétre, qui était constituée de patients aysnir la plupart subi des événements
immunisants (en particulier une ou plusieurs trargptions). Nous ne pouvons donc pas
exclure que certains des anti-dHLA identifiés daogre cohorte soient secondaires a une
allo-immunisation et ainsi reconnaissent des épaoplifféerents de ceux qui sont dits
« naturels ». Par ailleurs, la complexité des (walies patients immunisés rendait souvent
I'analyse épitopique difficile voire impossible, grarticulier lorsque la reconnaissance de
certains antigénes pouvaient étre attribuée a ika dodes épitopes natifs et des épitopes
cryptiques.
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De maniere intéressante, les anti-dHLA étaient ptusvent retrouvés parmi les anti-
HLA-Cw, puis les anti-A et les anti-B. De plus, asin de chaque locus, certains alléles
étaient plus fréquemment reconnus par les anti-dHOktte hétérogénéité n’est pas
clairement élucidée, mais il est possible que fggy@nes non HLA engendrant une réponse
humorale anti-HLA dénaturé possedent des épitohes fpéquemment portés par certains
antigenes HLA. Il est également possible que aestaintigenes soient plus résistants que
d’autres a la dénaturation ayant lieu lors de bBapson sur les billes au moment de leur
préparation chez le fournisseur. Alors méme queatgsdHLA reconnaissant des antigenes
HLA-Cw étaient les plus fréquents, peu de XM CME tmt testés. En effet, & I'époque ou
nous avons réalisé cette étude, le typage HLA-atait’ pas réalisé en systématique pour nos
donneurs locaux et peu pour les donneurs extérieurs

Un autre aspect de notre travail n’est pas non ykible dans larticle. Il s'agit de
notre collaboration avec le Dr Valérie Dubois (ledioire HLA, EFS Lyon) a laquelle nous
avons envoyeé 14 sérums contenant des anti-dHLA @oiils soient testés avec les kits SAG
du seul autre fournisseur concurrent existant detnent (Immucof, 81 alleles classe | en
commun avec les kits One LamBdgour les lots utilisés pour ce travail : lot 008up One
Lambd& et lot 02283 03203F-SA1 pour Immu&prCes sérums étaient sélectionnés pour
tester le plus d’anti-dHLA possible sur billes roaitées, le traitement acide ne fonctionnant
pas (bruit de fond important) sur ces kits. Au ltcid34 alléles ont été testés avec les 2 kits,
445 étant positifs avec les kits One Lambda do8t (Pd,5%) étaient reconnus par des anti-
dHLA. Parmi ces derniers, 27 avaient été testé MNOMF et étaient négatifs dont 18 (67%)
étaient aussi positifs avec le kit ImnmugoNous démontrions donc que les kits en provenance
des deux fournisseurs souffraient de la détectiantieddHLA.

La forte prévalence des anti-dHLA suggérait un iotpaon négligeable de ces
anticorps sur l'accés a la greffe, impact que natolaboration avec I'Agence de la
Biomédecine a permis d’estimer avec précision,esrarit compte des haplotypes présents
dans la population et non en se basant uniquenuené pourcentage de représentation des
alleles pris de maniéere individuelle, comme celaitaété fait dans un autre travail récemment
publié (337). Les patients les plus affectés étagmux ayant une immunisation faible a
intermédiaire. Les premiers ne devraient que petfriod’une telle interférence, en revanche
les patients ayant un TGI au-dela de 40% pourrdiénéficier d’'un meilleur accés a la greffe
si 'on ne tenait pas compte des anti-dHLA. L’'impasur les hyper immunisés était
négligeable, sans doute parce que ces patientsnaydus d’explications allogéniques a leur
immunisation souvent large (patients déja greffétamment), ce qui diluait cette
immunisation anti-HLA dénaturé et la rendant peyas détectable.

L’exploration des XM positifs avec certains antiddd et celle des anti-nHLA
intermédiaires a constitué le travail du deuxiemila qui démontrait pour la premiére fois
gu’il existait des mélanges d’anti-nHLA et d’anttdA dans le sérum des patients. Cet
article souligne le fait gu'’il soit nécessaire dérpréter avec précaution le test par traitement
acide des billes, et la nécessité de confirmeelfitdication d’'un anti-dHLA par d’autres tests,
tels que le XM CMF, quand il peut étre utilisé,les iBeadS.

Nous avons alors réalisé une étude approfondiéBeesis® en étudiant un plus grand

nombre de patients et en réalisant plus de XM C@lle-ci montrait la possibilité de les
utiliser en routine hospitaliére, en connaissamtddimites : moindre sensibilité que les billes
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SAG classe | « classiques » et persistance de ole&EILA dénaturées a leur surface, ce en
fonction des loci considérés.

Ces trois premiers articles ne répondaient pasctéiment a la question de la
signification clinique des anti-dHLA préformés, tamotre raisonnement étant basé sur le
résultat des XM CMF. En effet, une méta-analyserit que les DSA préformés détectés
par les technigues SAG mais ne positivant pas le @MF augmentaient le risque de
survenue de rejet humoral aigu et de perte deayrdf220). Cependant, cette analyse a été
réalisée a partir de 6 études utilisant des seeilpositivite de XM CMF différents, nous ne
pouvons pas donc exclure la possibilité que cestXi CMF négatifs dans une étude aient
été positifs dans une autre et les faiblegsk ratio » observés par ces auteurs doivent étre
considérés avec précaution.

Nous avons alors mené une étude clinique rétraspettez nos patients transplantés
avec DSA préformés afin de déterminer si oui ou lesranti-dHLA étaient pathogenes. Nous
n'avons pas retrouvé de rejet ni d'impact sur lavisudu greffon chez ces patients.
Cependant, l'effectif étudié était tres faible das anti-dHLA étaient jusqu’a présent
considérés comme les anti-nHLA dans notre strat@giegreffe d’interdiction des antigenes
dans le logiciel d'attribution des greffons Cristid I’Agence de la Biomédecine. Il est donc
difficile de conclure définitivement quant a lamsification clinique des anti-dHLA a la seule
lecture de notre travail.

Il a été décrit que les cellules peuvent exprienézur surface de faibles quantités de
molécules HLA ayant perdu leur B2M et/ou leur petiEn parallele & nos observations en
SAG, les FHC ont été identifiées au sein de natege comme pouvant constituer un ligand
de stress reconnu par les lymphocytes T gamma-deltaeffet, ces molécules ont été
montrées comme surexprimées par les fibroblasfestés par le cytomégalovirus humain.
Nous n’avons pas établi de corrélation entre lapmEsitivité CMV et la présence d’anti-
dHLA dans notre cohorte (résultats non montrés).aiieurs les anti-dHLA que nous avons
identifiés n'étaient pas des auto-anticorps etdabnpas sr que le traitement acide conduise
au méme type de molécules HLA de classe | dénatuée celle exprimées par les cellules
infectées par le CMV. La possible coopération eatrd-dHLA et lymphocytes T gamma-
delta dans le rejet de greffe reste donc a explorer

Par ailleurs, le traitement acide des billes estmoyen artificiel de générer des
molécules HLA dénaturées, et nous ne savons passnformation de celles-ci est similaire
aux FHC naturellement exprimées par des cellulss. méme, le traitement acide pourrait
générer des formes en partie ou totalement difftésede celles exprimées par les billes
classiques. En effet, nous avons observé un certaitbre de réactivités sur les billes traitées
a l'acide qui n’étaient pas détectées sur lesditien traitées, mais nous ne les avons pas
explorées, méme si elles sont mentionnées danguaeFl du premier article. Récemment,
Cai et coll. ont proposé un autre moyen de dénataseemolécules HLA, c’est-a-dire par
chauffage a 90°C pendant 5 minutes (349). Malhe@ment les auteurs ne montrent pas de
marquages W6/32 et HC-10 de celles-ci et hous vensgoas si ce traitement est comparable
au traitement acide.

Nous n’avons pas exploré I'existence d’'anti-dHLAigiks contre des antigenes de
classe Il. En effet, Morales-Buenrostro et collt décrit dans leur cohorte une prévalence de
23% d’anticorps anti-HLA de classe Il « natureld 33). Cette prévalence était de 34% dans
I'étude de Gombos et coll. (337). Cependant auamees deux études n'utilisait de test
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cellulaire pour confirmer ou infirmer la capacit@ ces anticorps a reconnaitre des molécules
HLA natives ou dénaturées. Une troisieme étudet eéressée a un profil particulier en
SAG classe I, présent également chez des sujats &z&nement immunisant (372). Ces
derniers auteurs ont en effet utilisé le XM CMFRdet expériences d’adsorption/élution afin
de montrer que les anticorps représentés dansofié rpétaient pas capables de reconnaitre
des cellules normales. En revanche, ils précisagalement que le traitement acide des billes
de SAG classe Il ne permettait pas de concluretquémreconnaissance par ces anticorps de
molécules HLA de classe Il dénaturées, fait quesnawons également observé lors des
quelques tests que nous avons réalisés au seintielaboratoire. Par ailleurs, I'étude des
anti-HLA de classe Il en XM CMF se complique parfdé que le sérum testé ne doive pas
contenir d’anticorps anti-HLA de classe |, ou caixloivent étre préalablement adsorbés, et
qu'il est trés fréquent d’avoir une réactivité repécifique avec les lymphocytes B.
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VIl — Deuxieme partie : Interférences négatives

en Single Antigen LuminexX
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VII-1 — Cinquiéme article : Analyse de l'interférence liée au complément
dans les tests utilisés pour la détection et 'idéification des anticorps anti-

HLA en format Luminex ®

Article publié dans la revuEransplantation

« Deciphering Complement Interference in Anti-HumanLeukocyte Antigen Antibody
Detection With Flow Beads Assays »

Jonathan Visentin, Margaux Vigata, Sophie Dabu@stile Contin-Bordes, Véronique
Fremeaux-Bacchi, Claire Dromer, Marc-Alain Billd&artine Neau-Cransac, Gwendaline
Guidicelli and Jean-Luc Taupin

Présentation et objectifs du travail

Ce travail fait suite a I'observation de l'effetprozone » qui conduit a la sous-
estimation voire a I'absence de détection d’anfisoanti-HLA de forte MFI (334), et
incriminant initialement le complexe C1, premiérelétule impliquée dans la cascade
d’activation de la voie classique du complémenthypothése avancée concernant le
mécanisme de linterférence était que I'associatites composants Clr et Cls a Clq
empéchait la fixation de I'anti-IgG fluorescent aarticorps anti-HLA liés aux billes en
raison d’un encombrement stérique (335).

Notre hypothése était que le complexe C1 ne poyeatétre suffisant a lui seul. En
effet, C1r et C1s sont de petite taille en comparaa C1q, et de nombreux autres produits de
la cascade du complément sont capables de se l@rsarface activatrice. Notamment,
plusieurs équipes ont décrit la possibilité de ctétdes fragments de dégradation du C4 et du
C3 a la surface des billes SAG (173, 224, 362).

Nous avons alors employé un modele expérimentdisarit le W6/32 a forte
concentration et des sérums déficients en cerfagtsurs du complément afin d’analyser pas
a pas chaque étape de la cascade, et ainsi idetesi acteurs impliqués. Nous avons ensuite
confirmé nos résultats a I'aide de sérums de patien

Mon réle dans cette étude a consisté en la réalisates expériences, aidé de
Margaux Vigata alors externe en pharmacie au seinatire laboratoire et que j'ai formée a
cet objectif, puis en I'analyse des résultats aldest la rédaction de I'article.

Notre modele expérimental mettait en évidence qudétection des IgG anti-HLA
n'était pas génée tant que I'on n’atteignait pa&sape d’activation de C4 dans la cascade,
c'est-a-dire en présence d'un sérum déficient eteda C2. Dans cette derniére condition,
nous n’observions qu’'une diminution partielle deMél, donc un blocage partiel de la
détection des IgG. Le blocage devenait quasimentptet lorsque I'on atteignait I'étape
d’activation et donc de dépdt de C3, c'est-a-dirgpreésence d’'un sérum déficient en facteur
C5. L’'amplification du dép6t de C3 par la voie aie jouait un réle significatif (sérum
déficient en facteur B), alors que les facteurse€25 (et les suivants) ne jouaient aucun role,
comme l'indiquait la comparaison des MFI obtenuescdes sérums déficients en C2 et C3,
puis déficient en C5 et sans traitement, respeuive (Figure 1, panel du haut). Les
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marquages C1q, C4d et C3d réalisés dans les méometitions que les marquages 1gG

permettaient effectivement de vérifier le dépbtods différents éléments a la surface des
billes, et que les IgG n’étaient pas les seulesw@r étre masquées (Figure 1, panels du
milieu et du bas). En effet, la détection du Clajté&génée par les dépdts de C4 (sérums
déficient en C2 et C3) puis C3 (sérum déficientGsh et sérum brut), et la détection des
dépobts de C4 par les dépbts de C3 (sérum défiere@b et sérum brut). Nous avons observé
le méme phénomene dans 4 sérums de patients nmoatrannterférence en classe | ou en
classe Il (Figures 2 et 3). Les dépbts des fact€lrg C4 et C3 étaient corrélés au niveau de
MFI IgG, mais plus faiblement pour le C1q en comapmon au C4 et C3 (Figure 4).
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Abstract

Background. Anti-HLA antibody detection in solid-phase flowdns assays can be quenched
by complement activation but the precise mechanadnthis interference is not fully
elucidated yet.

Methods. Using the LumineX flow beads screening assay for detection of ahthH
antibodies, we analyzed the binding of high conmedians of the pan class | anti-HLA
monoclonal antibody W6/32 in neat normal, EDTA-teeenormal, and complement factor
Clq, C4/C3, C2, C3, Factor B or C5-depleted humera, susing anti-mouse IgG as the
detection antibody. Complement activation and bigdio beads was revealed using anti-
human C1q, C4d and C3d antibodies. To translatdimgings to the human setting, we used
the class | and class Il HLA single antigen flovatde assays and sera from four patients with
high titers of antibodies.

Results Detection of W6/32 did not suffer any interferenwith C1g and C4/C3-depleted
sera. A partial quenching was observed with C2afxB Factor B-depleted sera, but was more
pronounced with the Factor B-depleted serum. W&/@8 undetectable in presence of C5-
depleted serum. The binding of activation produt#sived from C3 principally, and also
from C4, impaired IgG and C1lqg detection. AccordyngC4d detection was hindered by
deposition of activated C3. Similar findings weldained with patients’ sera.

Conclusion. Binding of C4 and C3 activation products is theimmaesponsible for
complement interference in flow beads assays. Aptet® quenching requires complement

activation through C3 cleavage and its amplifiaatdy the alternative pathway.
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Introduction

One of the best known interference in immunoassatfe prozone phenomenon, which leads
to false-negative results or underestimation ofyg@aconcentration because of an excess of
the antigens or antibodies to be detected. Firstrd®ed in agglutination and precipitation
assays (1), it was later observed as the “hookc@ffparticularly in single-step sandwich
immunoassays where capture and detection antihodidded simultaneously, are both
saturated by an excess of the analyte to be mehshereby impairing the formation of the
ternary complex (2). Recently, another interferenegembling the prozone phenomenon,
leading to an underestimation or worse to the alssehdetection of high titer antibodies, has
been reported with single antigen flow beads a$¢SAyB) for anti-HLA antibodies (3, 4). It
was reverted by treating the serum with EDTA, Cdibitor, dithiothreitol or 56°C heating
for 30 minutes (3, 5), all having in common theligpto disrupt the complement C1 complex
which associates in a calcium-dependent manne€tlig C1r and C1s proteins. Because of
its large size, C1 was expected to sterically pmevbe binding of the anti-human IgG
detection antibody (5).

C1q binding to IgG is the first step of the compésrclassical pathway. It leads to activation
of C1s (6) which cleaves C4 into C4a and C4b, dltterd being stabilized by covalent linkage
on the activating surface (7). Then C2 binds C4t iancleaved by Cls into C2a and C2b.
The C4b2a molecule constitutes the classical C¥artase cleaving C3 into C3a and C3b.
C3b covalently binds to the surface, and can aksp@ate with Factor B to form the
alternative C3-convertase C3bBb triggering an esipoamplification loop of C3b formation
(8). As covalently linked C4b and above all C3b kn®wn to accumulate at the site of
complement activation, one could hypothesize tbatglement components downstream C1

are implicated in the interference observed witbwflbeads assays. In line with this,
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Schwaiger et al. have very recently proposed tHataCtivation, not C1 binding, has the
central role in the prozone phenomenon (9), bupiezise mechanism was not elucidated.
Indeed, on the one hand, the authors used methyatoi inactivate the internal thioester
reactive group from C4 and C3, precluding assestpofahe respective involvement of each
component in the interference. On the second hdmay, used cobra venom factor which
cleaves factor C3. As C3 is at the crossroad di bwe classical and alternative pathways, the
possible impact of C3 activation amplification lodbrough alternative C3 convertase
formation was not explored.

Therefore, the aim of our study was to preciselgigleer the complement interference
phenomenon mechanism on screening flow beads (SB) SAFB, using the mouse
monoclonal antibody (Mab) pan class | anti-HLA W&/ wuman sera from strongly HLA
sensitized patients, complement factors depletedanusera and Mab against C1q, C4d and

Ca3d.
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Results

Deciphering the complement interference mechanigimnWw6/32 and the SFB assay

W6/32 was used in the SFB assay with human seraiatdf or not in selective
complement factors (Figure 1, top panel). We setba W6/32 concentration (20pg/ml)
which provided a saturating signal, i.e. highemtB&000 Mean Fluorescence Intensity (MFI)
when diluted in a serum-free matrix (data not shovim this condition, IgG binding was
barely detectable when SFB were incubated with \&/6/3neat normal serum. Therefore,
W6/32 at 20ug/ml activates complement on SFB sarfdastically quenching IgG detection.
Saturating MFI signal was recovered in the presedideDTA in normal serum, as well as
with the use of C1g-depleted serum.

We then used a C4/C3-depleted serum which contdineztional C1 but lacked C4
and C3. The detection of W6/32 binding was simiarthe EDTA-treated normal serum
condition, showing that the C1 complex was not oesfble for the interference. To explore
the influence of C4 activation, we then used a €gleted serum. The C2-depleted serum
induced a partial interference, as W6/32 binding wetectable at a lower level than EDTA-
treated normal serum, but still significant. To kexp the influence of C2, we used a C3-
depleted serum. The C3-depleted serum did not edubigher interference than the C2-
depleted serum. To explore the influence of C3used first, a C5-depleted serum for which
IgG binding was in the same order of magnitude s meat normal serum, and second a B-
depleted serum for which the alternative pathwaympaired. With the B-depleted serum,

detectable IgG binding lied between neat normal@aar C3 depleted sera.
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Direct detection of complement deposition in th&8%iSsay

We reproduced the same experiments to directlyyaadhe binding of C1qg, C4d and
C3d with the adequate specific antibodies. Clqatiete on SFB (Figure 1, top middle panel)
was maximal with EDTA-treated normal serum and G4fepleted serum, was partially
quenched in the presence of the C2- and C3-depkdesi and was abolished with neat
normal, C5 and B-depleted sera. Detection of C4&BB (Figure 1, bottom middle panel)
was maximal with the C2 and C3-depleted sera, waslynabolished with B-depleted serum,
and was completely quenched with neat and C5-dapletra. Finally, we detected C3d on
beads in the presence of neat, C5 and B-depletadSgure 1, bottom panel), but to a lesser

extent with B-depleted sera.

Complement interference with the SAFB assay anieémst sera

We selected 4 patients whose serum displayed amAEd@mnsitive interference in class
I (n=2) or in class Il (n=2) SAFB assays. Sera whrst treated with EDTA to block
complement activation, then incubated with the SARE washed, before addition of neat or
EDTA-treated normal serum to provide identical antswf complement factors to all tested
conditions. Serum IgG anti-HLA antibody binding wdstected using a labeled anti-IgG
antiserum (Figure 2, top left panel).

Among the 376 beads tested for the 4 samples, 9& pesitive (MFR1000) in
EDTA-treated condition (n=52 class | and n=44 cld¥sOf them, 52 were affected by
complement interference with neat normal serum {neldss | and n=31 class Il) as defined
in the materials and methods section. The intemfe¥ebecame more pronounced as MFI
values in EDTA-treated condition increased, witmadian MFI value of 19982 (595"
percentiles 15533-21564) for beads displaying fatence. The same approach was

conducted using C3-depleted (Figure 2, bottompaftel), C5-depleted (Figure 2, top right
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panel) and B-depleted (Figure 2, bottom right pasera instead of neat normal serum.
Significant interference with C3-depleted serum whserved for 23 (44%) beads among the
52 previously identified, and especially for thosgh the highest MFI in EDTA-treated
condition (median 20585,"95" percentiles 19790-22009). For the C5-depletednseru
interference was exacerbated, with 51 (98%) beadsiied. Moreover, the MFI measured
for C5-depleted sera were identical to those faat meormal serum (p=0.39). For the B-
depleted serum, interference was also observe(@288) beads being involved, but was only

partial as MFI were higher than for neat normalise(p<0.0001).

Direct detection of complement deposition in theFBAassay

We analyzed the binding of complement factors orFBAvith patients’ sera. As
described with W6/32 and SFB assay, C1q detectempartially quenched with C3-depleted
serum, and completely abrogated with B-depleted mmdt normal sera (Figure 3A).
Accordingly, C4d detection was partially impairedthwB-depleted serum, and completely
abrogated with neat normal serum (Figure 3B).

IgG binding in EDTA-treated condition was correthteith C1q (Figure 4, top left
panel, EDTA-treated serum), C4d (Figure 4, bottefh panel, C3-depleted serum) and C3d
binding (Figure 4, top and bottom right panels fogat normal and B-depleted sera
respectively), although less for C1q when compace@4d and C3d which increased more
gradually with IgG MFI strength. Moreover, C3d himgl MFI with B-depleted serum was

lower than with neat normal serum (p<0.0001).
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Discussion

Using the pan class | anti-HLA W6/32 Mab and theBSkssay for anti-HLA antibody
detection, we firstly confirmed the reports by Saidlih et al. (3) and Schwaiger et al. (9) that
the prozone phenomenon is caused by immune condpleandent complement activation on
the beads. However, in contrast with the conclssiosached by the authors of the first
seminal report who pointed C1 as the culprit vistexic hindrance due to its large size, the
authors of the second and very recent report hawsdstrated that C1 complex binding has
not the central role, because the interferencebsameverted with methylamine and cobra
venom factor which do not alter C1 complex strugetur

Using a different approach, we also clearly denratestl the innocence of C1 although itis a
mandatory accomplice by binding the IgG during ithescapable first step of the classical
pathway activation. Indeed, the C4/C3 depleted rsemvhich still contains the intact C1
molecule, did not impair the detection of the Ig@i#lLA antibody with the anti-lgG
secondary antibody, whereas it completely blocksfarther progression of the complement
cascade.

Schwaiger et al. (9) postulated that other comptegrnemponents could be incriminated and
they identified C3 as having the central role tigiouclassical complement pathway
activation. However, methylamine and cobra venoatofado not allow precisely identifying
the actors of the interference, as methylaminetivates both C4 and C3, and cobra venom
factor cleaves C3 which belongs to both the classind alternative pathways. In contrast, in
our study, the use of depleted sera allowed analyzomplement activation step by step, and
we unequivocally demonstrated that not only C3 &lsb C4 can be responsible for the
interference, and that the classical pathway ndeslselp of the alternative pathway in order

to achieve maximal C3 deposition. Then, insteadlaiming that C3 has the central role in
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the interference of IgG detection through classicamplement pathway activation, one
should rather say that C3 has the final role, tghoG4 sterical interference emphasizing and
association with Factor B which allows alternagpaghway amplification loop.

Interestingly, as for IgG, C1q detection suffenettiference due to C4 and C3 deposition and
C4 detection suffered interference due to C3 ddépasi Hence, deposited complement
components not only interfere with anti-HLA antilesl detection, but also interfere with
each other, and C4 then C3 appear able to maskadimplement components previously
recruited onto bead surface.

The SAFB assay was previously modified in ordermeasure the ability of anti-HLA
antibodies to activate complement assessed with d&tection (10-13) and the different
groups all have obtained relatively low MFI strérgtSimilarly, Schwaiger et al. reported
bead events displaying strong complement interteravithout any C1q or C4d binding, and
a weaker C4d staining when compared to C3d leathnthe conclusion that C4d was
deposited only in traces. Noteworthy, all thesalistsl were performed using patients’ neat
sera. Using appropriate conditions, i.e. with C8 &8-depleted sera, we demonstrated that
C4 has accumulated in situations where a stromgference quenched IgG binding detection,
suggesting that the low MFI observed in these previstudies were caused by C3
interference for C4d detection.

Interestingly, C1q binding was detectable onlyha presence of the highest amounts of IgG,
as assessed by very high MFI for IgG binding, amdenmapidly and sharply fainted than C4d
and C3d detection when IgG MFI decreased. A poass#yplanation is that the required
density of anti-HLA antibody on the beads for ataumable binding (and therefore detection)
of C1q is higher than for C4 and C3. Indeed, untiikeand C3, C1q is not capable of covalent
and stable linkage to the bead surface and themalrtivo neighboring IgG molecules able to

provoke complement activation might not durablych@l1lq at the bead surface, whereas a
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higher 1gG density, allowing more IgG to interadthvmore C1g monomers, could increase
avidity and then stabilize the interaction (14,.15)

To conclude, we suggest a reassessment of the mechaf the complement interference
proposed by Weinstock et al. (5) (Figure 5). Ifigem density is high enough and a sufficient
amount of anti-HLA antibodies interacts with the Allmolecules adsorbed on the solid
phase, C1 binding and activation is then allowed.i€recruited and cleaved into its C4b
fragment which covalently binds to the acceptalilesgprovided by proteins nearby such as
HLA proteins, C1 and the anti-HLA antibodies, tHerepartially interfering with their own
detection. Subsequent binding of C2 and activatitm C2a which associates with C4b does
not significantly enhance the interference, bubvad C3 cleavage into the highly reactive
C3b. Finally, C3b binding to the proteins piled opto the bead surface achieves the
interference through the alternative pathway angalifon loop, quenching IgG, C1q and C4

detection.
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Materials and methods

Reagents and human sera

The LABScreen® Mixed Class | and 1l (LSM12 lot 18ABScreen® Single Antigen class |
(LS1A04 lot 8, 97 alleles tested) and class Il (RS2 lot 9, 91 alleles tested) SAFB assay
kits were from One Lambda. The PE-labeled Goat-Auotnan IgG antibody (ref LS-AB2,
One Lambda) and the PE-labeled Goat F(ab')2 FragAmnrMouse IgG (Beckman Coulter)
were used at a 1/100 dilution. The mouse Mab passd| anti-HLA W6/32 was from Thermo
Fisher Scientific. Mouse biotinylated anti-C1q,ig@4d and anti-C3d Mab (Quideénd PE-
labeled Streptavidin (Beckman Coulter) were usetY HD0 and 1/200 dilutions respectively.
The anti-C4d and anti-C3d antibodies recognizedopps which are also accessible in
fragments C4b and C3b, respectively, and all tHeerotovalently linked intermediates
leading to their final degradation products C4d @3dl, respectively. Hence these antibodies
allowed measuring all C4 and C3 activation prodwdtsch were covalently bound on bead
surface. The normal serum was from a male volurtteaithy subject who has never been
transfused nor transplanted. Blood was rapidly rdeged after sampling, aliquoted and
immediately frozen at -80°C. For the EDTA assay).h M solution of disodium EDTA
(Sigma-Aldrich) at pH=7.4, or water as a controhsvdiluted 1/10 in the serum and incubated
for 10 min before SAFB testing. The Cl1g-depleted,add C3-depleted (i.e. C4/C3-depleted
serum),C2-depleted, C3-depleted, C5-depleted an@eted sera (all from Quidelyere
supplemented with Caglnd MgC} (Sigma-Aldrich) in order to bring a €aand Mdg*
minimal concentrations of 2.4 and 0.8 mM, respetyivSera from four HLA-sensitized
transplanted patients and sampled from 3 men (amg, lone liver and one heart recipients)
and 1 woman (liver recipient), were used. They ldiggd complement interference in our

routine SAFB assay, as arbitrarily defined by tihespnce of at least one bead with both a
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MFI higher than 10000 after EDTA-treatment and dpTE-treated/neat serum MFI ratio

above 2. The rationale for the selection of thdsesholds relies on the facts that such
antibody reactivities are expected to provide higRl signals when the interference is
circumvented, and EDTA-treatment is expected toease MFI above the observed inter-

assay variations (local variation coefficient meaof 13%).

Anti-HLA antibody assays

The SFB and SAFB assays were performed accordingmi@mufacturer’s
recommendations for routine assay use. MFI valoed\6/32, C1g, C4d and C3d binding
with SFB are depicted as raw values. Measured Mitles for anti-HLA 1gG staining for
patients’ sera with SAFB were normalized usinglibseline formula proposed by the Fusion
3.2° software (One Lambda): Normalized MFI = [(Bead KIRI) — (Negative Control bead
MFID)] — [(Background Negative Control Serum MFI foead #N) — (Background Negative
Control Serum MFI for Negative Control bead)]. Gautine practice considers a positivity
threshold of a MFI of 1000 and includes class | elags Il positive control sera derived from
allosensitized patients covering a wide MFI ranjege MFI limits below which the presence
of complement interference was suspected correggbnd the linear regression of the
mean+/-three standard deviations for the diffeMht values considered, and were applied to
EDTA-treated serum condition in comparison with th€23-depleted, C5-depleted and B-
depleted sera conditions. Measured MFI values fag,CC4d and C3d binding were

normalized by subtraction of the negative conteddvalue.

Statistical analysis

Descriptive statistics used median affd9%" percentiles; study of paired quantitative

variables the two-tailed Wilcoxon test. Degree efationship between variables was
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calculated using Spearman’s coefficient of rankralation rho. Analyses were performed

with MedCal& software (MedCalc Software).
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Figures

Figure 1: Steps of the complement cascade involved the interference phenomenon

SFB were incubated with W6/32 (20 pg/ml) in neaE@TA-treated normal, C1g-depleted,
C4/C3-depleted, C2-depleted, C3-depleted, C5-degblahd B-depleted sera. Then IgG (top
panel), C1qg (middle top panel), C4d (middle bottpamel) and C3d (bottom panel) binding
was revealed. The negative control condition cpaaded to neat normal serum without

W6/32. Are depicted mean +/- SD of MFI on HLA classeads for three different assays.

Figure 2: Complement interference on SAFB with serdrom patients. EDTA-treated sera
from four patients were incubated with class | (nblack and white circles) or class Il (n=2,
black and white triangles) SAFB. After washes, 8B were incubated with neat normal
(top left panel), C3-depleted (bottom left pan€h-depleted (top right panel) or B-depleted
(bottom right panel) sera and IgG binding was messtsand compared to the IgG binding
obtained with EDTA-treated normal serum. Only beeaissidered IgG positive (i.e. baseline
MFI > 1000) with EDTA-treated serum are presented. [indlrepresents line of equality and
dashed lines correspond to the linear regressidheomean +/- three standard deviations for

the MFI values of our routinely used positive cohgera.

Figure 3: Interferences for C1g and C4d detection w0 SAFB. Sera from four patients were
EDTA-treated and incubated with SAFB class | (na9l class Il (n=2). After washes, SAFB
were subsequently incubated with neat normal, ED®Ated normal, C3-depleted or B-
depleted sera, then C1q (Figure 3A) and C4d binffngure 3B) was revealed. The binding
of C1q was analyzed for the EDTA-treated normakdépleted, B-depleted and neat normal

sera. The binding of C4d was analyzed for the Q8aled, B-depleted and neat normal sera.
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Only beads considered 1gG positive (i.e. baselirid #1000) with EDTA-treated serum are

presented.

Figure 4: Deposition of complement factors C1q, Cdnd C3 on SAFB EDTA-treated sera

from four patients were incubated with class | (nblack and white circles) and class Il (n=2,
black and white triangles) SAFB. After washes, 8B were then incubated with EDTA-

treated normal, C3-depleted, neat normal or B-de@lsera. Then, respectively, C1q (top left
panel, EDTA-treated normal serum), C4d (bottom pefhel, C3-depleted serum) and C3d
(top and bottom right panels for neat normal andepleted sera, respectively) binding was
measured and correlated with the 1gG binding inpitesence of EDTA-treated normal serum
after the patient’'s serum washing step. Only beatsidered 1gG positive (i.e. baseline MFI

> 1000) with EDTA-treated serum are presented.

Figure 5: Comprehensive scheme of the complementt@rference In the presence of high

enough HLA density and anti-HLA antibodies, compéemC1 binds and activates C4 into
the highly reactive C4b moiety which covalently dsnlgG and complement factor C1,
thereby interfering with IgG and C1q detection. Seduent cleavage of C2 into C2a, which
associates to C4b, allows C3 activation into theatamtly reacting C3b, whose production is
amplified by the factor B-dependent complementradiBve pathway. This leads to its
binding to the remaining available sites on thei-HhA antibodies and the previous

complement components attached to the bead sumaceely C1q and C4b/C4d, masking
them to the antibody conjugates. For the sake afitg) no distinction is made between

activation products C4b/C4d and C3b/C3d and fdstisrnot represented.
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Figure 1

20000 '
10000 - I I
n ¥ o —— v - . e - .

2000

IgG binding MFI

2000

1000 -
0 I B N N

3000 -

2000 -
1000

3000

C1q binding MFI

Cdd binding MFI

2000

1000 I l
0 —_ : : — . ;
C3 C5 B

Neg EDTA Neat Ciq C4/C3 C2

Serum depleted from

C3d binding MFI

220



Figure 2
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Figure 3

Figure 3A
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Figure 4
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Figure 5
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VII-2 — Sixieme article : Analyse de linterférenceliée aux IgM pour la

détection des IgG anti-HLA dans les tests en formdtuminex®

Article soumis a la revuduman Immunology

« Deciphering IgM interference in IgG anti-HLA antibody detection with flow beads
assays »

Jonathan Visentin, Gwendaline Guidicelli, Lionelu2p Pierre Merville, Jar-How Lee,
Carmelo Di Primo and Jean-Luc Taupin

Présentation et objectifs du travail

Y

Ce travail fait suite a une observation que nousnavfaite dans une cohorte de
transplantés rénaux pour lesquels nous compari@n8liHl des DSA obtenues en SAG
classique détectant les IgG apres traitement aTA&kdes sérums, et la MFI de ces mémes
sérums pour les mémes alleles dans le test adapi€lgp mesure de la fixation du Clq
(Courant M.*, Visentin J.* et al, article en coude rédaction, *contribution au travail
équivalente). Certains d’entre eux présentaierformarquage C1q en présence d'une MFI
relativement faible en SAG classique malgré unraité@ment du sérum a I'EDTA. Ceci
laissait penser que la fixation du Clq pouvait &we a la présence d’IlgM anti-HLA
reconnaissant les mémes antigenes que ces IgG eappant présentes en quantité
insuffisante pour expliquer la force du signal C1q.

A cette époque, un article montrant un profil de tgpe avait été publié dans
I’American Journal of Transplantatiof373). Les auteurs décrivaient que la titratiom pa
dilutions successives du sérum permettait de revalgrésence d’lgG anti-HLA de forte
MFI, chose que le traitement par lEDTA ne perniefpas de faire, et suggéraient que la
titration constituait le seul de moyen de levertgge d’interférence, sans pour autant en
expliquer la provenance. Notre hypothese, qui it'gas soulevée par les auteurs et pour
laquelle nous avons donc envoyé une lettre a édipubliée peu apres (374), était que ce
type de profil pouvait étre lié a une interféredes IgM anti-HLA pour la détection des 1gG
anti-HLA. Ce type d’interférence avait déja étégtrg par plusieurs équipes (332, 333), mais
les approches utilisées, a savoir un traitemenDald ou une dialyse hypotonique, ne
permettaient pas de faire la part entre l'interiéeeliée au complément liée aux 1gG et une
réelle interférence des IgM. En effet, ces deuiemaents agissent également sur le complexe
C1. Par ailleurs, les moyens par lesquels les Ikt capables d’interférer n’avaient jamais
été décrits.

Nous avons alors utilisé un modéle expérimental asebde trois anticorps
monoclonaux reconnaissant les molécules HLA deselds afin d’explorer les modes
d’interférence des IgM anti-HLA avec les IgG. Langwétition entre ces anticorps a
préalablement été étudiée en SPR. Nous avons ensuifirmé nos résultats a l'aide de
sérums de patients ayant subi différents traitesneBDTA, DTT et dilutions en série.

Mon travail dans cette étude a consisté en lasat@in des expériences, en I'analyse
des résultats obtenus puis en la rédaction déclart
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Aprés avoir sélectionné des concentrations en W6éB2en IgG anti-B2M
n'engendrant pas d’activation de la voie classiquecomplément a la surface des billes de
dépistages dans du sérum non-traité (Figure S1)s mwons introduit des concentrations
croissantes d’IgM anti-B2M dans ce méme sérum se@ une diminution croissante des
MFI 1gG (Figure 1). Nous avons également vérifiee JugM anti-B2M était capable de
générer une interférence liée au complément, noarhipour sa propre détection (Figure
S2). En utilisant du sérum traité a 'lEDTA, nousas mis en évidence une interférence liée a
I'lgM anti-B2M pour les deux IgG monoclonales (Figl2, panel A) et donc que I'lgM était
aussi capable d’interférer indépendamment de Vatitin du complément. De plus, cette
interférence était plus forte pour I'lgG anti-B2Mejpour le W6/32 (Figure 2, panel B). Ceci
était & mettre en paralléle avec les tests de ctitiopéréalisés en SPR, montrant que I'lgM
anti-B2M entrait en compétition directe pour ladan aux molécules HLA avec I'lgG anti-
B2M mais pas avec le W6/32 (Figures 3 et S3). Edéincomparaison des MFI IgG entre
sérum non traité et sérum traité a 'TEDTA mettaitteidence la capacité des IgM a interférer
via l'activation du complément a la surface desebil(Figure 4, panel A). Le W6/32 était
touché de maniere plus importante que I'lgG antMB@igure 4, panel B). Nous avons
ensuite exploré cette interférence au sein du séeideux patients ayant des DSA anti-HLA-
DQ7 d’isotype IgG et IgM (Table 1). Nous avons msevidence des interférences liées aux
IgM et indépendantes du complément (patient n?Z, btlles 1 et 2), et des interférences liées
aux IgM dépendantes du complément (patient n°lesb8 a 5). La situation pouvait devenir
bien plus complexe a analyser lorsque, en pluslgds les IgG pouvaient engendrer une
interférence liée au complément (patient n°2, ®iBea 5), mais ce cas montrait que des IgM
en trés grande quantité pouvaient interférer aesclgG également présentes en trés grande
quantité. De plus, la dilution du sérum n’était pelsmoyen approprié pour se dégager de
l'interférence liée aux IgM (Figure 5), car la ditn s’applique aussi a I'lgG dans le méme
temps. Enfin, nous notions que ces DSA IgM pouvajsrsister et interférer pendant de
nombreux mois (Figure S4) ce qui est une notionrgsie a explorer car pourrait avoir un
impact clinique.
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Abstract

In flow beads assays, the interference of IgM fg® lanti-HLA antibodies detection is not
precisely understood. Using the screening flow beagbay for class | HLA antibodies, we
analyzed the binding of two IgG mAbs, the anti-sldsHLA W6/32 and an anti-beta-2-
microglobulin, in the presence of an anti-beta-2roglobulin IgM mAb. In neat serum, the
IgM mADb impaired the detection of both IgG. In ED¥#eated serum, the interference was
stronger for the anti-beta-2-microglobulin IgG tHan W6/32, in agreement with the finding
in surface plasmon resonance that this IgM competddthe anti-beta-2-microglobulin IgG
but not with W6/32. The IgM interference was higheneat than in EDTA-treated serum for
both IgG mAbs. The IgM interference was also aredywvith class Il single antigen flow
beads and sera from two kidney recipients contgiig® and IgM donor specific antibodies.
Anti-HLA 1gG detection was partially corrected bYEA, and restored by IgM inactivation
with DTT, confirming the results observed with tmébs. Therefore, three mechanisms can
explain the IgM interference for IgG anti-HLA arithes in flow beads assays: direct

competition for antigen, steric hindrance and camnm@nt activation.

Keywords: HLA antibodies, single antigen flow beads, intezfeze, IgM, complement
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Abbreviations:

B2M: beta-2-microglobulin

DSA: donor specific antibody(ies)

DTT: dithiotreitol

EDTA: ethylenediaminetetraacetic acid
mAD(s): monoclonal antibody(ies)
SAFB: single antigen flow beads

SFB: screening flow beads

SPR: surface plasmon resonance
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1. Introduction

The release of the single antigen flow beads (SA&pnys was a major step forward
in transplantation. They allow donor-specific aftiA antibodies (DSA) of IgG class to be
identified with high resolution and sensitivity §]- Recently, it has been reported that SAFB
can underestimate or miss high titer IgG anti-HLAtilzodies because of complement
activation [7-8]. The mechanism of this interferemavolves accumulation on bead surface of
covalently linked degradation products of C4 andd@Biplement factors [9-10]. In routine
practice, this interference can be overcome by titrga the serum with
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), dithiottoe{(DTT) or 56°C heating for 30 min[7,
8, 10, 11], all having in common the ability tordigt the complement C1 complex.

The SAFB assay can be modified with an anti-lgMjegate, allowing IgM anti-HLA
antibodies to be detected [12, 13]. IgM were alsspscted to interfere with the detection of
IgG anti-HLA antibodies as treating serum with D™Iution or hypotonic dialysis was able
to unmask IgG antibodies, but these approaches agtwually not able to distinguish between
complement and IgM as the cause for interferendelf].

In the serum, IgM are predominantly found as lapgatameric molecules of high
molecular weight. We can therefore wonder whethey tcould interfere solely because of a
direct competition with IgG recognizing the samesofficiently close HLA epitope(s), of an
allosteric effect with IgG recognizing distant epie(s), or both. In addition, IgM are potent
complement activators [17], and as such they couladlectly impair IgG detection by driving
complement accumulation on SAFB.

The aim of our study was to precisely decipherrtiezhanisms of IgM interference
for 1IgG anti-HLA antibody detection with flow beadssays. As a model, we used screening
flow beads (SFB) and monoclonal antibodies (mAligg. then confirmed our findings with

SAFB and sera from two patients displaying an fetence caused by IgM.
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2. Materials and methods

2.1 Reagents, human sera and HLA genotyping

The LABScreen® Mixed Class | and Il (LSM12), LAB8en® Single Antigen Class Il
(LS2A01) and C1q Screen kits were from One Lamli@knpga Park, CA). The PE-labeled
Goat Anti-Human 1gG antibody (One Lambda), the BBeled Goat F(ab')2 Fragment Anti-
Mouse IgG (Fc-Gamma specific, Beckman Coulter, Kiles France) and the PE-labeled
Goat F(ab")2 Fragment Anti-Mouse IgM (Fc-Mu spexiBBeckman Coulter) were used at a
saturating 1/100 dilution. The PE-labeled Mouse iAhtman IgM antibody (Southern
Biotech, Birmingham, AL) was used at a saturatif§ dilution. The mouse pan class | anti-
HLA W6/32 and anti-B2M IgG mAbs were from Thermashker Scientific (Rockford, IL).
The mouse anti-human B2M IgM mAb was from BD Biesaies (Le Pont de Claix, France).
The normal serum was from a healthy male voluntedes had never been transfused nor
transplanted. Blood was rapidly centrifuged af@anpling, aliquoted and immediately frozen
at -80°C. For EDTA-treatment, a 0.1 M solution ao$atlium EDTA (Sigma-Aldrich, St
Louis, MI) at pH 7.4 was diluted 1/10 in the seramd incubated for 10 min before SAFB
testing, leading to a 10% serum dilution. For DT@atment, a 0.1 M solution of DTT
(Sigma-Aldrich) was diluted 1/20 in the serum andubated for 30 min at 37°C before
SAFB testing, leading to a 5% serum dilution. Batbatments therefore led to a 14.5%
dilution of the serum. For titration studies, sewvare diluted in PBS (Thermo Fisher
Scientific). Sera from the two kidney recipientsrev&@om our routine serum bank and did not
require additional blood sampling. Donors HLA-DQAdnd HLA-DQB1 typing was

performed with High Resolution Labtype SSO (One bhdsg).

2.2 Anti-HLA antibody assays
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The SFB and SAFB assays were performed accordingmenufacturer’'s
recommendations for routine assay use. MFI valoemAbs are depicted as raw values from
all class | HLA beads contained in the SFB assayiriterference assays, IgG and IgM mAbs
were mixed together in human sera before incubattin SFB. Experiments were performed
in duplicates. Measured MFI values for anti-lgGrstay for patients’ sera with SAFB were

normalized using the baseline formula proposecbyFusion 3.2 software (One Lambda).

2.3 Surface plasmon resonance experiments

SPR experiments were performed at 25°C with a B&cb200 apparatus (GE
Healthcare Life Sciences, Uppsala, Sweden) on CMisachips (GE Healthcare). Capture
mADbs were immobilized by amine coupling using atoni& of N-hydroxysuccinimide and N-
ethyl-N’-dimethylaminopropyl carbodiimide, accordirto the manufacturer’s instructions
(GE Healthcare), after a 20-fold dilution in a sodi acetate buffer (10 mM, pH 5). Then,
ethanolamine (1 M, pH 8.5, GE Healthcare) was iejto deactivate the sensor chip surface.
Purified HLA-A*02:01, HLA-A*11:01 and HLA-B*44:02 One Lambda) were injected at
adequate dilutions over the capture antibodies3@os at 25 pL/min in order to reach 100 to
400 resonance units. The mAbs were prepared in PB®ning buffer (Sigma-Aldrich) at 10
ng/mL and were sequentially injected at 25 pL/mom 80 s. Surface regeneration was
achieved with a 1 min pulse of 10 mM glycine pH &3E Healthcare) followed by a 1 min

pulse of running buffer. A flow cell left blank wassed for referencing of the sensorgrams.

2.4 Statistical analysis

Study of independent variables used the two-tak@dskal-Wallis test. Paired
guantitative variables were compared using the tailed Wilcoxon test. Analyses were
performed with MedCaftsoftware (Mariakerke, Belgium).

3. Results
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3.1 IgM anti-HLA antibodies can interfere with Igahti-HLA antibodies detection in SFB

assay

The W6/32 and an anti-beta-2-microglobulin (B2Mlgvere used in the SFB assay
with neat and EDTA-treated normal serum. We seteact\bs concentrations of 1 and 2
ng/mL, respectively, because they were not highughofor provoking complement
interference in neat serum (Figure S1), while ptmg a fairly strong SFB signal, in the
range of 3000 MFI (Figure 1). In neat serum, insieg@ the anti-B2M IgM concentration led
to a progressive decrease of IgG MFI for both mABgure 1). When comparing IgM
binding to SFB in neat and EDTA-treated sera, wefiomed IgM-induced complement

interference in neat serum (Figure S2).

3.2 IgM anti-HLA antibodies interfere with detectiof 1gG anti-HLA antibodies in EDTA-

treated serum

The experiments were repeated by diluting the millbks EDTA-treated serum, in
order to eliminate complement interference. We plesk that the IgM mAb induced a
concentration-dependent decrease in MFI for bo@® hgAbs (Figure 2A), with a stronger
effect towards the anti-B2M 1gG (Figure 2B). We disirface plasmon resonance (SPR) to
analyze whether this difference could be caused dyect competition for epitope binding
occurring only between the anti-B2M mAbs. Thredetégnt HLA molecules were capturedby
one of the IgG mAbs immobilized on the SPR senswp, cfollowed by sequential mAbs
injections without chip regeneration (Figures 3 &8)). Direct epitope competition was
exemplified by the absence of binding of the ariMBwhen injected over HLA molecules
captured by the same antibody (Figure 3A). W6/32nmi the anti-B2M IgM could interact
with the HLA/anti-B2M IgG complexes. When W6/32 wasmobilized on the sensor chip
(Figure 3B and 3C), both the anti-B2M IgG (FigurB)3gM (Figure 3C) bound to the
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HLA/W6/32 complexes. However, the interaction waanty abrogated for the anti-B2M IgM
when it was injected after the 1gG (Figure 3B) &odthe anti-B2M 1gG was it was injected
after the IgM (Figure 3C). These results demonstrahat, in flow beads assays, IgM can
interfere with IgG independently of complement waatiion and in a more pronounced manner

if they directly compete for the binding to thetepe.

3.3 IgM anti-HLA antibodies interfere with deteati®of 1gG anti-HLA antibodies through

complement interference

The comparison of IgG MFI values obtained with neatEDTA-treated serum for
each 1gG mAb taken individually allowed a putativedirect effect of IgM through
complement interference to be evaluated, as eaGhnighb was used at a concentration
unable to activate complement in neat serum. A tdvél value in neat versus EDTA-treated
serum would therefore be attributed solely to IgMtced complement activation. The
residual MFI (%), when compared to the assay perdéorin the absence of the IgM mAD,
was lower in neat serum than in EDTA-treated sefamboth mAbs (Figure 4A). Moreover,
the complement interference induced by the anti-BBM was more pronounced towards
W6/32 than towards the anti-B2M IgG, as indicatgdh®e difference between residual MFI

(%) in EDTA-treated and neat sera (Figure 4B).

3.4 Interference of IgM anti-HLA antibodies in matts’ sera with SAFB assay

In our routine follow up of kidney transplanted ipats, we recently identified 2 anti-
HLA non pre-sensitized males (Cases #1 and #2) veloeived DR11/DQ7-mismatched
kidneys from deceased donors. Both had a biopsysdigpicion of an ongoing rejection
episode and concomitantly displayedle@ novoDQ7 DSA in neat serum (Day 63 and 3109
post-transplant for Case #1 and Case #2, respbBgtiata are presented in Table 1, for the
HLA-DQ7 beads only (beads 1 to 5, with beads 3 tisplaying the DQB1/DQAL allele
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pairs most commonly associated with DR11, includhmg pair displayed by both donors, i.e.
HLA-DQA1*05:05; DQB1*03:01). EDTA-treatment of sestrongly increased DSA strength
for some beads, demonstrating complement interéeréor these. However, the serum MFI
strength measured in the presence of EDTA (~10,@ained significantly below the assay
MFI upper limit whereas a saturating C1qg bindingIM&lue (>20,000) was observed. We
then supposed that coexisting IgG and IgM DQ7 D®Ald explain this reactivity pattern

and explored this hypothesis.

For Case #1, the Day 63 serum contained a stravigtaggeting beads 3 to 5, and a
weaker one against beads 1 and 2 (Table 1, uppBr pa assess the ability of these IgM to
interfere with IgG detection, the serum was treateéd both DTT and EDTA. We observed a
2-fold and a 1.6-fold increase of IgG MFI for be&d® 5 and for beads 1 and 2, respectively,
confirming the ability of the IgM to interfere witlgG detection in a “dose-dependent”
manner. An additional serum, drawn earlier (at @&ypost-transplant) provided identical
results (Table S1).

For Case #2, the Day 3109 serum contained an &glyeting all 5 DQ7 beads (Table
1, lower part). This IgM was very strong as dedufredh titration experiments performed
with EDTA-treated serum (Table S2). Pre-treating #erum with both DTT and EDTA
provided a saturating IgG MFI signal for beads 3fcand an average 7-fold increase for
beads 1 and 2. Titration studies were then perfdrmath neat, EDTA-treated and
DTT/EDTA-treated sera (Figure 5). Neither neat semor EDTA-treated serum dilutions
allowed the MFI plateau attained by DTT/EDTA-treatthto be reached. Three additional
sera from this patient were analyzed, which weeavdr2.5, 15 and 27 months later (Days
3187, 3558 and 3924) (Figure S4). We documentegéehsistence of the IgM DSA in these

three sera, and still at levels interfering witksldetection at Days 3187 and 3558.

4. Discussion
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We here confirmed that IgM anti-HLA antibodies caterfere with IgG anti-HLA
antibodies detection and we report that this pheaman is concentration-dependent. We also
confirmed the ability of IgM to activate complememt flow beads surface, which can lead to
an underestimation of IgM anti-HLA antibodies stggdmn as previously reported for IgG [7-
10]. Therefore the previously published studies IgM might have underestimated the
prevalence and pathogenic role of IgM becauseisfitterference [12, 13].

We first identified mechanisms of IgM interferencecurring independently of
complement activation. We used the experimentalahotithe class | SFB assay with an
anti-B2M IgM mAb and two IgG mAbs diluted in EDTAeated serum. The anti-B2M IgM
interfered with both the anti-B2M IgG and W6/32t lIoua more pronounced fashion for the
former. Interestingly, SPR experiments showed thattwo anti-B2M mAbs competed for
antigen binding, but none of them competed with 326/This indicated that the two anti-
B2M mAbs directly competed for the same epitopéoorsufficiently close epitopes. On the
contrary, the interference observed for W6/32 wastnprobably caused by steric hindrance
as a direct competition for epitope(s) binding vebubt be consistent with our discordant
findings between both approaches. Indeed, terna@{3¥HLA+anti-B2M IgM complexes
were actually detected with SPR, although only ¢hidsA molecules that were engaged with
the immobilized W6/32 mAb remained available fdugher interaction with anti-B2M IgM.

In contrast, in the SFB assay, the antigen is tlyettached to the bead surface and both
mADbs are added together. Ways of interactions thidrefore be different than in the SPR
format, possibly uncovering steric hindrance. Timdicated that IgM, when present at a
sufficiently high concentration, can interfere biyedt competition for epitope with IgG and
also by steric hindrance. This interference wilviolisly depend on the ratio of antibody
concentration between IgM and IgG, but also onrdi® of affinity/avidity between both
isotypes. Also, availability or exposure of speciipitopes on the beads surface might vary
for different antibodies and modulate the degrealobition by IgM.
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The comparison of IgG MFI obtained with neat or EDffeated sera for each
monoclonal IgG taken individually allowed evalugtithe possibility for IgM to exert an
indirect interference through complement activatibtmdeed, the IgM-triggered IgG MFI
decrease was more substantial in neat than in EfDdated serum, demonstrating that IgM
can also interfere through complement activatiorerestingly, the MFI decrease was less
pronounced for the anti-B2M IgG MFI than for W6/3is can be explained by the absence
of epitope competition between the IgM and W6/32leked, the anti-B2M IgG can only bind
the HLA molecules not engaged with the anti-B2M [ghplicating that the IgG and IgM
molecules are distant from each other. On the aontiV6/32 can bind together with IgM to
the same HLA molecule and will be a more accesdidtget for complement activation
products. As a consequence, the anti-B2M 1gG shdddless affected than W6/32 by
complement deposition in the vicinity of the IgNgters.

Noteworthy, the mAbs used could bind all the clag#LA alleles coated on SFB,
thereby mimicking the interaction of patients’ sevah SAFB. Indeed, we were able to
validate our findings with patients’ sera in the FBA setting. The competition/steric IgM
interference is specifically illustrated with Catkon beads 1 and 2. Indeed, these beads had
low IgG and IgM MFI in neat serum, and IgG MFI wast modified by EDTA, ruling out a
complement interference caused by IgG or IgM, waeigG MFI increased when DTT was
added. Besides, beads 3 to 5 displayed IgM in&@mfer through complement activation.
Indeed, 1IgG MFI increased by nearly 3-fold with E®ireatment, whereas results from
DTT/EDTA-treatment indicated that such a low Ig@esgth should not trigger a massive
complement activation and then interference.

For Case #2, beads 1 and 2 behaved exactly as ttmmeCase #1. This looked
intriguing as IgM MFI were very high and as suclbwdld have induced stronger C1g binding
and complement interference. An explanation cowddthat competition between IgM at
saturating levels would decrease the number oftpaea engaged with antigen molecules for
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any given IgM pentamer, limiting the conformatiormlange that permits C1q binding and
therefore complement activation. On the other hag@, MFI for beads 3 to 5 of Case #2
were very high and did not allow distinguishing gdement interference due to IgG or to
IgM. Nevertheless, these results indicated thategy \strong IgM can interfere with the
detection of IgG even when IgG is also very strddgreover, our study demonstrated that
titration of neat serum did not allow IgM interface to be prevented, questioning the recent
proposal that it would represent the most accusatg to assess IgG HLA antibody strength
[18]. Testing subsequent sera from Case #2 asfa8 anonths after detection of the IgM and
IgG anti-HLA sensitization also showed that strdglyl can persist and still interfere with
IgG detection for at least 2 years.

To conclude, IgM anti-HLA antibodies can interfesth IgG anti-HLA antibodies
detection in flow beads assays through competitsteric hindrance and complement
interference. Additional parameters should theeefbe taken into account for a clear
understanding of HLA antigen/antibody interactiord anterpretation of the MFI measured
with the 1gG flow beads assays. Indeed, serum Hibfi- antibodies are not epitope
monospecific in most cases, and may combine angbodf at least the IgG and IgM
isotypes. Further studies are required to assesprivalence of IgM anti-HLA antibodies,
and then the impact of the interference they incagi®re recommending a systematic pre-

treatment of sera with DTT instead of other methods
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Table 1: Study of IgM interference in SAFB assay wh sera from two patients. Detailed

report of baseline MFI values obtained with Ig@Gyllgnd C1q assays on class Il SAFB after

the indicated treatment of the serum from two pasielisplaying HLA-DQ7 DSA. Only the

five DQB1*03:01 (DQ7 serological equivalent) beaai® depicted. DSA: donor specific

antibodies, SAFB: single antigen flow beads.

Case #1 Bead staining lgG Clqg IgM
Serum treatment Neat EDTA DTT Heat EDTA DTT
EDTA EDTA
Bead DQB1 allele DQAL allele
1 DQB1*0301 DQA1*0201 4057 3480 6066 1474 2881 96
2 DQB1*0301 DQA1*0301 3540 3041 4660 2538 2343 66
3 DQB1*0301 DQA1*0601 1958 7721 15869 21097 8001 270
4 DQB1*0301 DQA1*0503 2423 7205 14802 21996 7896 255
5 DQB1*0301 DQA1*0505 3449 6370 12141 22497 6227 203
Case #2 Bead staining IgG Clq IgM
Serum treatment Neat EDTA DTT Heat EDTA DTT
EDTA EDTA
Bead DQB1 allele DQAL allele
1 DQB1*0301 DQA1*0201 1560 1132 10176 853 13261 3866
2 DQB1*0301 DQA1*0301 1680 1289 6791 1285 13295 3782
3 DOB1*0301 DQA1*0601 815 15292 20727 25751 14340 5205
4 DQB1*0301 DQA1*0503 6679 14686 20802 26239 14680 5221
5 DQB1*0301 DQA1*0505 2587 11443 19470 24450 13965 5654
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Figures legends

Figure 1. Interference of IgM anti-HLA antibodies with detection of IgG anti-HLA
antibodies in SFB.SFB were incubated with an anti-B2M 1gG (2 pg/méft pbanel) or with
W6/32 (1 ng/mL, right panel) mAbs in neat serum aviith increasing concentrations of an
anti-B2M IgM, and then IgG binding was revealedeioxes depict the median, and the first
and third quartiles of raw MFI values from all 124dals displaying class | HLA molecules
pooled from 2 independent experiments. The vertloc®# encompasses the range, the
“outliers” being represented as dots. MFI were carag using the Kruskal-Wallis test. B2M:

beta-2-microglobulin, mAb(s): monoclonal antiboeg, SFB: screening flow beads.

Figure 2: IgM anti-HLA antibodies interfere with Ig G anti-HLA antibodies detection in
EDTA-treated serum. Figure 2A: SFB were incubated with an anti-B2M I¢Gug/mL, left
panel) or with W6/32 (1 pg/mL, right panel) mAbs EDTA-treated serum and with
increasing concentrations of an anti-B2M IgM, artent IgG binding was revealed.
Experiments were performed in duplicate. The balegsct the median, and the first and third
quartiles of raw MFI values from all 12 beads disiig class | HLA molecules pooled from
2 independent experiments. The vertical line en@ssgs the range, the “outliers” being
represented as dots. MFI were compared using thekigt-Wallis test. Figure 2B depicts the
anti-B2M IgG and W6/32 residual MFI (%, mean +/-D)Sin EDTA-treated serum,
compared using the paired Wilcoxon test. B2M: l&taicroglobulin, SFB: screening flow
beads. B2M: beta-2-microglobulin, EDTA: ethylenediaetetraacetic acid, mAD(s):

monoclonal antibody(ies), SFB: screening flow beads
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Figure 3: SPR analysis of competition between mAbdAnti-B2M 1gG (Figure 3A) or
W6/32 (Figure 3B and 3C) mAbs were immobilized o@8M5 sensorchip to capture any of
three different class | HLA molecules HLA-A*02:0bléck bars), A*11:01 (grey bars) and
B*44:02 (white bars). Figure 3A depicts the specifiinding (resonance units) to HLA
captured by the anti-B2M IgG of the sequentiallypated (i.e. without regeneration between
them) anti-B2M 1gG, anti-B2M IgM and W6/32. FiguBB depicts the specific binding
(response units) to HLA captured by the W6/32 & sequentially injected anti-B2M 1gG
(sum of response units from two successive injas)i@and anti-B2M IgM. Figure 3C depicts
the specific binding (response units) to HLA captuiby the W6/32 of the sequentially
injected anti-B2M IgM (sum of response units fronotsuccessive injections) and anti-B2M
IgG. Arrows underline the sequential characterhef injections. All mAbs were injected for
30 s at 10 pg/mL and 25 pL/min. Experiments werdop@ed one time. B2M: beta-2-

microglobulin, mAb(s): monoclonal antibody(ies),’BRBurface plasmon resonance.

Figure 4: IgM anti-HLA antibodies interfere with Ig G anti-HLA antibodies detection
through complement interference.SFB were incubated with an anti-B2M IgG (2 pg/nok)
W6/32 (1 pg/mL) in neat or EDTA-treated serum ia resence of increasing concentrations
of an anti-B2M IgM, and then 1gG binding was reeshlFigure 4A depicts the comparison of
anti-B2M 1gG (left panel) and W6/32 (right panedsidual MFI (%, mean +/- 1SD) with the
paired Wilcoxon test for raw MFI values from albifn all 12 beads displaying class | HLA
molecules pooled from 2 independent experimentgurEi4B depicts the difference between
residual MFI (%, mean +/- 1SD) obtained with EDTrAdted and neat sera for anti-B2M IgG
and W6/32 (paired Wilcoxon test). B2M: Dbeta-2-mglopulin, EDTA:
ethylenediaminetetraacetic acid, mAb(s): monocloaalibody(ies), SFB: screening flow

beads.
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Figure 5: Titration of Day 3109 serum from Case #2Day 3109 serum from Case #2 was
analyzed in neat, EDTA-treated and DTT/EDTA-treateaditions at different dilutions in
PBS. Figure depicts baseline MFI values obtaineti YWgG assay on SAFB and for the five
beads displaying the DQB1*03:01 allele (DQ7 sermalequivalent). Means of MFI from
beads 1 and 2 are represented in the left panansne/- standard deviation of beads 3 to 5
are represented in the right panel. Experimentse varformed one time. SAFB: single
antigen flow beads. DTT: dithiotreitol, EDTA: etleylediaminetetraacetic acid, SAFB: single

antigen flow beads.
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Supplementary material captions

Table S1: Study of IgM interference in SAFB assay ith Day 27 serum from Case #1.
Detailed report of baseline MFI values obtainechwgG and IgM assays on class Il SAFB
after the indicated treatment of the Day 27 sertomfCase #1. Only the five DQB1*03:01
(DQ7 serological equivalent) beads are depicted. TT:D dithiotreitol, EDTA:

ethylenediaminetetraacetic acid, SAFB: single amtifjow beads.

Table S2: IgM titration on SAFB with Day 3109 serumfrom Case #2.Detailed report of
baseline MFI values obtained with IgM assay on SAf®r EDTA-treatment of day 3109
sera from Case #1. Only the five DQB1*03:01 (DQ7okmical equivalent) beads are

depicted. SAFB: single antigen flow beads.

Figure S1: Selection of W6/32 and anti-B2M IgG corentrations not inducing a
complement interference phenomenon with SFB assayW6/32 and anti-B2M 1gG were
used at different concentrations in EDTA-treatecheait serum, and then IgG and C3-binding
were evaluated using the SFB assay. Mouse biotatg/lanti-C3d Mab (Quidel, San Diego,
CA) and PE-labeled Streptavidin (Beckman Coultegyawsed at 1/100 and 1/200 dilutions
respectively. B2M: beta-2-microglobulin, EDTA: etbgediaminetetraacetic acid, SFB:

screening flow beads.

Figure S2: IgM detection with SFB is subject to coplement interference.Anti-B2M IgM
was used at different concentrations in EDTA-tréate neat serum, and then IgM-binding
MFI was evaluated. B2M: beta-2-microglobulin, EDTAthylenediaminetetraacetic acid,

SFB: screening flow beads.
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Figure S3: Competition analysis by surface plasmoresonance.Sensorgrams showing the
capture of HLA-A*02:01 molecules by anti-B2M IgGpjer panel) or W6/32 (middle and
bottom panels), followed by sequential mAbs inges (10 pg/mL) without chip
regeneration. After HLA capture by W6/32, anti-BaAjG (middle panel) and IgM (bottom
panel) were injected twice in order to ascertain AHmolecules saturation. Similar
sensorgrams were obtained with HLA-A*11:01 and B® (not shown). B2M: beta-2-

microglobulin, mAb(s): monoclonal antibody(ies).

Figure S4: Study of IgM interference in SAFB with Cays 3187, 3558 and 3924 sera from
Case #2, in comparison with Day 3109 serunay 3187, 3558 and 3924 sera from Case #2
were analyzed in EDTA-treated (IgM and 1gG) and IHDTA-treated (IgG) conditions, and
compared with Day 3109 serum. Figure depicts haséF| values obtained with the IgG
assay on SAFB for the five beads displaying the D@B:01 allele (DQ7 serological
equivalent). Means of MFI from beads 1 and 2 apeegented in the left panel, means +/- SD
of beads 3 to 5 are represented in the right palelT: dithiotreitol, EDTA:

ethylenediaminetetraacetic acid, SAFB: single amtifjow beads.
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Figure 1
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 5
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Table S1. Study of IgM interference in SAFB assay #h Day 27 serum from Case #1.

Case #1

Bead staining

IgM

IgG

Serum treatment

EDTAEDTA DTT

EDTA

Bead

DQBL1 allele DQA1 allele

DQB1*0301 DQA1*0201
DQB1*0301 DQA1*0301
DQB1*0301 DQA1*0601
DQB1*0301 DQA1*0503

DQB1*0301 DQA1*0505

1604

734

6331

6665

4602

2714

1975

7909

7758

5848

4292

3244

13788

12756

10461

254



Table S2. IgM titration on SAFB with Day 3109 serunmfrom Case #2.

Case #2 IgM MFI
Dilution range 1:1 1:4 1:64 1:2561:1024
Bead DQB1 allele DQAL allele
1 DQB1*0301 DQA1*0201 13261 13589 10869 5068 1546
2 DQB1*0301 DQA1*0301 13295 13510 10845 5630 1573
3 DQB1*0301 DQA1*0601 14340 14360 12162 9348 4072
4 DQB1*0301 DQA1*0503 14680 14661 12231 9210 4320
5 DQB1*0301 DQA1*0505 13965 13596 11632 7966 3471
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Figure S1
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Figure S2
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Figure S3
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Figure S4
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VII-3 — Interférences négatives - Discussion dessaltats

Notre travail sur I'interférence liée au complémarpermis de mieux comprendre le
mécanisme des sous-estimations ou fausses négmtdats IgG anti-HLA de forte MFI, et
constitue actuellement la description la plus m@&ade ce phénomene dans la littérature. En
effet, au moment méme ou nous soumettions notraitrgour publication, une équipe
autrichienne montrait que I'activation du complémesqgu’au facteur C3, et non le complexe
C1 seul, était nécessaire pour observer l'intenigeg375). Néanmoins, I'approche utilisée ne
permettait pas de discriminer les réles respedtif€C3 et du C4, ni celui de la voie alterne,
contrairement a notre stratégie.

Ce mécanisme est également mis en jeu lors derférence des IgM anti-HLA pour
la détection des IgG anti-HLA. Ce point est intéeed dans le sens ou le traitement EDTA,
qui ne permet pas de détruire les IgM, permet depemser une partie de l'interférence liée
aux IgM et pourrait donc éviter la non-détectiotg® anti-HLA dans ce contexte, sans avoir
recours au traitement du sérum par le DTT. En effelon notre expérience, le traitement du
sérum au DTT est plus difficile a maitriser quarbetement EDTA a cause de l'inconstance
de la correction de l'interférence liée au complétele I'apparition d’'un bruit de fond
parfois tres élevé qui empéche la détection desaps faiblement positifs, et du temps
nécessaire pour la réalisation de cette étapeaigpe de routine. De plus, la prévalence de
l'interférence liee aux IgM reste a évaluer et pamrétre beaucoup moins fréquente que
I'interférence liée au complément. En revanche, néssltats indiquent que le moyen le plus
sar d’obtenir la MFI la plus juste serait d’utiliske traitement décrit dans le sixieme article,
c’est-a-dire DTT+EDTA.

Il est important de noter que comme de hombreustessaéquipes, nous avons
clairement établi un lien direct entre la MFI enGAlassique et la capacité d’'un anticorps
anti-HLA a fixer puis activer le complément a lafage des billes (161, 336). Ainsi, la
détection de DSA fixant/activant le complément paimn’étre qu’une question de moindre
sensibilité de ces tests, les rendant a priorilesi& partir du moment ou la juste MFI est
obtenue grace a un prétraitement adéquat des sédegres facteurs pourraient également
étre impliqués, tels que la densité et I'organisaties molécules HLA a la surface de billes.

Nous avons évoqué dans la partie introductiveplusieurs équipes ont étudié la
fixation du C4d sur les billes SAG (224, 362). @ar$ auteurs décrivaient que le marquage
C4d eétait généralement plus faible que le marq@Hge(171), contrairement a ce que nous
avons observé. Ceci doit étre imputé a une intenfér liée aux dépbts de C3 pour la
détection du C4d. En effet, le protocole utilisépla détection de la fixation du C1q incluait
une étape de traitement a la chaleur (56°C 30 eéputu sérum, empéchant l'initiation de la
voie classique du complément, alors que le progoatlisé proposé pour la détection du C4d
utilisait du sérum « brut ». Une correction de |RINC4d pourrait étre obtenue en utilisant un
prétraitement des sérums a I'EDTA et en ajoutgmrgslavage des billes, une incubation
avec du sérum déplété en fraction C3 du complément.

Enfin, le C1g semble plus difficilement maintenla&urface des billes que le C4d ou
le C3d qui se lient de maniere covalente et doransestables. Nous pourrions donc nous
attendre a une sensibilité supérieure d’'un tesuraes le dépbt de C4d ou C3d en
comparaison a un autre mesurant la fixation du O&plus, la sensibilité du test C3d devrait
étre supérieure a celle du test C4d, la product®@3b étant amplifiée par le fait qu'une C3
convertase classique clive plusieurs moléculese€gue la production de C3b est amplifiée
par la voie alterne.
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VIl — Troisieme partie : Interaction des

anticorps anti-HLA avec le greffon
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VIII-1 — Septieme article : La présence de DSA inta-greffon est un facteur

de risque de perte du greffon en transplantation pknonaire

Article soumis dans la revu®urnal of Heart and Lung Transplantatioractuellement en
cours de révision

« Lung intragraft donor-specific antibodies as a rsk factor of graft loss »

Jonathan Visentin, Albane Chartier, Layal Mass@i@riel Linares, Gwendaline Guidicelli,
Elodie Blanchard, Marie Parrens, Hugues BeguetatrteCDromer and Jean-Luc Taupin

Présentation et objectifs du travail

Nous avons brievement évoqué dans la partie inttodude ce mémoire qu'il était
possible d'utiliser le SAG afin de détecter les D@&sents dans le greffon, aprés élution de
ceux-ci, en transplantation rénale et hépatiqué,(330). Nous avons appliqué cette méme
approche a une cohorte de transplantés pulmonzaresous pensions alors que la détection
des DSAIn situ pouvait étre un marqueur pronostique particuliéngnintéressant dans cette
indication, les criteres diagnostiques histologgude rejet humoral étant bien moins
clairement définis qu’en transplantation rénale.

Mon r6le dans cette étude a consisté en la réalisafune partie des élutions des
DSA a partir des biopsies, auxquelles Layal Masstaf@abriel Linares (Master 2 recherche et
Master 1 recherche, respectivement, a cette épaqus, la direction du Pr Taupin), et le Pr
Jean-Luc Taupin ont également participé, puis amalyse des résultats obtenus et leur mise
en relation avec les données cliniques, colleqiéeses Dr Albane Chartier et Claire Dromer,
et histologiques, collectées par le Dr Hugues Beriu@uis en la rédaction de l'article. Ce
sujet a également tenu lieu de These de Docteltéglecine pour le Dr Albane Chartier.

Nous avons inclus dans cette étude 53 patientspiamés pulmonaires pour lesquels un
fragment biopsique congelé non fixé était dispanial laboratoire d’anatomopathologie,
avec un sérum concomitant disponible dans la s&égoth du laboratoire d'immunologie et
immunogénétique hospitalier. La plupart de ces $iexp etaient des biopsies sur indication
(Table 2). Parmi ces patients, 25/53 (47,2%) nsgmiaient pas de DSA dans leur sérum au
moment de la biopsie. Parmi les 28/53 (52,8%) pttiprésentant des DSA dans le sérum
(sDSA), 11/53 (20 ,8%) présentaient au moins un RI8As I'éluat de leur biopsie (gDSA).
L’analyse des données démographiques ne mettaiemp&vidence de différences entre les
patients avec ou sans DSA au moment de la trartafilam (Table 1). Au moment de la
biopsie, les patients sans gDSA avaient signifreatient plus de biopsies normales (Table 2).
La fonction du greffon était identique entre lesigrets avec et sans gDSA (Table 3). Les
patients avec gDSA avaient plus frequemment recurait@ment pour le rejet humoral apres
la biopsie (Table 5). Concernant les caractérisggdes gDSA, seulement I'un d’entre eux
n'était pas détectable dans le sérum, leur MFI dsgrum était significativement supérieure
en comparaison a ceux non retrouvés dans les éleaksopsies et la taille des fragments
biopsiques a partir desquels les gDSA étaient ugé® étaient en général plus volumineux
(Figure 1). La survie du greffon globale et a past-biopsie était inférieure pour les patients
ayant des gDSA (Figure 2, Tables 4 et 6), en aaalygivariées et multivariées.
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Abstract

Background: In lung transplantation, the impact of donor-specanti-HLA antibodies
(DSA) on graft survival is admitted, but not allrsem DSA are harmful. We sought to
determine ifin situ detection of DSA from graft biopsies could helgentfying lung
transplant recipients (LTRs) at higher risk of gta$s.

Methods: Biopsies and sera from 53 LTRs were collectedaachpplied the class | and Il
anti-HLA single antigen flow bead assays to botlopby eluates and sera. Intragraft
antibodies (gDSA) were correlated to serum DSA &P$o clinical and histological data
and to graft survival.

Results: Twenty-eight (52.8%) LTRs had sDSA and 11 (20.86) gDSA. Fifty SDSA were
found, among which 14 (28%) were also found in bjopluates. One DSA was detected in
the biopsy only. Both serum MFI and size of biofreggment were higher for SDSA detected
in biopsies (p = 0.003 and 0.02, respectively). ETRving gDSA displayed a lower one-year
post-biopsy graft survival (log-rank test p=0.008yesence of gDSA at time of biopsy
constituted a risk factor for graft loss in uniede (OR 6.67 [1.51-29.47], p=0.008 and HR
3.44 [1.47-8.01], p=0.005) and multivariate anaty®R 5.85 [1.23-27.68], p=0.03 and HR
4.51 [1.83-11.13], p=0001) using logistic regressamd a Cox proportional hazard model,
respectively.

Conclusions: In lung transplantation, intragraft DSA appearsaasaluable biomarker to

identify pathogenic DSA and recipients at highsk of graft loss.
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Introduction

In the last decades, lung transplantation (LT) esefited from advances in surgical
techniqgues and development of immunosuppressivgsdraut median survival remains
limited in comparison with other solid organ tralaspations: The most frequent cause of
graft loss is the bronchiolitis obliterans syndro(B©S)} 2 which is associated with different
risk factors: acute cellular rejection, lymphocyionchitis, human leukocyte antigen (HLA)
mismatches, community-acquired respiratory virédtions, primary graft dysfunction and
gastroesophageal refldX. Earlier studies have shown that development of Hintibodies

was also associated with BOS and even preceddévtdopment:*°

This was emphasized in
the recent literature thanks to the single antitgam beads assays (SAFB) which have greatly
improved the resolution and the sensitivity of despecific antibodies (DSA) detectidhi®
However, detection of serum DSA with SAFB is novald of technical limitations such as
the false-negative results caused by the compleinézference phenomenofir® and the
false-positive reactions due to the detection ef@enatured class | HLA antibodies, whose
pathogenic role is uncertaifi?® It is well admitted that presence of DSA is nat@yymous

to lung allograft injury’® Among the advanced hypotheses is the incapacitheDSA to
bind to the graft, because of the absence of egioe®f cognate HLA molecules or because
of insufficient binding strength between a low aiffy DSA and its target. On the contrary, it
has been suggested in kidhey® and livef® transplantation that DSA may not be detectable
within the blood during episodes of antibody mestiatejection (AMR), if the DSA is
completely trapped within the allograft. Anotheffidulty is that the histological features of
AMR in LT have not been accurately defined yetdiag to frequently consider the presence
of serum DSA concomitantly with biopsy anomaliesAddR, without clear evidence of a
pathogenic interaction between the DSA and thespiamt>° In a previous work, we reported
in kidney transplantation thah situ detection of DSA was a severity marker for antibody
mediated pathogenic processeghe aims of this study were therefore to firstialeate
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whether intragraft DSA (gDSA) can be detected ingluransplant biopsies, secondly to
identify the factors associated with their presead finally whether they could represent a

risk factor for graft loss.
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Methods
Patients and biopsies

This was a retrospective monocentric study. Amdmg 252 LT recipients (LTRS)
transplanted in our centre from January 1999 tg 2014, we included the 53 LTRs for
whom a frozen non fixed transbronchial or surghapsy and a serum sample drawn close to
the day of biopsy were still available. According the local practice, biopsies were
performed either for deterioration in clinical stawor for routine surveillance. Formalin-fixed,
paraffin-embedded biopsy specimens were stainetl tmatoxylin-eosin for histologic
review and classification according to the ISHLTOZ0report? Available data on HLA
sensitization status, graft conditions, immunosapgive regimen and graft functional status
at 12 months post-biopsy and until August 2015 wetkected. LTRs death, re-inscription on
the waiting list or re-transplantation defined afgloss. The study was approved by the
institutional review board and did not interferettwstandard patient clinical management.
Except for cystic fibrosis patients, LTRs receiwad induction therapy with anti-thymocyte
globulins, and the maintenance therapy associatéasporin or azathioprine, mycophenolate
and steroids. Tacrolimus replaced ciclosporin isecaf BOS or refractory acute rejection.
Everolimus was associated to standard therapy aonsk intention, in case of kidney
dysfunction or BOS. Azithromycin was introducedcaise of BOS with airway neutrophilia

without infectious manifestations.

Biopsy elution and anti-HLA antibody testing

Before processing the graft biopsies according be fpreviously described
protocol*3* using the Acid Elution kit (Elukit Il; Gamma Bidjicals, Inc., Houston, TX),
their length, width and thickness were measuredrder to determine their size. Remnants
from biopsies devoted to histopathological analystse used. No sampling was performed
for the purpose of the study. Anti-HLA Class | dhdntibodies were identified in the serum
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and the biopsy eluates with the LabScreen LS1A@LEBPA01 SAFB assay (One Lambda,
Inc., Canoga Park, CA) on a Luminex £ainalyzer (Luminex, Austin, TX), according to the
manufacturer's recommendations. All the sera weratéd with ethylenediamine tetraacetic
acid in order to circumvent the complement intenfe phenomendi:*® When necessary,
additional donor HLA typing (Class | HLA-A, -B, -Cvoci and Class Il HLA-DR, -
DR51/52/53, -DQ and -DP loci) was performed on edijuots stored frozen at the time of
the transplant by using the high-resolution rev&8S©-PCR assay (LabType, One Lambda,
Inc.). For the serum DSA (sDSA), the positivity ébhold was set at a normalized mean
fluorescence intensity (MFI) of 500 using the bemelcalculation mode (HLA Fusion
software; One Lambda, Inc.). For the biopsy elyaties positivity threshold was set at a
normalized MFI higher than mean plus 5 standardatiens of MFI for alleles not displayed

by the donor and not recognized by a serum antibody

Statistical analysis

Analyses were performed using conventional sta@istmethods. Categorical and
continuous variables were summarized as percerdage median values with range or
interquartile range (IQR). The independent-samples-parametric Mann—Whitney U-test
and the Fisher’'s exact test were used for grouppeoisons of continuous and categorical
variables, respectively. Optimal threshold for M¥lue was determined with receiver
operating characteristics (ROC) analysis. KaplaneManalysis was used to construct graft
survival curves. Comparisons were made using tgedak test. The variables potentially
associated with one-year post-biopsy survival wargjected to univariate and multivariate
analysis, using a logistic regression model. Modalibration was evaluated using the
Hosmer—Lemeshow goodness-of-fit test. A Cox propoal hazards analysis was used for
univariable and multivariable analyses for grafivaral. Variables included in multivariate
analyses were those that showed trends in unieaaizlysis, i.e. g 0.2. Variables found not
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to be independently predictive of graft survivalreveropped using the backward elimination
procedure. Results are reported as odds ratios)(Wisa 95% confidence interval (Cl) and
corresponding p-value. P-valge0.05 was considered statistically significant. keas were

performed with MedCalc software (Mariakerke, Beigju
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Results

Patients’ characteristics at transplantation and atbiopsy

The study included 53 LTRs for whom serum and biagaates were tested with both
class | and Il SAFB. From serum analysis, 4 LTRsew®t sensitized and 49 LTRs (92.5%)
exhibited anti-HLA Class | and/or Il antibodies. Ang them, 6 (11.3%) only exhibited class
| antibodies, 9 (17.0%) only exhibited class llibatlies and 34 (64.2%) exhibited both. No
sDSA was found in 25 LTRs, and at least one sDSA prasent in 28 LTRs (52.8%), 6
(21.4%) displaying only class | DSA, 18 (64.3%)yoalass 1l DSA and 4 (14.3%) both DSA
types, with a median sDSA number of 2 (range 1 pet)patient. Among the 53 LTRs, 11
(20.8%) displayed one or more gDSA, 3 (27.3%) digiplg only class | gDSA and 8 (72.7%)
only class Il gDSA, with a median of 1 gDSA (rarige 3) per patient. One LTR displayed a
DSA in biopsy eluate not found in the serum. Atdiof transplantation and at time of biopsy,
there was no difference in demographic and clincdaracteristics between gDSA+ and
gDSA- LTRs (Table 1 and Table 2, respectively). Ttedian time between serum and biopsy
sampling was the same between gDSA- (median 01@#y,0 — 42) and gDSA+ (median 7
days, IQR 0 — 83) LTRs (p = 0.54). Histologic fings at time of biopsy are also summarized
in Table 2 and evidenced a higher proportion ofmadrbiopsies for gDSA- LTRs. Allograft

function at the time of biopsy was comparable betwgDSA+ and gDSA- LTRs (Table 3).

Characteristics of SDSA and gDSA

A total of 50 sDSA were found, among which were(28%) class | SDSA (6 HLA-A,
2 HLA-B, 6 HLA-C) with a median MFI of 1095 (IQR @5- 3366) and 36 (72%) class Il
sDSA (8 HLA-DR, 18 HLA-DQB1, 6 HLA-DQAZ1, 4 HLA-DPyith a median MFI of 3662
(IQR 1590 — 9113) (p = 0.004, Figure 1A). AmongsthesDSA, 14 (28%) were found in
biopsies eluates (s+/g+ DSA) and one DSA was ipsymnly (s-/g+ DSA), for a total of 15
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gDSA altogether constituting the gDSA group. Amdhg DSA detecteth situ, 4 (26.7%)
were class | (2 HLA-A, 1 HLA-B and 1 HLA-C) and 1713.3%) were class Il (1 HLA-DR, 7
HLA-DQB1, 3 HLA-DQAL). Median MFI of sSDSA was 18Q4QR 940 — 3720) for those not
found in biopsies, and was 10383 (IQR 3707 — 19287 those of the gDSA group (p =
0.003, Figure 1B). We used a ROC analysis to detivee optimal serum MFI threshold
allowing presence of gDSA to be predicted. The ameder curve was 0.765 (p = 0.007) and
the optimal threshold was 6515 (IC 3249 — 9407jerofg 66.7% sensitivity and 91.7%
specificity, 8 and 0.36 positive and negative likebd ratios, respectively. Size of the eluted
biopsy fragment was higher when gDSA were founddiare8.5 mm, IQR 4.9 — 11.3) than
when they were not (median 5.8 MNQR 1.7 — 6.4) (p = 0.02). Relations between sDSA

MFI, biospy fragment size area and gDSA positieitg represented in Figure 1C.

DSA status and post-biopsy outcomes

During the first year follow-up post-biopsy, 20 (3%) LTRs experienced a graft loss
with a median of 92 days post-biopsy (IQR 20 — 2BTRs with sDSA, those having gDSA
and sDSA not detected in biopsy eluates being plodiad a one-year post-biopsy graft
survival comparable to sSDSA- LTRs (Figure 2A). bmtrast, LTRs having gDSA displayed a
lower one-year post-biopsy graft survival than ¢§izgSA- and the sDSA- LTRs (Figure 2B
and 2C). The same findings were observed afterocegs LTRs who survived less than 3
months post-biopsy (Figure 2, D to F). Risk factatréime of biopsy for one-year post-biopsy
graft survival were analyzed and only presence @84 and infection were statistically
associated with graft loss in univariate and maliate analyses (Table 4). During the first
year post-biopsy, the only difference between gD&fd gDSA+ LTRs in terms of
therapeutic immunosuppression or infection occueewas that gDSA+ LTRs were more
frequently treated for humoral rejection than LTRigh SDSA only (Table 5). The median
total follow-up post-biopsy was 391 days (IQR 21434) and 25 (47.2%) recipients lost their
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graft with a median of 212 days post-biopsy (IQR-4358). We analyzed several parameters
at time of biopsy in a Cox proportional hazards elo@®nly presence of gDSA and infection
at the time of biopsy were associated with an ieed risk of graft loss (Table 6). There was
no difference in cause of graft loss or allografbhdtion at the end of follow-up between

gDSA+ and gDSA- LTRs (data not shown).
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Discussion

We report here for the first time, to our knowledgjeat DSA can be identified in
eluates from lung transplant biopsies. We obsethad anti-HLA antibodies specific for
HLA-DQ were the most frequently identified as sD&Ad that they were also predominant as
gDSA. This strongly supports the hypothesis of ghhpathogenic role for anti-DQ DSA,
which is increasingly reported for lung as wellfas other solid organ transplantatiofts®
The prevalence of gDSA was lower than that of sB§A, which could be in favor of an
insufficient sensitivity of the assay. Indeed, gDB&d higher serum MFI values than s+/g-
DSA and were preferentially detected in eluatesftbe larger biopsies. This indicated that
we might have missed DSA bound onto the donor ¢isglien the amount and/or strength of
the DSA was too low and/or when the biopsy fragmeas too smaff’ Nevertheless, we
could detect some DSA of very low serum MFI in drbadpsies whereas others of relatively
high serum MFI were not retrieved situ, despite tissue fragments of substantially bigger
size. In line with this, the serum MFI thresholdcctated with ROC analysis to predict the
presence of gDSA offered quite weak sensitivity poditive likelihood ratio. Moreover, for
one LTR we were able to detect one gDSA which watspmesent in serum, which could
represent the situation where the DSA is completdigorbed within the allograft. 2 In
conclusion, it is obvious that the search for D$#oibiopsies would greatly benefit from
disposing of large tissue fragments in order tosaer a negative result as a proof of the
absence of DSAn situ

In our cohort, LTRs with gDSA displayed a lower pb®psy survival when
compared with all other LTRs, i.e. those with sD&#y, without DSA or without anti-HLA
antibodies. This was not the case when comparirfgsLdisplaying sDSA with those without
sDSA or anti-HLA antibodies. These findings werenfooned by multivariate logistic
regression and Cox proportional hazards ratio amalshowing that the presence of gDSA,
but not of SDSA, at the time of biopsy, was an petelent risk factor for graft loss. Then,
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besides the technical considerations discussedealtio® clinical management of LTR could
benefit from the detection of gDSA. Indeed, althoaymost all the gDSA were also present
in the serum, identifying a gDSA demonstrates thatDSA is able to sufficiently interact

with the transplant to exert pathogenic effects. fBa contrary, sDSA which were not

detectablen situ could have an affinity/avidity and/or be produ@dda concentration that are

not sufficient to render it detectable, or couldg& antigens that are not sufficiently
expressed locally. Interestingly, according to dpsthologic findings, more than half of

gDSA+ recipients were diagnosed as having sigrecofe cellular rejection, of an infectious
disease or a normal biopsy, but not of an acuthmnic AMR, whereas the DSA was indeed
found interacting with the allograft. In these sprospectively performing DSA elution

from biopsies and their identification could havelpged refining the diagnosis and more
precisely guiding recipient management.

Our study has several limitations. Firstly, it issangle-center, retrospective and
nonrandomized study on a rather small LTRs colfeecondly, the comparison of LTRs
characteristics at time of transplantation or byog®uld have been underpowered, not
precluding that some risk factors for gDSA presemight exist® Thirdly, the lung graft
function deterioration was often at an advancedestd the time of the biopsy, as nearly 40%
of recipients had a severe BOS. Therefore, thesbnfjs cannot be used for estimating the
role of gDSA in the early phase of AMR. Moreoveg did not observe a lower post-biopsy
graft survival for LTRs displaying sDSA in companswith those without SDSA or anti-
HLA antibodies. This was in disagreement with répdrom the recent literature'® and
could be explained by a short follow-up after byppgich did not allow graft loss caused by
chronic AMR to be observed.

In conclusion, by showing that the presence of g&& associated with graft loss,
this study highlights the interest of searching DSAiopsy eluates, especially in cases where
refining a diagnosis could be required and whennaarts of stored tissue samples can be
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used. This work paves the way for further prospecinvestigations on large cohorts to
analyze whether gDSA could represent a valuablmaiker of AMR in a field where other

approaches, such as histopathology, are frequentglpful.
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Table 1 (Part 1). Patients’ characteristics atithe of transplantation.

Total

gDSA- gDSA+ p-value
Number of patients (%) 53 (100) 42 (79.2) 11 (20.8)
Recipient gender 0.18
Female (%) 27 (51.0) 19 (45.2) 8 (72.7)
Male (%) 26 (49.0) 23 (54.8) 3 (27.3)
Recipient age 48 (27 — 56) 47 (26 — 56) 45 (32)-55 0.78
Diagnosis
Emphysema (%) 19 (35.8) 16 (38.1) 3(27.3) 0.73
CF (%) 18 (34.0) 15 (35.7) 3(27.3) 0.73
Fibrosis (%) 9 (16.0) 6 (14.3) 3(27.3) 0.37
PAH (%) 3(5.7) 2 (4.8) 1 (9.1) 0.51
Other (%) 4 (7.5) 3(7.1) 1(9.1) 1.00
Type of transplant
Double lung (%) 47 (88.7) 39 (92.9) 8 (72.7) 0.10
Single lung (%) 3(5.7) 2 (4.8) 1(9.1) 0.51
Heart-Lung (%) 3(5.7) 1 (2.4) 2 (18.2) 0.11
Donor age 41 (32 - 55) 42 (32 — 53) 41 (33 -60) 80.7
EXte“ded((;)r)“e”a donor 34 (64.2) 28 (66.7) 6 (54.5) 0.50
Ischemic time (min) 377 (301 —427) 366 (295 — 42880 (360 — 459) 0.21
Induction therapy* (%) 29 (54.7) 23 (54.8) 6 (54.5) 1.00
Early acute cellular
rejection £3 months) 23 (43.4) 20 (47.6) 3(27.3) 0.31
(%)
HLA-A/B MM 3(3-4) 4(3-4) 3(2-3) 0.07
HLA-DR/DQ MM 3(2-4) 3(2-4) 3(2-4) 0.67
HLA A/B/DR/DQ MM 6(5-7) 6(5-7) 5(5-7) 0.11
Pre-trangplaqt HLA
sensitization
None (%) 31 (58.5) 27 (64.3) 4 (36.4) 0.17
Anti-HLA (%) 11 (20.8) 8 (19.0) 3(24.3) 0.68
DSA (%) 11 (20.8) 7 (16.7) 4 (36.4) 0.21

Table 1 (Part 2)
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Total gDSA- gDSA+ p-value

Positive CDCXM (%) 0 0 0 NA
Positive FCXM (%) 2 (3.8) 0 2 (18.2) NA
CMV status
D+/R- (%) 20 (37.7) 17 (40.5) 3(27.3) 0.50
D+ or D-/R+ (%) 19 (35.8) 15 (35.7) 4 (36.4) 1.00
D-/R- (%) 14 (26.4) 10 (23.8) 4 (36.4) 0.45

Values are expressed as median (interquartileas arumber (%) when specified. CDCXM:
complement dependent cytotoxicity crossmatch; @stic fibrosis; CMV: cytomegalovirus;
D: donor; DSA: donor-specific antibodies; FCXM: ilccytometry crossmatch; gDSA: intr
agraft DSA; HLA: human leukocyte antigens; MM: miatch; NA: not applicable;
PAH: pulmonary arterial hypertension; R: recipieStatistical tests: categorical variables

were analyzed with Fisher’s exact test and contisu@riables with Mann-Whitney U test. *:

anti-thymocyte globulins
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Table 2. Patients’ characteristics and histologyattime of biopsy.

Total gDSA- gDSA+ p-value
Number of patients (%) 53 (100) 42 (79.2) 11 (20.8)
Recipient age 50 (31—58) 49 (29 — 58) 52 (34 -58) 0.83
Time from transplantation 507 (75 - 281 (80 — 554 (135 — 0.90
(days) 1128) 1102) 1119)
Early biopsiess 3months 16 (30.2) 13 (31.0) 3(27.3) 1.00
from transplantation) (%)
Type of biopsy 0.30
Surgical (%) 20 (37.7) 14 (33.3) 6 (54.5)
Transbronchial (%) 33 (62.3) 28 (66.7) 5 (45.5)
Biopsy indication
Respiratory((l:/l:)nction decline 27 (50.9) 21 (50.0) 6 (54.5) 1.00
ARDS (%) 10 (18.9) 7 (16.7) 3(27.3) 0.42
Dyspnea (%) 7 (13.2) 7 (16.7) 0 NA
Protocol biopsy (%) 8 (15.1) 6 (14.3) 2 (18.2) 0.67
Radiologic (%) 1(1.9) 1(2.4) 0 1.00
Serum ?gg;‘;')i toblopsy 35 _13) 6 (1—13) 3(2-19) 0.72
Treatment**
Ciclosporine (%) 36 (67.9) 28 (66.7) 8 (72.7) 1.00
Tacrolimus (%) 17 (32.1) 14 (33.3) 3(27.3) 1.00
Everolimus (%) 7 (13.2) 6 (14.3) 1(9.1) 1.00
Azithromycin (%) 29 (54.7) 23 (54.8) 6 (54.5) 1.00
Histologic findings
Bronchiolitis Obliterans (%) 10 (18.9) 6 (14.3) 36(4) 0.19
Acute rejection (%) 10 (19.9) 7 (16.7) 3(27.3) D.4
Infectious Disease (%) 12 (22.6) 9(21.4) 3(27.3) 0.70
Normal biopsy (%) 20 (37.7) 19 (45.2) 1(9.1) 0.04
Thrombosis (%) 1(1.9) 1(2.4) 0 1.00

Table 2 - footnotes
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Values are expressed as median (interquartileglsanumber (%) when specified. ARDS:
acute respiratory distress syndrome; NA: not applie. Statistical tests: categorical variables
were analyzed with Fisher’s exact test and contisu@riables with Mann-Whitney U test. *:

absolute value, **: treatment associated cyclosm@odr tacrolimus plus mycophenolate acid

and corticosteroids +/- everolimus and/or azithromy
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Table 3. Allograft function at the day of biopsy.

Total gDSA- gDSA+ p-value*

Number of patients (%) 53 (100) 42 (79.2) 11 (20.8)
Allograft function at

biopsy

BOS 0 (%) 8 (15.1) 7 (13.2) 1(9.1) 1.00
BOS Op (%) 6 (11.3) 4(7.5) 2 (18.2) 0.59

BOS 1 (%) 6 (11.3) 6 (11.3) 0 NA
BOS 2 (%) 11(20.8)  6(11.3) 5 (45.5) 0.04

BOS 3 (%) 9 (17.0) 9 (17.0) 0 NA
BOS (%) 26 (49.1) 21 (50) 5 (45.5) 1.00
High'g”"(‘j/f)BOSE(Z) 20(37.7)  15(35.7) 5 (45.5) 0.73
ND (%) 13 (24.5) 10 (18.9) 3 (27.3) 1.00

* Fisher's exact test. BOS: bronchiolitis oblitesasiyndrome; NA: not applicable; ND: not

determinable because of recipient intubation.
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Table 4. Univariate and multivariate analysis skractors at time of biopsy associated with

graft loss at one-year post-biopsy.

Univariate Multivariate
OR 95% CI  p-value OR 95% ClI p-value
ARDS 1.04 0.29-3.78 0.95
Acute rejection 1.87 0.47-7.49 0.38
Infection 3.02 0.80-11.32 0.10 5.65 1.13-28.21 0.03
BOS 1.06 0.35-3.34 0.91
Severe BOS 2.30 0.73-7.25 0.15 3.39 0.85-13.54 0.08
DSA 2.23 0.71-7.01  0.16*
gDSA 6.67 1.51-29.47 0.008 5.85 1.23-27.68 0.03

ARDS: acute respiratory distress syndrome; BOSndirmlitis obliterans syndrome; CI:
confidence interval, DSA: donor specific antibogligBSA: intragraft DSA; OR: odds ratio.*:
No OR value in multivariate analysis because ofeaalusion from the model during the

backward elimination procedure.
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Table 5. Treatment modifications and infectionsrythe first year post-biopsy

Total gDSA- gDSA+ p-value
Number of patients 53 (100) 42 (79.2) 11 (20.8)
Corticosteroid bolus 20 (37.7) 15 (35.7) 5 (45.5) 730
Thymoglobulins 7 (13.2) 5(11.9) 2 (18.2) 0.63
Tacrolimus switch* 18 (34.0) 13 (31.0) 5 (45.5) ®.4
Everolimus introduction 15 (28.3) 11 (26.2) 4 (36.4 0.71
Azithomycin introduction 11 (20.8) 9(21.4) 2 (18.2 1.00
IVIg + RTX +/- PE** 14 (50.0) 5 (29.4) 9 (81.8) as
Bacterial infection after biopsy 38 (71.7) 29 (69.0 9 (81.8) 0.48

Values are expressed as number (%) analyzed witheFs exact test. *: substitution of

ciclosporin by tacrolimus, **: Intravenous immunobgulin + rituximab +/- plasma exchange,

comparison of recipients with SDSA only.
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Figures legends

Figure 1: Characteristics of DSA detected in serunand in biopsy eluates with SAFB
(A) Serum MFI of class | and Il DSA and (B) seruni-Mf DSA detected in biopsy eluates
or not. The vertical line encompasses the range’dhtliers” being represented as dots. MFI
were compared using the Mann-Whitney U-test. (O)kLbetween serum MFI, biopsy
fragment size and gDSA positivity. DSA: donor sfiecantibodies, gDSA: intragraft DSA,

MFI: mean fluorescence intensity, SAFB: single geni flow beads.

Figure 2: One-year post-biopsy graft survival accaling to DSA status.(A) Comparison

of graft survival between recipients having DSAnot, with those having gDSA or sDSA not
detected in biopsy eluates being pooled. (B) Comgparof graft survival between recipients
having gDSA or not, with those having sSDSA not digd in biopsy eluates and those with no
DSA being pooled. (C) Comparison of graft surviwatween recipients having gDSA, sDSA
not detected in biopsy eluates and no DSA. Parg)s (E) and (F) represent the same
analysis as in (A), (B) and (C), respectively, aft&clusion of recipients that survived less
than 3 months post-biopsy. Graft survival was camregbausing the log-rank test. DSA: donor

specific antibodies, gDSA: intragraft DSA.
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FIGURE 1
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FIGURE 2
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VIII-2 — Huitiéme article : Utilisation de la résonance plasmonique de
surface pour la mesure de la concentration et dedffinité des anticorps
anti-HLA

Article publié dans la revugalanta

« Calibration free concentration analysis by surfae plasmon resonance in a capture
mode »

Jonathan Visentin, Laetitia Minder, Jar-How Legn}euc Taupin and Carmelo Di Primo

Présentation et objectifs du travail

Les deux premieres parties de notre travail étaidddiées a une meilleure
compréhension des résultats obtenus avec le SAGedjuactuellement la technique de
référence pour identifier les anticorps anti-HLAorime nous l'avons vu dans le septieme
article présenté, cette technique permet égaledeedétecter les DSi situ. La présence de
DSA intra-greffon est une preuve formelle de I'natetion des DSA avec le greffon.
Néanmoins, le SAG étant une technique en point, fagdui-ci ne reflete pas les modalités de
cette interactionn vivo, c’est-a-dire qu’il ne permet pas d’apprécierdeastantes cinétiques
d’interaction entre les DSA et leurs cibles, ni neélaur concentration dans le sérum, alors
que ces propriétés pourraient influer sur leur pgénicité. Nous avons alors pensé que la
SPR pouvait répondre a ces questions et entrefatamter cette méthode a I'étude des
anticorps anti-HLA de classe |I.

Nos premiers essais utilisaient une stratégie igass c’est-a-dire que nous avions
immobilisé de maniere covalente des molécules HI2A-purifiées a partir de lysats
cellulaires (One Lambda, Inc.) sur une puce CM% pyecté sur cette surface une solution
de W6/32 ou de sérums de patients contenant demast anti-A2. Une interaction était
visible, cependant nous ne parvenions pas a régelaésurface sans détruire les molécules
HLA immobilisées. Ceci excluait la possibilité dliger la SPR dans ces conditions. Nous
avons en effet évoqué dans la partie introducevéait que la surface nécessite de pouvoir
étre régénérée afin de répéter les injections saoes a I'analyse et diminuer les colts et la

consommation du ligand.

Nous avons alors décidé de tenter une approche @te ncapture, c’est-a-dire
d'immobiliser dans un premier temps un anticorpsi-lHhA reconnaissant un épitope
monomorphe, puis de capturer une quantité fixeééhié de molécules HLA, puis d’injecter
la solution d’anticorps anti-HLA a étudier. Afin déaliser des études cinétiques fiables, nous
devions connaitre la concentration active de ltamps a étudier, et donc réaliser une CFCA.
Cette méthode d’analyse n’étant pas décrite dahistdeature sous un mode capture, nous
avons tout d’abord cherché a atteindre ce but.

Mon réle dans cette étude a consisté en la réalisdes expériences de SPR puis a

analyser les résultats obtenus et a rédiger llartiCeci a été possible grace a l'aide du Dr
Carmelo Di Primo, responsable de la plateforme BB 8e I'Institut Européen de Chimie et
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Biologie situé a Pessac, et Laétitia Minder, aasisingénieur en charge de la plateforme, qui
m’ont formé et rendu autonome pour l'utilisation Biacoré™ T200.

Afin de valider la possibilité d’utiliser la CFCAanode capture, nous avons comparé
les concentrations actives d’'une solution de HLAHB92 mesurée a l'aide de deux systémes
différents (Figure 1, systemes 1 et 2) : le preré@iait une CFCA en mode covalent, classique,
un anticorps anti-B2M étant directement immobilgé la puce, et le deuxiéme était une
CFCA en mode capture, I'anticorps anti-B2M étardtaee par un anticorps de rat anti-IgG2a
de souris. Ces deux systemes permettaient d’odesniconditions de limitation de transport
de masse nécessaires a la réalisation d’'une CF{gAaré-2) et mesuraient des concentrations
actives en HLA-B44:02 similaires (Table 1). Nousnsoes ensuite parvenus a mesurer la
concentration active du W6/32 a l'aide d’un tromse systeme (Figure 1, systeme 3), I'anti-
B2M étant immobilisé sur la surface et permettamtchpture de trois antigénes HLA
différents. Les concentrations actives mesurées aes trois antigéenes étaient similaires
(Table 2). Nous avons ensuite exploré la flexibilite la CFCA en mode capture avec les
systemes 2 et 3 en diminuant progressivement lantig@ad’anti-B2M (systeme 2) ou
d’antigéne HLA (systeme 3) capturé. Comme attemadiminution du niveau de capture
réduisait le phénomeéne de limitation de transperindisse, comme indiqué par la diminution
progressive du QC ratio, mais les concentrationves mesurées restaient comparables
mémes quand ce dernier passait en dessous duleeii conseillé par le fabricant (Figure
4). Enfin, la connaissance de la concentrationvaau W6/32 nous a permis de déterminer
les constantes cinétiques d’interaction de celaveic les trois antigenes HLA précédemment
utilisés, par I'utilisation de la méthodesingle cycle kinetics en mode capture. L'ajustement
des sensorgrammes était satisfaisant pour les ardigenes (Figure 5) et les constantes
cinétiques comparables pour cet anticorps qui maibnun épitope conservé entre les
molécules HLA de classe | (Table 3).
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Abstract

Surface plasmon resonance (SPR) is the gold s@@ndardetermining rate and
equilibrium constants of bimolecular complexes. #ecy of these parameters depends on
the correct determination of the concentration lé injected analyte. Calibration free
concentration analysis (CFCA) has been developam/¢éocome the limitation of measuring
protein concentrations spectroscopically, which roagrestimate the fraction of the protein
that really binds to the immobilized liganide. the active concentration. In this work, we
demonstrate that CFCA can also be implemented agapaure format for measuring active
concentrations. Capture CFCA (CCFCA) was firstdatied by measuring the concentration
of a HLA-B*44:02 antigen solution. The active contation of this molecule determined by
CCFCA was similar to that obtained by covalent CFCEFCA was then used to determine
the concentration of the W6/32 pan class | HLA nwooal antibody over three different
HLA molecules captured by another specific antibollyis could not have been performed
by covalent CFCA because immobilized HLA molecutasnot withstand regeneration. By
exploring different capture levels we also showt B&FCA gives consistent results even at
low capture levels. Knowing the active concentratid W6/32, we then determined the rate
and equilibrium constants of W6/32-HLA complexestbe same flow cell. CCFCA is of
general use for measuring active concentrationsofiggieat interest for analytes recognizing
ligands that cannot be covalently immobilized onseg chips. The capture mode also allows
determining the kinetic constants of multiple atelygand complexes on the same flow cell.

This increases experiments throughput and redwesos chip consumption.

Keywords: Surface Plasmon Resonance; Capture; Calibratiore FZencentration

Analysis; Single Cycle Kinetics; Affinity; HLA arttiodies
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Abbreviations

B2m: Beta-2 microglobulin

BCA: Bicinchoninic Acid assay

CCFCA: Capture Calibration Free Concentration Asialy
CFCA: Calibration Free Concentration Analysis

DSA: Donor Specific Antibody(ies)

HLA: Human Leucocyte Antigens

mADb(s): Monoclonal Antibody(ies)

RU: Response Units

SCK: Single Cycle Kinetics

SPR: Surface Plasmon Resonance
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Introduction

Biosensors based on the surface plasmon reson&mRiR) (principle monitor in real time
complexes formed between two partners, the ligaaishgoimmobilized at a liquid-solid
interface on a sensor chip, and the analyte baiegted in a continuous flow of buffer [1,2].
This technology has become the gold standard frhkning the characteristics of antigen-
antibody interactions, especially the affinity eitidodies for their antigenic target [3-5]. The
dissociation equilibrium constant, KD, is deterntineither by steady-state analysis or
kinetically, by measuring the ratio of the dissticia and association rate constants, kd and
ka, respectively [6]. The rate constants are detexthby direct curve fitting of sensorgrams
[response units (RU) as a function of time] thahkgledicated softwares. Noteworthy, an
accurate determination of the analyte concentratamucial for determining the rate and the
equilibrium constants of a reaction. A very usefuethod named Calibration Free
Concentration Analysis (CFCA) was developed, whiltbws the concentration that relates to
the specific binding activity of an interacting cpound to be determined, namely the active
concentration [7-10]. Also, a major advantage oC8Hs that a standard curve is dispensable
for measuring concentrations, as it only reliestio@ change of initial binding rates with
varying flow rates under conditions of limited masssport.

Human Leucocyte Antigens (HLA) are cell surfacetgiis whose main function is to present
endogenous and exogenous peptides to T lymphocytestder to activate effector and
regulatory functions of these immune cells [11]ag3l | HLA molecules (HLA-A, -B and -C)
are heterotrimers constituted by a polymorphic feevain associated to a monomorphic
light chain, the beta-2 microglobulin, and a peptidhe exposure to mismatched HLA
molecules during pregnancy, after transfusion aynuprgan transplantation can lead to the
production of allogenic HLA antibodies. These aotlies recognize the amino acids located

at polymorphic positions which are different betwethe subject and the foreign HLA
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molecules. HLA antibodies are deleterious for orgramsplant function and survival when
they are donor-directed (the so-called donor-spekiLA antibodies or DSA) [12-15].

To date, the most commonly assay used to deterwiether a DSA is present or not is the
Single Antigen flow bead assay. It allows patierdgsta to be studied with the 200 most
frequent class | and class Il HLA alleles, with higesolution and sensitivity thanks to a
multiplex principle and a fluorescent read outpesgively [16-18]. This assay is most often
used in a semi-quantitative fashion, consideringt tthe measured fluorescence value
trustfully mirrors the pathogenic strength of th8A) but this has not been validated yet [19].
Therefore, a real quantitative measurement of Hhflbady concentration and affinity with
SPR would be an important step towards deciphetireg pathogenic potential of DSA.
However, HLA molecules are not covalently linkeddnetrimers. Therefore, if covalently
immobilized on a sensor chip surface, we can ressgrexpect them to be sensitive to the
chemicals used for regenerating the functionalzedaces, like, as a well-known example,
low pH solutions [20,21]. Indeed, in our hands, tegeneration solutions that were efficient
for dissociating antigen-antibody complexes alseversibly altered the antibody binding
capacity of the HLA target immobilized on the sanship surface. In addition, covalent
immobilization would drastically reduce the scregnicapability of the assay which is
performed with instruments having only four flowdsgsuch as those from Biacore™, given
that hundreds of different HLA molecules exist. &pture approach would actually be the
most convenient solution to circumvent these impedits, by using a regenerable
monoclonal antibody (mAb) to capture HLA moleculbsough a monomorphic epitope,
before injecting the HLA antibody to be charactedz

In this work, using the HLA/HLA antibody system as experimental model, we demonstrate
that the SPR CFCA method can also be used in aireafpormat (CCFCA for Capture
CFCA). CCFCA is of general use and clearly expat#suse of SPR for measuring the
active concentration of analytes recognizing ligamigdat cannot be covalently attached to
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sensor chip surfaces, such as HLA molecules. Initiaddthe capture mode allows
determining the kinetic constants of multiple atelygand complexes on the same flow cell,

increasing experiments throughput while reducingsee chips consumption.
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Material and methods

Antibodies and HLA molecules

The pan class | anti-HLA W6/32 and anti-beta2-mitobulin (anti-B2m) (clone
B2M-01) mouse mAbs, of the IgG2a isotype, were pased from ThermoFisher Scientific
(Rockford, IL). Both mAbs recognize all class | HLrAolecules in their native form only.
The rat anti-mouse IgG2a (clone R11-89) mAb wasmased from BD Biosciences (Le Pont
de Claix, France). The purified HLA-A*02:01, A*11tOand B*44:02 (One Lambda Inc.,
Canoga Park, CA) were dialyzed against phosphdterbd saline with 0.05% Tween (PBS-
T) (Sigma-Aldrich, St Louis, MI) with a 20 kDa coff Float-A-Lyzer G2 device (Spectrum

Laboratories, Rancho Dominguez, CA).

Surface plasmon resonance experiments

SPR experiments were performed at 25°C with a Bel®oT200 apparatus (GE Healthcare
Life Sciences, Uppsala, Sweden) on CM5 and CM7 mehgps (Biacore™). The
sensorgrams were analyzed with the Biacore T20Quktran Software. Antibodies were
immobilized by amine coupling using a mixture ofhidroxysuccinimide and N-ethyl-N’-
dimethylaminopropyl carbodiimide according to theamafacturer’s instructions (GE
Healthcare), after dilution in a 10 mM, pH 5, sadiacetate buffer (10 mM, pH 5), followed
by an injection of ethanolamine (1 M, pH 8.5, GEalihcare) to deactivate the sensor chip
surface. A flow cell left blank was used for doubdéerencing of the sensorgrams [22].
Spikes still present after this step were not regddvecause they did not affect the results, as
previously shown [23,24]. The samples were prepane®BS-T (Sigma-Aldrich), which
constituted the running buffer. Surface regenenatias achieved with a 1 min pulse of 10

mM glycine pH 2.1 (GE Healthcare) followed by a hrpulse of running buffer.

301



Concentration measurements

CFCA experiments were performed with or withoutlipreary capture of the ligand.
The analytes were injected for 50 s first at 2 qulBnin, and then at 100 pl/min. All the
samples and blanks were injected in duplicate. Hiodl mAb diffusion coefficients were
calculated using the formula

D=3423x 1/(¥MW x f x hrel) x 10" (1)
where MW is the molecular weight equal to 58,008 460,000 Da for purified HLA and
mAD, respectively, f is the frictional ratio (valde2 for globular proteins), and hrel is the
relative viscosity (value 0.89 a 25°C). Concentmratmeasurements validation criteria were
those recommended by Biacore™, i.e. a sufficiehitiy initial binding rate at low flow (for
example, higher than 0.3 RU/s at 5 pl/min) and sgmams sufficiently separated, as
reflected by a QC ratio fit higher than 0.2. The o is the quotient Q reflecting the degree

of mass transport limitation:

Q __initial rate at high flow rate % 3 [ low flow rate (2)
initial rate at low flow rate high flow rate

Kinetics measurements

Binding kinetics were performed in a capture modetlee sensor chips used for the CFCA
assays but after capturing low amounts of HLA muoles (less than 100 RU) to avoid
artifacts sometimes observed with high ligand desssi Experiments were performed at 25
ul/min using the single cycle kinetics (SCK) meth@d,25]. Three successive increasing
concentrations of the analyte were injected withrageneration between each injection.
Samples and blanks were injected in duplicate. @bsociation and dissociation rate
constants, ka and kd, respectively, were determiryedirect curve fitting of the sensorgrams

to a Langmuir 1:1 model of interaction, as desdilpgeviously [24]. The dissociation
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equilibrium constant, KD, was calculated as kd/Kanstants are expressed as mean +/-

standard deviation.
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Results

CFCA can be performed in a capture mode

We first sought to determine the active concerdratf a purified HLA molecule,
HLA-B*44.02. A classical, covalent CFCA (Figure Strategy #1) was carried out using high
amount (16,000 RU) of anti-B2m immobilized on a Ck#nsor chip, on which two 100-fold
diluted HLA-B*44:02 stock solutions were injectet tavo different flow rates (2 and 100
pl/min). As shown in Figure 2Athe sensorgrams were consistent with the masspwens
limitation required to measure active concentratipnSPR, i.e. the binding rates clearly
depended on the flow rates. A 15 nM concentratias weasured from direct fitting of the
slopes (Table 1), which corresponded to a concgmtraf the HLA-B*44:02 stock solution
equal to 1.5 pM.

We then tested whether CFCA could be performed iapture mode (Figure 1,
Strategy #2). A rat anti-mouse IgG2a was immobii¢g&7,000 RU) on another flow cell of
the CM5 sensor chip, then a high amount of anti-E2mibody (4,000 RU) was captured as
shown in Figure 2B. The same 100-fold diluted HLA4B:02 solutions as for covalent
CFCA were injected at 2 and 100 pl/min. The sensong are reported in Figure 2C. The
concentration of HLA-B*44:02, determined from theot fitted slopes, was equal to 15.5 +
2.1 nM (Table 1), corresponding to a concentratibthe stock solution equal to 1.55 + 0.21
UM. This result agreed well with that obtained witie covalent assay. Noteworthy, the
concentration of the HLA-B*44:02 stock solution regeed using a bicinchoninic acid assay
(BCA) was 4.9 uM, i.e. 3.3 times higher than thevacconcentration determined by covalent

CFCA and CCFCA.

CCEFCA of anti-HLA antibodies
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As mentioned above, the HLA targets could be gdsimobilized but they were
instantaneously denaturated by all the effectivgemeration solutions we tested for
dissociating antibodies from the surface. Therefoeeimplemented a capture experiment
referred to as Strategy #3 in Figure 1, in ordemiasure the active concentration of the
W6/32 mADb. Three different HLA alleles, A*02:01, A1:01 and B*44:02, were captured to
assess the consistency of the W6/32 active coratemtrdetermined by CCFCA.

Firstly, we measured the active concentration a HLA targets A*02:01 and
A*11:01 alleles by covalent CFCA as carried outhwHLA-B*44:02 (Figure 2A). The
corresponding sensorgrams are reported in thei§lrgS1). The concentrations (5.9 £ 0.1
UM and 0.67 £ 0.04 uM) determined for A*02:01 antlAO01, respectively, were 2.1 and
2.7 times lower than those measured by BCA assagl @nd 1.8 uM).

Then, we measured the active concentration of W@\8 CCFCA. The mAb was
injected at two different flow rates, 5 and 100mih, over each of the three HLA molecules
(2,000 RU) captured by covalently immobilized a#m antibody (16,000 RU). The slopes
of the CCFCA sensorgrams reported in Figure 3 widted to determine the active
concentration of W6/32 for the three ternary comegeformed on the sensor chip surface.
The results are presented in Table 2. The actimeardration, 2.8 uM on average, determined
from two independent experiments, was very sinfiarthe three different alleles. Of note,
the active concentration of W6/32 determined by C&Fwas 2.4 times lower than the

concentration determined spectrophometrically (6vi).

CCFCA can be performed even with low capture levels

We sought to explore the limitations of CCFCA byngsdifferent levels of captured
ligand. Firstly, we measured the active concertratif a new 300-fold diluted HLA-A*02:01
stock solution by CCFCA (Strategy #2). For this exmpent, capture duration and/or anti-
B2m concentration were adapted to obtain six capiewels (Figure 4A and S3) lower than
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the 4000 RU previously used. Although we observett@ease of the QC ratio, the active
concentration determined with CCFCA still agreedhvihat obtained with a covalent assay
(Strategy #1) performed in parallele (Table Sl)erevat QC values below the limit
recommended by Biacore™.

We then measured the active concentration of a-1@l@0diluted W6/32 solution by
CCFCA (Strategy #3) with capture levels of HLA-A*02 lower than the 2000 RU used
previously (Figure 4B and S4). With this complex also observed a decrease of the QC
ratio as the capture level decreased, but the mehsigtive concentration of W6/32 remained
nearly the same even at low capture level (Tab)e S2

After exploring the lower limit of CCFCA, we anaba whether CCFCA and CFCA
could be performed on a CM7 sensor chip. Theseasesfhave a higher degree of dextran
carboxylation and a denser matrix compared with Glidsor chips. Our aim was to use very
high immobilization and capture levels in ordefdgor mass transport limitation. We indeed
could immobilize a higher quantity of anti-B2m mA483,000 RU instead of 16,000 RU on a
CM5, but when we performed a covalent CFCA of a-08 diluted HLA-B*44:02 solution
(Figure S5), we observed a significantly lower\aettoncentration (2.000 + 0.003 nM) than
that obtained on a CM5 sensor chip (3.600 = 0.0d%, wlespite a correct QC ratio (0.56 to

0.58). Therefore we did not attempt to perform &C& on CM7 sensorchip.

Kinetic analysis of anti-HLA antibodies

Having accurately determined the active concewinabf W6/32 by CCFCA, we
determined the rate and equilibrium constantsHerWw6/32-HLA complexes.

A low amount (less than 100 RU) of the three HLfelals, A*02:01, A*11:01 and
B*44:02 was first captured by the anti-B2m antibaaiynobilized on the sensor chip surface,
and then W6/32 was injected. The sensorgrams a&epted in Figure 5. As reported in
Table 3, no significant difference was observed \\6/32 binding to the three different
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alleles. On average from three independent expetsrig, ky and K, were equal to 1.8 = 0.4

x 1P M?st 1.3+0.3x 10 s* and 7.2 + 0.3 x 18" M, respectively.
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Discussion

When SPR is used for characterizing bimoleculanmexes, only the concentration of
the analyte, the injected partner, is actually meguto fit the sensorgrams to a Langmuir 1:1
model of interaction. Therefore this concentrationst be known accurately. In general,
nucleic acid and protein concentrations are detegthspectrophotometrically, either directly,
in the UV range, or after staining, in the visilbdenge, e.g. with the BCA assay for proteins.
The major weakness of these assays is that theyumeetotal concentrations, i.e. not only the
amount of the correctly folded but also potentiaihfolded and/or degraded forms, as well as
contaminants that could persist in purified sampl€§. CFCA is a powerful method because
it solely measures the fraction of the analyte tlsatable to interact with its ligand
immobilized on the sensor chip [7-10]. This frantis referred to as the "active" form of the
protein. In line with this, in our experimental pem model of HLA antigens and HLA
antibodies, we observed significantly lower acts@ncentrations of HLA molecules and
W6/32 mAb, as measured with CFCA or CCFCA, compaweith other methods.
Furthermore, a reference material is not alwaydabla to set calibration curves. This is the
case for HLA antibodies, which are thought to hal#erent binding kinetic properties
depending on the epitopes they recognize. Herena@&CA allows overcoming this
difficulty.

It is well known that class | HLA molecules arariolecular complexes of delicate
handling because their components are not covglinkied. In line with this, processes used
to coat them on Single Antigen Flow Beads, the nsesisitive and resolutive tool currently
available to study HLA antibodies in clinical sej denature part of them [20,21]. In our
hands, the regeneration solutions that were efffici®r dissociating antigen-antibody
complexes also irreversibly altered the antibodpdlng capacity of the HLA target

immobilized on the sensor chip surface (data notvsl). This being an impediment for SPR
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experiments, we sought to use a capture systemanitrasily regenerable mAb recognizing a
monomorphic epitope that could be used for allclddLA molecules.

To our knowledge, CFCA in a capture mode has neeen described so far. The
covalent CFCA and the CCFCA assays provided idantesults for the measurement of the
active concentration of HLA-B*44:02, validating th&CFCA is a valuable alternative to
covalent CFCA. A mass transport limitation conditios crucial to measure active
concentrations. This condition is favored by higiahd density on the sensor chip surface.
During validation of the CCFCA approach, we meagutA-B*44:02 concentration with
16,000 RU of anti-B2m mAb covalently linked to therface, but with only 4,000 RU of the
same mAb captured by another mAb. Neverthelesserttration measurement was possible
and reliable despite a lower mass transport liastindicated by a lower QC ratio (Table 1).
We further validated the CCFCA approach by showheg the W6/32 active concentration
was reliably determined with three different HLAe#¢s. This result was expected, because
W6/32 recognizes an epitope shared by all confoaamaélly intact class | HLA molecules.
We further analyzed these three complexes by imgastg their binding kinetics. The rate
and dissociation equilibrium constants were sinfidaithe three alleles (Table 3).

By exploring different capture levels we show tEFCA can be used with low ligand
densities. The measured active concentrations wBlleconsistent even below the 0.2
threshold for the QC ratio which is recommendedBcore™ to validate the results. This
suggested that a slight leeway exists for thisdetion criterion.

After having explored the lower limit of ligand dape, we aimed to perform a CFCA with a
CM7 sensor chip. This chip was designed to prowdeigher immobilization capacity for
investigating complexes with small analytes that iajected, increasing the signal to noise
ratio. We could indeed immobilize a higher amouhamti-B2m mAb with the protocol that
we used for the CM5 sensor chip, but we obtainsay@ificantly lower active concentration
of HLA molecules. This clearly suggests, as poirgatiby Biacore™, that only CM5 sensor
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chips should be used because the CFCA method h&®eo validated on other surfaces. It is
not clear to us whether this is a general rule loetiver the ligand at an excessive density on
the surface could prevent the free diffusion ofiéamolecules such as HLA or antibodies.

Of note, CCFCA and then SCK of W6/32 were perforrdeadng the dissociation phase of
HLA molecules from the immobilized anchor. Becatlse rate of this dissociation was slow
enough (2 x 10-4 s-1) we considered this phaseeag)lequivalent to a new baseline, as
shown previously with the SCK of DNA complexes digating from an immobilized
anchor.17 Therefore, in this case, the W6/32-HLMplex could be analyzed as any other
bimolecular complex having one of its partners ¢ently immobilized. Obviously, the
CCFCA could even be used with anchor-ligand congdexaving faster dissociation rates, as
long as the remaining quantity of captured ligasdsufficient to maintain mass transport
limitation condition during analyte injection.

CCFCA has other advantages to study class | HLAbadies. Firstly, the possibility to
capture different class | HLA alleles with the saami-B2m mAb allows interactions for
different HLA alleles and HLA antibodies to be sedion one flow cell of the same sensor
chip. Secondly, by controlling the quantity of Hlté be captured, both CCFCA and SCK of
HLA antibodies, which require high and low liganendities, respectively, can be performed
on the same flow cell again. Thirdly, we mentiotleat the anti-B2m antibody only captures
native class | HLA molecules, as the functionaintriecular complex associates the heavy
chain, the B2m and the peptide. Therefore, ouresysallows studying anti-native HLA
antibodies only, which are those thought to beiddilly relevant, in contrast to those that
recognize denatured HLA molecules but are detestédroutinely used assays [20,26].

In conclusion, our study demonstrates for the firme that CCFCA is a valuable alternative
to covalent CFCA for measuring the active conceiatnaof molecules that recognize ligands
not amenable to covalent immobilization. The captapproach also increases throughput
analysis and reduces sensor chips consumptionedindbe concentration and the binding
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kinetics of multiple analyte-ligand complexes can deetermined on one flow cell of one

sensor chip.
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Tables

Table 1: Active concentration of HLA-B*44:02 measued by covalent CFCA and
capture CFCA.

Covalent CFCA Capture CFCA Protein®
Active concentratior? Qc° Active concentration  QC ratio concentration
+ SDP (nM) ratio fit +SD (nM) fit (nM)
Solution #1
15.00 + 0.03 0.439 17.00 £ 0.03 0.313
HLA-B*44:02
49
Solution #2
15.00 + 0.04 0.438 14.00 £ 0.07 0.361
HLA-B*44:02

aConcentration of the working solution measured V@ECA, °Standard deviatiorfThe QC
ratio is the quotient Q reflecting the degree ofsmdransport limitation (Materials and
Methods Equation 2)‘.’Protein concentration of the working solution cébed from the
stock solution, determined with the acid bincinadhanassay.
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Table 2: Active concentration of W6/32 antibody mesured by capture CFCA.

Solution #1 Solution #2 Protein®

Captured HLA  Active concentratiorf Qc° Active concentration  QC ratio concentration

alleles + SD’ (nM) ratio fit + SD (nM) fit (nM)
HLA-A*02:01 2.80+0.01 0.225 2.60 = 0.02 0.242

HLA-A*11:01 2.70+0.01 0.263 3.20 +0.03 0.200 6.7
HLA-B*44:02 2.50 + 0.02 0.237 2.70+0.02 0.226

aConcentration of the working solution measured V@CA, °Standard deviatiorfThe QC
ratio is the quotient Q reflecting the degree ofsmaransport limitation (Materials and
Methods Equation 2)‘.’Protein concentration of the working solution cébed from the
stock solution, determined with a spectrophotomii&f).
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Table 3: Rate and equilibrium constants for W6/32 imding to captured HLA molecules.

Captured HLA alleles k= SDF (x1O°M™'s?) kg +SD (0%s?)  Kp+SD (xL0MM)

HLA-A*02:01 14+0.1 0.98 £0.15 70x14
HLA-A*11:01 1.7+0.2 1.3x04 75+18
HLA-B*44:02 22+0.2 1611 7.1+43

aStandard deviation
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Figures legends

Figure 1: Strategies used for capture CFCA validabn and application to class | HLA
antibodies. Strategy #1 corresponds to a covalent CFCA whesgasegies #2 and #3 to

capture CFCAs.

Figure 2: Capture CFCA validation. A) Covalent CFCA sensorgrams using an immobilized
mouse anti-B2m mAb. B) Sensorgrams correspondinbeaapture CFCA experiment in its
entirety. The first, second and third arrows (fraft to right) indicate the injection, over the
immobilized rat anti-mouse IgG2a mAb, of the an®iiB mAb, the HLA-B*44:02 solution
and the regeneration step, respectively. C) Cafih@A sensorgrams using an immobilized

rat anti-mouse IgG2a mAb which was used to camnteB2m mADb.

Figure 3: Capture CFCA of the class | HLA antibodyW6/32. Capture CFCA sensorgrams
of W6/32 using an immobilized anti-B2m mAb to captuhree different HLA molecules:

HLA-A*02:01 (A), HLA-A*11:01 (B) and HLA-B*44:02 (Q.

Figure 4: Flexibility of the capture CFCA method. A) Active concentrations of HLA-
A*02:01 measured with capture CFCA (CCFCA) usingramobilized rat anti-mouse 1gG2a
mAb onto which different levels of anti-B2m mAb wecaptured. B) Active concentrations
of W6/32 mAb measured with CCFCA using an immokiizanti-B2m on which different
levels of HLA-A*02:01 were captured. Black squareslicate the active concentrations
measured by CCFCA, dashed line indicates the actweentration measured by covalent

CFCA [only for (A)], and white circles indicate tlQC ratio value.
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Figure 5: Capture Single Cycle Kinetics of a clas$ HLA antibody. Capture SCK
sensorgrams using an immobilized anti-B2m mAb fotwa three different HLA molecules,
HLA-A*02:01 (A), HLA-A*11:01 (B) and HLA-B*44:02 (Q. W6/32 was injected at three

increasing concentrations without any regeneratep between the injections.
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Figure S-1: Direct CFCA of HLA-A*02:01 and A*11:01 solutions. Direct calibration free
concentration analysis (CFCA) sensorgrams of HLAZ91 (A) and HLA*A11:01 (B)
solutions using high amount of mouse anti-B2m maal antibody immobilized on a CM5

sensor chip.
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Table S-1: Capture CFCA of HLA A*02:01 with different capture levels.

Covalent
Capture CFCA
CFCA
Capture level (RU) NA 3000 2056 1112 830 577 265
Active concentration 7.10 6.80 6.70 7.10 6.50 7.50 6.90
+ SD* (nM) +0.05 +0.06 +0.05 +0.03 +0.16 +0.02 +0.4
QC ratio fif 0.402 0.371 0.348 0.279 0.273 0.195 0.119

3Standard deviatio’The QC ratio is the quotient Q reflecting the degoé mass transport
limitation (Materials and Methods Equation 2).
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Table S-2: Capture CFCA of W6/32 mADb with differentcapture levels.

Capture CFCA

Capture level (RU) 1388 1207 950 710 515 225
Active concentration
3.00+0.03 3.00+0.03 2.90+0.03 3.00+0.02 0xD.07 3.40+0.15
+ SD? (nM)

QC ratio fif 0.282 0.277 0.295 0.256 0.221 0.119

3Standard deviatio’The QC ratio is the quotient Q reflecting the degoé mass transport
limitation (Materials and Methods Equation 2).
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VIII-3 — Interaction des anticorps anti-HLA avec le greffon - Discussion des

résultats

Notre travail sur les DSA intra-greffon en transpéion pulmonaire est le premier du
genre pour cet organe. La présence de DSA intiffegreest une preuve formelle de
I'interaction des DSA avec le greffon, il paraitrdologique que ce paramétre soit un critére
pronostique de perte du greffon. Celui-ci ne deévyras étre sujet aux interférences positives,
c’est-a-dire gqu’un anti-dHLA détecté dans un éldatiopsie pourra avoir une significativité
clinique a partir du moment ou il interagit avec deeffon. Concernant les interférences
négatives, des DSA d'isotype IgM pourraient étreéés en méme temps que des DSA
d’isotype 1gG et entrer en compétition avec ellegjs celles-ci ne pourraient interférer via
I'activation du complément a la surface des billes.effet, I'éluat n’est pas censé contenir du
complément fonctionnel, a I'opposé du sérum et lapsdes interstitiels. Enfin, nous ne
savons pas si I'activation du complémenvivo entraine un dép6t de fragments de C4 et C3
sur les DSA et donc géne leur détection. Néanmoimss précédents travaux en
transplantation rénale et hépatique ont montrd gtgit possible de détecter des gDSA chez
des patients C4d+ en histologie. Par ailleurs,&la-des propriétés du DSA, sa présence dans
le greffon témoigne également de I'expression deastdigene cible au sein du greffon, a un
endroit ou il est accessible aux anticorps. Cetipesticulierement important quant a la
signification clinique des anticorps anti-HLA-C, @) chaine alpha du DQ et -DP, retrouvés
dans les éluats de biopsie, qui n'ont jusqu’a prepas bénéficié de la méme considération
gue les anticorps anti-HLA-A, -B et -DR, certainera tort.

La détection des gDSA pourrait également devenircutére diagnostic de rejet a
médiation humorale et étre d’'une aide cruciale plegr transplanteurs pulmonaires qui
manquent cruellement de critéres histologiquesipées pour définir ce type de rejet. Il est
important de noter que notre étude possede unircertambre de limites, notamment son
caractere rétrospectif, la petite taille de I'effieétudié et le fait que la plupart des patients
avaient une fonction respiratoire déja trés altékdee étude prospective permettrait de
confirmer nos résultats et d'évaluer l'intérét de détection des gDSA dans les formes
précoces de rejet humoral.

Par ailleurs, la plupart des gDSA, a une exceppies, étaient également présents
dans le sérum, et les DSA de forte MFI étaient plégguemment retrouvés, comme
précédemment décrit en transplantation rénale (3Z@)taille du fragment €lué pourrait
également moduler la capacité a détecter les g@®Afinal, méme s'il reste a déterminer
quels sont les facteurs techniques (taille de ¢tgpdie, efficacité de I'élution, MFI dans le
sérum, localisation de la biopsie au sein du grgfiofluencant la détection des gDSA, le fait
gu'il soit possible de retrouver des DSA de faillEl, voire non détectés dans le sérum, et de
ne pas détecter des DSA de forte MFI, pourraitgndi que ceux-ci possedent des propriétés
particulieres. En effet, une forte affinité leurpettrait de rester durablement fixés au greffon
et pourraient leur procurer une pathogénicité wec€’est ce que nous voulions mesurer a
I'aide de la SPR.

Notre travail sur la CFCA capture est le premierggmre décrivant la possibilité de
déterminer la concentration active puis I'affinité&n anticorps anti-HLA a l'aide de la SPR.
Les difficultés rencontrées lors de I'utilisatioesdmolécules HLA en tant que ligand nous ont
conduits a valider la CFCA en mode capture et aremen avant ses avantages. Ceux-cCi
pourront bien entendu étre mis a profit pour desitapplications que la notre. C’est pour
cette raison que nous avons soumis notre travaih gournal généraliste tel quealanta
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Cependant, nous anticipons le fait que la CFCAuweppuisse posséder un certain nombre
d’'inconvénients, plus particulierement lors deilisé&tion d’échantillons complexes tels que
le sérum humain.

Premierement, I'ancre immobilisée de maniere caonalesur la surface ne doit pas
entrer en compétition avec l'analyte HLA. Dans aatadre, I'anticorps monoclonal utilisé
pour la capture devra donc reconnaitre un épitaffsssmment éloigné de celui reconnu par
I'anticorps a étudier. Nous avons mis en évidercgenre de situation dans l'article décrivant
I'interférence liée aux IgM. Lors de I'étude d’umteorps monoclonal, la vérification de
'absence de compétition est alors relativemenipBmEn revanche, si nous utilisons cette
technique a partir de mélanges d’anticorps anti-Ht@mme cela sera le cas dans le sérum
des patients, une étude préalable de la compétitatisée en SAG sera certainement
nécessaire.

Deuxiémement, I'ancre immobilisée de maniére covtalesur la surface ne doit pas
générer d’interaction non spécifique avec les cmapts de I'échantillon, qu'ils soient
I'analyte lui-méme ou d’autres éléments. Encore foigecela est relativement facile a vérifier
et peu probable dans le cas d’'un anticorps monatiditué dans du tampon de course. En
revanche, a partir d’'un échantillon complexe tet gu sérum de patient, un certain nombre
de composeés pourrait générer du « NSB ». En ééetpremiers tests d’injection de sérums
non prétraités en provenance de patients ont mantréveau de NSB tres fort sur une piste
ne présentant que I'anti-B2M immobilisé (6 séruragdtients injectés pendant 60 secondes a
25 pl/min sur 18460 RU d'anti-B2M : 1680 +/- 317 RUdilués au 1/10 399 +/- 157 si
dilués au 1/108"). Nous avons réalisé un grand nombre de testsdafirégler ce probléme
technique et au bout de deux ans de travail, neasqmns avoir trouvé la solution qui fait
actuellement I'objet d’'une démarche de protectianym brevet.

Troisiemement, la complexité de I'échantillon peaimpliquer l'interprétation des
résultats. Concernant la CFCA, tous les calculd barés sur le coefficient de diffusion de
'analyte. Les différentes sous-classes d’lgG nespdent pas le méme poids moléculaire,
notamment les IgG3 qui sont plus massives. Cefiatian est cependant négligeable quant a
son impact sur le coefficient de diffusion qui espond au produit d’'une constante avec
I'inverse de la racine cubique du poids moléculaEe revanche, la différence de poids
moléculaire entre une IgG et une IgM est majewrssianous devrons en tenir compte lors de
I'étude du sérum de nos patients.

Un autre aspect est la vitesse d’association dé&rehts anticorps présents dans
I'échantillon : dans le cas d’'un mélange d’analytespente du sensorgramme pendant la
phase d’association sera majoritairement représestde I'anticorps qui s’associe le plus
rapidement et la concentration mesurée en CFCA@asaproche de celle correspondant a
cet anticorps et ne sera qu'une concentration arappe » (32). Dans le cadre de la
transplantation, il est fort probable que le séden patients renferme un meélange hétérogene
d’anticorps anti-HLA de différentes concentratioeis différentes affinités, en raison des
divers processus de maturation des anticorps égadpres l'introduction et aussi parce qu’un
patient peut avoir plusieurs anticorps anti-HLA aecaissant la méme molécule HLA via
différents épitopes. Nous n’avons encore aucune d#ela largeur du spectre des constantes
d’association présentées par les anticorps anti-lde# patients ni de I'impact que cela aura
sur les résultats de la CFCA.

Enfin, lors des études cinétiques, un mélange cexepd’anticorps ne permet pas
d’utiliser les modeles classiques d’interaction. INbus devrons alors certainement utiliser
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des modéles plus complexes comme cela a été prof@sél est également envisageable que
des parametres plus « grossiers », tels que laentmation « apparente » et/ou un score
d’avidité, ce dernier correspondant au rapportadgulantité d’anticorps liée au ligand divisée

par la vitesse de dissociation (36), soient dex#@telurs de pathogénicité des anticorps anti-
HLA.
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IX - PERSPECTIVES

Notre travail sur les anti-dHLA, ajouté a celusdautres équipes ayant publié sur le
sujet, est actuellement utilisé par les sociétésmargas francophones, la SFHI (Société
Francophone d’Histocompatibilité et Immunogénétjgeiela SFT (Société Francophone de
Transplantation), pour I'établissement de recomratiads décrivant les modalités de la
recherche et de la prise en compte de ces antipaynsl’activité de routine hospitaliere de
suivi des patients en attente de greffe et trangfda En raison du surco(t occasionné par le
traitement acide des billes, il sera recommandélider ce test dans des cas bien précis en
situation pré-greffe : patients immunisés anti-Htlé classe | mais dépourvus d’événement
immunisant, notamment pour lesquels les spécificigbsitives risquent de diminuer
significativement l'accées a la greffe, projet deeffg avec donneur vivant, plus
particulierement parce que I'on peut facilementiséaun XM CMF. Ceci sera d’autant plus
important en transplantation d’organes thoraciquas lesquels le refus abusif d’un greffon
peut avoir des conséquences dramatiques.

Par ailleurs, dans nos différentes études, trés @anti-HLA dirigés contre les
molécules HLA-Cw ont pu étre étudiés en XM CMF, ralonéme que les anti-dHLA
reconnaissent de maniere tres fréquente les ae8gdhA-Cw. En effet, I'époque ou nous
avons réalisé cette étude, le typage HLA-Cw n’'épais réalisé en systématique pour nos
donneurs locaux. Depuis I'été 2014, nous utilisems nouvelle technique de typage pour les
patients en état de mort encéphalique pouvant dtedes donneurs d’organes. C’est aussi
une technique classique de SSBglence-specific primgrmais a révélation par courbes de
fusion dans une plaque de 384 puits (LinkKSddnkage Biosciences Inc.). Le nombre plus
élevé de réactions de PCR permet d’obtenir le typdigA-Cw (et des autres loci jusqu’alors
non déterminés en urgence) de tous nos donnewsxoblous planifions alors de reprendre
les tests en XM CMF afin de tirer au clair la sfgration clinique des anti-dHLA anti-Cw. A
ce travail s'ajoutera un élargissement de notreleététrospective sur I'issue clinique des
patients transplantés avec des anti-dHLA anti-Ceéfggmés a travers la collaboration avec
les centres de transplantation rénale de Parisdoiise.

Enfin, les iBead$ ne sont plus commercialisées par One Lambda, ¢dectainement
parce que les études démontrant leur possibleattdn n’ont été que tres rares et ont mis du
temps a étre publiées. Nous espérons que nos xrg@mettront de relancer la chaine de
production puis leur utilisation en clinique, leutilisation pouvant grandement faciliter la
maniere d'appréhender les anti-dHLA.

Notre travail sur l'interférence liée a l'activatialu complément, ajouté a celui des
autres equipes ayant publié sur le sujet, est dgaie utilisé par la SFHI et la SFT pour
I'établissement de recommandations techniques q@arlh nécessité d’éliminer cette
interférence par un traitement systématique desrserUne question essentielle est de savoir
quel traitement entre chaleur, EDTA et DTT est leeur adapté. Une comparaison
systématique de ces trois traitements devra éitiec ¢ est censée constituer le travail d’'un
groupe interne a la SFHI. Dans lintervalle, nousre réalisé une étude relative a
I'utilisation systématique du traitement EDTA emtiaoe hospitaliere (Guidicelkt al, article
en cours de rédaction). Il semble que son utibsatie fasse pas I'objet de problemes
particuliers et nous l'utilisons depuis début 2013.
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Notre travail sur l'interférence liée aux IgM remeh question nos pratiques, le
traitement EDTA ne permettant pas de s’affranabtialement de ce probleme. Néanmoins,
I'interférence liée aux IgM indépendante du comm@étrsemble beaucoup moins fréquente et
moins dramatique que celle liée a I'activation dunplément par les IgG. Nous prévoyons
par ailleurs d’explorer la prévalence des IgM ain sBune large cohorte de patients, ceci
nous permettra de mieux évaluer I'impact de cetteriérence et orienter notre conduite a
tenir.

Une autre question importante est de savoir stdaection de ces interférences
négatives permet de mieux anticiper I'évolution gesients ayant des DSA en se basant
uniguement sur la MFI obtenue en SAG, réduisartement I'intérét et 'engouement actuels
suscités par les tests Clg et C3d. Nous sommesllaatent en train d’étudier ces trois
paramétres dans une cohorte de transplantés réhauGHU de Bordeaux ayant eu une
biopsie sur indication, en y joignant du méme ctaupecherche des DSIA situ par €lution
des biopsies (Courant M.*, Visentin Et al, article en cours de rédaction, *contribution au
travail équivalente).

La détection des DSA dans les éluats de biopstesremoyen de d’assurer que ceux-
ci interagissent bien avec le greffon, que ceaaéc des antigenes HLA dénaturés ou non, et
cette technique ne devrait pas étre sensible &iférence liee a I'activation du complément
mais peut-étre a celle liée aux IgM, dans sa patie liée au complément. Il nous reste
cependant a approfondir nos connaissances contereamouvel outil diagnostique sur le
versant technique (MFI des DSA, taille optimale diepsies, localisation des biopsies...).

Enfin, nous sommes justes au commencement déséiibon de la SPR pour I'étude
des anticorps anti-HLA. Les résultats que nous s\aiitenus montrent qu’il est possible de
déterminer I'affinité des anticorps anti-HLA, maieus sommes encore loin d’une utilisation
de cette technigue en routine. Il nous reste a déerola faisabilité a partir d’autres anticorps
monoclonaux (collaboration en cours avec le Pr &@a8aulquin, Université de Nantes, et les
Dr Arend Mulder et Pr Frans Claas, Université delée) puis d’échantillons de sérums de
patients, et la réelle implication des parametieétitjues dans la pathogénicité des anticorps
anti-HLA.

Nous prévoyons dans un premier temps de mettrelation les résultats obtenus en
SPR avec ceux de I'étude des gDSA en transplantafioale et pulmonairdn effet, il est
possible que la capacité d’'un anticorps a étreue& au niveau des biopsies de greffon
dépende de son affinité pour sa cible HLA. Paeai, la SPR pourrait étre utilisée afin de
confirmer le fait qu’'un anticorps anti-HLA de class soit un anti-nHLA et pas un anti-
dHLA, la capture par un anti-B2M ne permettaatpriori, que de capturer des molécules
HLA natives.

La SPR pourra également étre utilisée dans uneoepp plus qualitative afin
d’étudier la capacité des anticorps anti-HLA a\amtile complément en fonction de la
position sur I'antigene des épitopes reconnus wialéventuelle synergie entre des anticorps
reconnaissant des épitopes différents. Par ailleuwss pourrons évaluer I'activation du
complément et la signalisation intracellulaire géeé par des anticorps, pour lesquels une
caractérisation précise de la concentration aeivdes paramétres cinétiques a été effectuée,
dans des modélesa vitro de cellules endothéliales. Enfin, il est possipie I'acces des
anticorps aux molécules HLA soit différent enteesurface d’'une puce de SPR, d’une cellule
ou de billes SAG, en raison de I'environnement {dexpour la SPR, glycocalyx et protéines
de membranes a la surface des cellules) qui lesuent Encore une fois, I'utilisation
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d’anticorps anti-HLA parfaitement caractérisés é?RSpourrait nous permettre d’apprécier
I'existence de ces différences et leur impact aeau physiopathologique et diagnostique.
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X - CONCLUSION

Nous avons concentré nos travaux d'une part sucolapréhension de facteurs
pouvant expliquer I'association imparfaite entre é&énements cliniques et la MFI des DSA
détectés en SAG, d'autre part sur l'utilisation diix nouvelles approches qui pourraient
permettre de mieux comprendre la pathogénicité atggcorps anti-HLA. Ces derniers
constituent actuellement le principal probleme mmgplantation d’organes solides et nous
espérons que la poursuite de ces projets perntetrapondre a une partie des nombreuses
guestions que I'on se pose encore a leur sujet.
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Propriétés des anticorps anti-HLA en transplantatio n d’'organes

Les anticorps anti-HLA d'isotype 1gG sont une cause de perte de greffon en transplantation d’organes.
Les tests « single antigen » (SAFB) sont les outils les plus précis et sensibles pour I'identification des
anticorps anti-HLA dirigés contre le donneur (DSA) dans le sérum des receveurs. Leur résultat semi-
quantitatif, la MFI, n’est pas parfaitement associé a I'issue clinique, ce qui pourrait étre di a plusieurs
raisons.

Premierement, nous avons montré que les SAFB de classe | détectent frequemment des anticorps
anti-HLA dénaturé de classe |, incapables de se lier a la surface cellulaire et donc n'ayant pas de
signification clinique, alors gqu’ils ont un impact négatif sur I'accés a la transplantation. Leur
identification a été réalisée par un traitement acide des billes et par un SAFB modifié, les iBeads®.
Ces deux tests montraient de bonnes fiabilité et concordance, mais le traitement acide pouvait parfois
étre mis en défaut alors que les iBeads® auraient une sensibilité légérement inférieure aux SAFB
classiques.

Deuxiemement, nous avons déchiffré l'interférence liée au complément : les IgG anti-HLA de forte MFI
sont capables d’activer le complément a la surface des billes, conduisant a une accumulation des
produits de dégradation du C4 et du C3, capables de réduire la détection des IgG anti-HLA. Nous
avons également démontré que les IgM anti-HLA étaient capables d’interférer avec la détection des
IgG a travers une compétition pour I'épitope, un encombrement stérique et une activation du
complément.

Troisiemement, nous avons montré que la détection des DSA avec les SAFB dans les éluats de
biopsies de poumons transplantés, preuve formelle que ces DSA interagissent avec le greffon,
constituait un facteur de risque de perte du greffon. Nous avons également développé un systeme de
capture en résonance plasmonique de surface permettant de déterminer la concentration et I'affinité
des anticorps anti-HLA, ce qui pourrait permettre d'étudier la facon dont les DSA interagissent avec le
greffon.

Mots clés : anticorps anti-HLA, single antigen flow beads, transplantation, interférence, DSA intra-
greffon, concentration, affinité, résonance plasmonique de surface

Properties of HLA antibodies in organ transplantati on

IgG HLA antibodies are a cause of graft loss in organ transplantation. The single antigen flow beads
assays (SAFB) are the most precise and sensitive assays to identify donor specific HLA antibodies
(DSA) in recipient’s sera. Their semi-quantitative readout, the mean fluorescence intensity (MFI), is not
perfectly associated with graft outcomes, which could be due to several factors.

Firstly, we showed that class | SAFB frequently detects denatured class | HLA antibodies which are
unable to bind cell surface and then are clinically irrelevant, while they actually impact the access to a
transplant. Their identification was performed through SAFB acid-treatment and a modified SAFB
assay, the iBeads®. They had a high reliability and a good concordance, but the acid-treatment assay
can be put at fault in a few cases whereas iBeads® appeared slightly less sensitive than classical
SAFB.

Secondly, we deciphered the complement interference phenomenon: high MFI level IgG HLA
antibodies activate the complement cascade at bead surface, leading to the deposition of C4 and C3
degradation products which are able to reduce IgG HLA antibodies detection. We also demonstrated
that IgM HLA antibodies interfere with IgG detection through competition for the epitope, allosteric
hindrance and complement activation.

Thirdly, we demonstrated that the detection of DSA with SAFB in lung biopsy eluates, proving that the
DSA interact with the graft, was a risk factor for graft loss. We further developed a capture system in
surface plasmon resonance allowing the concentration and affinity of HLA antibodies to be
determined, which could allow the way that the DSA interact with the graft to be studied.

Keywords : HLA antibodies, single antigen flow beads, transplantation, interference, intragraft DSA,
concentration, affinity, surface plasmon resonance
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