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Résumé 

La transplantation rénale est le meilleur traitement de l’insuffisance rénale chronique terminale, 

que ce soit en termes d’espérance ou de qualité de vie. Malgré les progrès réalisés en 

immunologie de la transplantation et dans la gestion globale des patients transplantés, la 

principale étiologie de perte de greffon reste le rejet, et en particulier le rejet humoral. 

 

L’évaluation du risque de rejet humoral repose principalement sur le dosage des anticorps anti-

HLA dirigés contre le greffon. Pourtant, il apparait que ces anticorps ont un faible pouvoir 

prédictif de de l’incidence et du pronostic du rejet, ce qui pourrait être expliqué par une 

hétérogénéité de leurs caractéristiques intrinsèques. Ces caractéristiques dépendent des cellules 

responsables de leur sécrétion, plasmocytes à courte et longue durée de vie, et donc 

indirectement des cellules responsables du maintien du pool de ces cellules sécrétrices 

d’anticorps : les lymphocytes B mémoires. Il a été montré en pathologies infectieuses que ces 

lymphocytes B mémoires sont hétérogènes en termes de phénotype, de fonction, de degré de 

clonalité et de diversification de leur BCR. Néanmoins, ceci n’a pas encore été analysé en 

transplantation rénale. Un des objectifs de cette thèse était d’étudier le degré d’hétérogénéité 

des lymphocytes B mémoires HLA-spécifiques chez des patients immunisés en attente de 

transplantation rénale. Pour ce faire, une analyse en cellule unique de lymphocytes B mémoires 

HLA-spécifiques de patients présentant différents contextes et degré d’immunisation a été 

réalisée, dans le but d’identifier leurs caractéristiques phénotypiques et transcriptomiques et la 

diversification de leur répertoire BCR. 

 

La deuxième partie des travaux s’est concentrée sur les modalités diagnostiques du rejet de 

greffe rénale. Depuis quelques années, des outils de biologie moléculaire sont disponibles, 

permettant d’évaluer des centaines de transcrits exprimés dans le tissu de biopsie. Ces outils 

donnent la possibilité de décrire de nouvelles voies physiopathologiques, et potentiellement 

d’améliorer le diagnostic du rejet, en particulier le rejet humoral. Néanmoins, leur utilisation 

en pratique courante est restreinte du fait de leur faible disponibilité, des difficultés à interpréter 

les données produites, et de leur coût. De plus, du fait de cette sous-utilisation en pratique 

clinique, leur impact exact dans la prise en charge des patients n’est pas déterminé. Au cours 

de cette thèse, un outil de diagnostic moléculaire ayant des caractéristiques compatibles avec 

une utilisation en pratique clinique a été développé. Celui-ci permet de diagnostiquer le rejet et 

de le classer en rejet humoral ou cellulaire. Dans un second temps, cet outil a été confronté à 

des situations cliniques litigieuses, afin d’évaluer son intérêt en pratique courante. 
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A travers ces travaux, cette thèse visait d’une part à améliorer la compréhension de la réponse 

humorale en transplantation rénale, afin de contribuer à terme à mieux stratifier le risque 

immunologique en transplantation, et d’autre part à améliorer les modalités diagnostiques du 

rejet en aidant à la généralisation des outils de biologie moléculaire appliqués aux biopsies de 

greffons rénaux.  
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Abbréviations 

ADCC : antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity 
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CDR : complementarity determining region 
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CPA : cellule présentatrice d’antigènes 

CREG: cross-reactive groups.  

DSA : donor specific antigen 

HLA : Human Leukocyte Antigen 

KIR: Killer-cell Immunoglobulin-like receptor 

LLPC: long-lived plasma cell 

MFI: median fluorescence intensity 

SLPC: short-lived plasma cell 

TCMR: T-cell mediated rejection 

TCR: T-cell receptor  
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1 Introduction 

1.1 La transplantation rénale en 2023 

La transplantation rénale est le meilleur traitement de l’insuffisance rénale chronique terminale, 

que ce soit en termes d’espérance de vie ou de qualité de vie1,2. En France depuis la mise en 

place du registre Cristal en 1959 jusqu’au 31 décembre 2022, 100789 transplantations rénales 

ont été réalisées. A cette date, 42586 patients sont porteurs d’un greffon fonctionnel. 

L’épidémie de coronavirus a impacté la transplantation d’organes solides en France et dans le 

monde, entrainant un recul global du nombre de transplantations annuelles. Aussi en 2022, le 

nombre de nouveaux candidats inscrits sur liste d’attente active pour un greffon disponible est 

de 2,9 (versus 2,0 en 2017). Cette même année, 3377 greffes rénales ont été réalisées, laissant 

9816 patients en liste d’attente active au 1er Janvier 20233 (Tableau 1). 

 

 

Tableau 1: Evolution de la liste d'attente et devenir des candidats en greffe rénale. * : Un 

malade est actif au 1er janvier s’il n’est pas en contre-indication temporaire au 1er janvier. ** 

: Un malade est inactif au 1er janvier s’il est en contre-indication temporaire au 1er janvier. 

DDAC MI-II : donneur décédé après arrêt circulatoire à la suite d'un arrêt cardiaque inopiné 

(catégories I et II de Maastricht). DDAC MIII : donneur décédé après arrêt circulatoire à la 

suite de la limitation ou de l’arrêt des thérapeutiques (catégories III de Maastricht) pmh : par 

million d'habitant CIT : contre-indication temporaire. Données extraites de CRISTAL. 

De nombreux progrès ont été réalisées dans la gestion globale des patients transplantés rénaux. 

En particulier, l’avènement d’immunosuppresseurs modernes au cours des années 1990-2000 a 

conduit à une drastique diminution de l’incidence du rejet précoce, principalement cellulaire 

(TCMR)4. Néanmoins depuis ces années, la survie greffon progresse peu avec une médiane 

située entre 140 et 200 mois en France selon les périodes de transplantation, et 170 mois en 

Europe5. En effet, la période précoce post-transplantation n’a pas connu de nouvelle avancée 

thérapeutique majeure, et la survie greffon après la première année de greffe progresse 

2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023

Malades en liste d’attente active au 1er janvier* 7722 7840 8084 8630 8952 9681 9816

Malades en liste d’attente inactive au 1er janvier** 5813 6529 7177 7577 8344 8631 9091

Nouveaux inscrits dans l'année 5386 5404 5643 4854 5516 5260

Décédés en attente dans l'année 410 484 516 646 703 690

Sortis de liste d'attente 360 461 538 524 545 598

    dont sortis de la liste d'attente pour aggravation 207 288 321 317 305 343

Greffes 3782 3567 3643 2595 3252 3377

   dont greffes avec donneur vivant 611 541 510 390 502 514

   dont greffes avec donneur décédé de mort encéphalique 2936 2782 2784 1945 2353 2456

   dont greffes avec DDAC MI-II 57 31 27 10 9 0

   dont greffes avec DDAC MIII 178 213 322 250 388 407

Greffes (pmh) 56,3 53,0 53,9 38,3 47,8 49,4 .
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principalement à la faveur de l’amélioration de la prise en charge globale des patients plutôt 

qu’à celle de nouveaux leviers thérapeutiques. De manière intéressante, il a été montré que cette 

stagnation de la vitesse d’amélioration de la survie n’est pas liée à l’âge des donneurs et des 

receveurs5. 

 

1.2 Perte de greffon rénal 

Le rejet, en particulier le rejet humoral6–8, est la principale cause d’échec de greffe, impliqué 

dans 25 à 50% des pertes de greffon. Classiquement, le rejet est dichotomisé en rejet cellulaire 

et rejet humoral (AMR), catégories elles-mêmes subdivisées en active, chronique-active et 

chronique-inactive selon la présence des signes histologiques d’activité et d’irréversibilité. 

Bien que cette division ait un rationnel diagnostique et thérapeutique, la physiopathologie de 

ces rejets est commune et basée sur l’allo-réactivité.  

 

1.3 Allo-réactivité et transplantation rénale 

Les antigènes à l’origine des réponses immunes allo-réactives peuvent être classés en deux 

catégories : les antigènes majeurs d’histocompatibilité, codés au niveau du complexe majeur 

d’histocompatibilité (CMH) ou système HLA chez l’homme, et les antigènes mineurs 

d’histocompatibilité qui sont eux codés hors du CMH. Historiquement, cette distinction entre 

antigènes majeurs et mineurs est issue de la capacité particulière des antigènes du CMH à 

induire une forte réponse immunitaire9. Ce n’est que secondairement que les caractéristiques 

soutenant cette différence ont été mises en évidence10. Celles-ci sont essentiellement liées aux 

mécanismes de présentation de l’antigène concerné, et à la fréquence, au sein du répertoire T, 

des lymphocytes capables de le reconnaitre. 

 

Deux mécanismes principaux sont décrits concernant l’allo-reconnaissance : directe et 

indirecte11 (Figure 1). 

La reconnaissance directe correspond à l’interaction d’un lymphocyte T du receveur avec un 

allo-CMH intact exprimé à la surface d’une cellule présentatrice d’antigène issue du donneur. 

Il s’agit donc d’une reconnaissance du TCR non restreinte par le CMH autologue du receveur 

La fréquence des lymphocytes T allo-réactifs est élevée12 et repose sur une réactivité croisée de 

leur TCR contre des complexes CMH autologue/peptide (vis-à-vis desquels ils ont été 

sélectionnés au cours de leur ontogénie dans le thymus) et des complexes CMH 

allogénique/peptide. Cette capacité de reconnaissance de molécules du CMH allogéniques est 
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plus ou moins dépendante du peptide présenté. En cas de reconnaissance peptide-dépendante, 

il a été montré que les différences de séquences d’acide-aminés du sillon de présentation 

peptidique pourraient modifier l’orientation 3D d’un peptide du soi au sein du CMH, créant 

ainsi une nouvelle conformation CMH/peptide, non interprétée comme du soi, et donc 

génératrice d’allo réactivité13–16. 

 

La reconnaissance indirecte, qui est une reconnaissance classique restreinte au CMH autologue 

du receveur, correspond à l’interaction d’un lymphocyte T du receveur avec une cellule 

présentatrice du receveur exprimant un complexe CMH autologue/peptide allogénique. Dans 

cette situation, le peptide allogénique est dérivé de l’apprêtement par la CPA d’un antigène 

majeur (CMH allogénique) ou d’un antigène mineur (polymorphisme peptidique de protéine 

non CMH) après son internalisation. Il est à noter que seuls les lymphocytes T CD4 capables 

de reconnaissance indirecte sont capables de coopérer avec les lymphocytes B autologues pour 

initier une réponse humorale vis-à-vis de molécules du CMH allogéniques (voir paragraphes 

suivants).  

 

A côté de ces deux mécanismes, la reconnaissance semi-directe est aussi décrite. Elle 

correspond à l’acquisition par une CPA du receveur d’une molécule du CMH du donneur sous 

forme intacte par différents mécanismes, principalement échange au cours d’un contact 

cellulaire (trogocytose) et via les exosomes. 

 

Enfin, les travaux récents de l’équipe lyonnaise ont montré l’existence d’une voie « directe 

inversée ». Celle-ci correspond à la reconnaissance par un lymphocyte T du donneur de 

molécules CMH intactes du receveur exprimées notamment par les lymphocytes B du receveur. 

Cette voie serait impliquée dans la période post-transplantation précoce, permettant une 

coopération entre lymphocytes T CD4+ du donneur présents au sein de l’organe transplanté et 

lymphocytes B du receveur et aboutissant à une réponse humorale avec production d’anticorps 

anti-CMH. La réponse humorale induite ne serait par contre que transitoire, d’une durée 

correspondant au temps de survie, chez le receveur, de ces lymphocytes T issus du donneur17.  
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Figure 1 : Voies décrites de l'allo-réactivité. La voie "directe inversée" n'est pas représentée. 

Figure issue de DeWolf18. 

1.3.1 Système et structure des molécules HLA  

Les molécules du système HLA sont codées par deux régions (I et II) présentes sur le 

chromosome 6. Ces régions sont transmises en bloc à la descendance.  

Les molécules HLA de classe 1 sont des hétérodimères transmembranaires présents à la surface 

de toutes les cellules nuclées et les plaquettes. Elles sont composées d’une chaine légère faite 

de B2-microglobuline et d’une chaine lourde de trois unités alpha (1, 2 et 3). Entre les chaines 

α1 et α2 se situe le sillon dans lequel le peptide antigénique sera présenté aux lymphocytes T 

(Figure 2) 

Les molécules HLA de classe 2 sont aussi des hétérodimères transmembranaires, composés 

d’une chaine α1/α2 et d’une chaine β1/β2. Le sillon de présentation peptidique est situé dans 

l’espace délimité par les chaines α1 et β1. Ces molécules de classe 2 sont exprimées de manière 

constitutive à la surface des CPA, dont les lymphocytes B, et à la surface des cellules 

endothéliales sous certaines conditions, en particulier pro-inflammatoire ou à la suite d’une 

agression aiguë : lésions d’ischémie-reperfusion, néphrite virale… 19,20.  
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Figure 2 : structure d'une molécule HLA de classe 1. (A) Représentation en modèle ruban de 

la chaine polymorphique (jaune), un peptide chargé (rouge), et un résidu polymorphique (bleu). 

(B) Représentation du sillon de présentation. Les couleurs vertes et bleues permettent de 

localiser les différences entre deux molécules HLA : B*4402 et B*4405. (C) Représentation de 

de la surface d’une molécule HLA de classe 1, chargée avec un peptide antigénique. Figure 

issue de Bailey et al21.  

En juin 2023, 37 619 allèles HLA sont recensés. Ce nombre important de polymorphismes 

résulte de différents mécanismes de mutations ponctuelles, conversions géniques et 

recombinaisons homologues, est à mettre en parallèle avec l’avantage sélectif que certains 

allèles ont pu permettre au cours de l’évolution22, principalement de par une capacité accrue à 

présenter antigène infectieux. Aussi, on comprend la relation entre l’origine géographique 

d’une population d’individus et les phénotypes HLA observés dans cette population. A l’opposé 

de ces avantages, il est aussi établi que certains phénotypes de CMH vont être un facteur de 

susceptibilité, voire explicatif de certaines pathologies comme le diabète de type 1, la sclérose 

en plaque, ou la maladie caeliaque23. 

 

Ce polymorphisme, intense à l’échelle allélique, ne s’accompagne pas d’une telle variabilité 

protéique. A titre d’exemple, 7 894 allèles HLA-A sont décrites, menant à 4 618 protéines 

différentes. De plus, parmi les variants induisant une modification de la séquence d’acides 

aminés, une proportion importante concernent des zones de la poche à peptides, enfouie au sein 

de la molécule, permettant de moduler le répertoire de présentation peptidique. 
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1.3.2 Polymorphisme HLA, CREG 

Pour que la molécule HLA du donneur soit potentiellement génératrice d’une allo-réactivité, il 

faut que sa structure soit différente de celle du receveur. Ceci nécessite que la différence de 

séquence génétique entre les deux gènes de la molécule HLA concernée induise une différence 

de séquence d’acides aminés, et que ces acides aminés soient accessibles au paratope de 

l’anticorps anti-HLA en étant exposés à la surface de la molécule HLA.  

Bien que le polymorphisme HLA soit important, des séquences communes sont fréquentes entre 

deux molécules HLA. Aussi, une immunisation contre un de ces épitopes commun entre 

plusieurs molécules HLA (épitopes dits partagés ou publics) va induire une poly-réactivité anti-

HLA d’un même anticorps, ciblant des molécules HLA pourtant non rencontrées par le 

receveur. A titre d’exemple, l’épitope 62GE est partagé entre les molécules HLA A*02 :01, 

A*02 :03, A*02 :06, mais aussi avec les molécules A*03 :23 et certaines molécules B*57 et 

B*58 (Figure 3). Ces réactivés croisées définissent des groupes CREG (cross-reactive groups). 

A contrario, certains épitopes sont « privés » et restreints à une seule molécule HLA. 

 

 

Figure 3 : Epitope partagé 62GE entre trois molécules HLA différentes : A*02:01, A*33:01 et 

B*57:01. La chaine alpha est colorée en bleu, la chaine β2 microglobuline en violet, l'épitope 

62GE en jaune.  

La description des séquences d’acides aminés ainsi que les études de cristallographie 3D puis 

bio-informatiques de conformation 3D ont abouti à la création puis à l’enrichissement de 

l’algorithme HLAMatchmaker24,25. Ce dernier définit des épitopes appelés éplets, 

correspondant à des triplets d’acides aminés immunogènes, en intégrant les notions de 

conformation 3D et d’exposition à la surface de la molécule HLA. L’ajout d’un éplet à 

l’algorithme HLAMatchmaker n’est fait qu’après confirmation expérimentale de l’existence 

d’un anticorps ciblant celui-ci.  
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La recherche d’anticorps anti-HLA par Single antigen permet d’associer une intensité de 

fluorescence à chaque bille coatée avec une molécule HLA. En appliquant l’outil 

HLAMatchmaker et ces données, il est possible de recouper les informations à un niveau 

éplétique. Ainsi, devant l’identification de plusieurs anticorps anti-HLA, il est possible de 

dichotomiser une immunisation dirigée contre un éplet partagé ou une immunisation dirigée 

contre plusieurs éplets privés. Dans le cadre de la transplantation d’organe solide, il est aussi 

possible d’intégrer le typage HLA du receveur et du donneur, permettant ainsi d’identifier 

l’immunisation anti-éplet anti-donneur et l’immunisation rapportée à une « third party ». Dans 

le même esprit, des outils sont développés pour calculer la charge en nouveaux éplets que 

pourrait représenter un greffon chez un receveur.  

Ces outils permettent une meilleure caractérisation d’une potentielle poly-immunisation mise 

en évidence par des techniques de dosages d’anticorps anti-HLA. Néanmoins, 

l’immunogénicité intrinsèque de ces mismatches d’éplets est difficilement évaluable. En effet, 

ces algorithmes n’ont une approche que structurelle de la molécule HLA, ne prenant pas en 

compte d’autres données telles que les caractéristiques électrostatiques, la présentation 

antigénique indirecte ou le masquage potentiel d’un éplet par un anticorps de spécificité anti-

éplet physiquement proche26. Pour ces raisons, entres autres, le bénéfice sur la survie du greffon 

et l’utilisation pratique de ces algorithmes sont limitées27.   

 

1.3.3 Reconnaissance de l’antigène par un BCR 

Pour qu’une protéine puisse être présentée au lymphocyte T, elle doit être endocytéé par une 

CPA, clivée en courte chainettes d’acides aminés, puis chargée dans le sillon de la molécule 

HLA. Ainsi, le récepteur du lymphocyte T (TCR) reconnait une protéine dégradée dans une 

conformation non-native28. 

 

A contrario, le récepteur du lymphocyte B (BCR) reconnait un antigène soluble et non clivé. 

Le BCR correspond à l’isoforme transmembranaire d’une immunoglobuline (Ig), et possède 

donc les mêmes caractéristiques en termes de reconnaissance de l’antigène. 

Cette immunoglobuline est composée de deux chaines lourdes liées entre elles par un pont 

disulfure et de deux chaines légères, chacune reliée à une chaine lourde par un pont disulfure. 

Les chaines lourdes sont composées d’un nombre variable de domaines constants (CH) selon 

le sous-type d’immunoglobuline et d’un domaine variable (VH). Les chaines légères sont 

composées d’un domaine constant (CL) et d’un domaine variable (VL). On peut définir deux 
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unités fonctionnelles de l’immunoglobuline : le fragment Fab (antigen binding) et le fragment 

Fc (crystallizable). Ces deux fragments vont respectivement jouer un rôle d’activation des 

mécanismes des effecteurs (e.g. recrutement du C1q) et d’interaction avec la cible antigénique 

(Figure 4). 

 

Au sein des régions V de chaque chaine du fragment Fab, les variations de séquences ne sont 

pas régulièrement réparties. En effet, la majorité des variations des acides aminés sont 

concentrées sur trois zones hypervariables appelée CDR (complementarity determining 

region). Chacune des chaines du fragment Fab va être organisées en plusieurs boucles, les 6 

régions CDR étant regroupées à l’extrémité extérieure de ces replis. La poche délimitée par les 

6 CDR est donc sujette à une variabilité d’acides aminés importante et forme le paratope, zone 

d’interaction avec l’antigène. Au centre du paratope est située la région CDR 3 de la chaine 

lourde (CDR-H3), région d’interaction majeure avec l’antigène, alors que les autres CDR 

dessinant le pourtour de cette poche joueraient principalement un rôle de stabilisation de la 

liaison épitope-CDR-H3. La structure du paratope conduit à une taille de surface de contact 

avec l’épitope d’une vingtaine d’acides aminés29.  

 

Figure 4 : structure d'une immunoglobuline (Ig). D’après Finlay30. A : chaines lourdes et 

légères d’une IgG. B : représentation d’un domaine VH (gauche) et d’un domaine CH d’IgG 

(droite). C : représentation du fragment Fab centrée sur le site de liaison à l’antigène. 

 

1.3.4 Mise en place d’une réponse humorale en transplantation rénale 

La connaissance des mécanismes de mise en place d’une réponse humorale sont essentiellement 

issues des études en pathologie infectieuse. Aussi, il n’est pas confirmé expérimentalement que 

tous les mécanismes décrits ci-dessous s’appliquent dans le contexte d’une allo-immunisation 

anti-HLA. Après exposition à un allo-antigène HLA, un processus de maturation lymphocytaire 

A B C
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B va s’effectuer, aboutissant à la génération de lymphocytes B mémoires allo-réactifs 

responsable d’une réponse humorale prolongée31.  

 

Lors de la première exposition à un allo-antigène HLA, celui-ci va être drainé au sein d’un 

organe lymphoïde secondaire (ganglion lymphatique, rate, plaque de Peyer) où il sera chargé 

sur une CPA : cellule folliculaire dendritique, macrophage ou cellule dendritique selon la taille 

de l’antigène et l’organe lymphoïde secondaire. L’architecture particulière de ces organes 

lymphoïdes secondaires permet de maximiser la concentration et l’exposition de l’antigène à 

un lymphocyte B naïf IgM+ ayant un BCR de faible affinité pour l’antigène. Lorsqu’un 

lymphocyte B naïf ne rencontre pas d’antigène pour lequel il présente une affinité, il recircule 

jusqu’à un autre organe lymphoïde secondaire32,33.  

 

La rencontre antigène/BCR va induire différents réarrangements à la membrane cellulaire (e.g 

dimérisation des protéines transmembranaires Igalpha/Igbeta) permettant la formation d’un 

complexe transmembranaire transduisant le signal d’activation. Cette activation lymphocytaire 

va induire l’expression de molécules de costimulation (e.g CD86/CD80) et d’adhésion, en plus 

de la transduction de gènes du cycle cellulaire. En parallèle, le complexe Ag/BCR va être 

internalisé afin que l’antigène soit apprêté et chargé sur une molécule HLA de classe II qui sera 

adressée à la membrane cellulaire, afin de présenter le peptide antigénique à un lymphocyte 

pré-TFH.  

En premier lieu, cette interaction va permettre de délivrer au pré-TFH un ensemble de signaux 

(signaux de costimulation B, signal autocrine IL-21) qui, associés aux signaux issus de 

l’environnement cellulaires comme l’IL-6, vont aboutir à la maturation du TFH de phénotype 

CD40L+, PD-1+, ICOS+34,35.  

 

Ensuite, deux situations vont pouvoir se produire selon les caractéristiques de l’interaction B 

naïf activé/pré-TFH36,37 (Figure 5).  

Les lymphocytes B ayant la plus forte affinité pour l’antigène vont avoir une interaction accrue 

avec le TFH (nombre de BCR impliqués et durée du contact), et le lymphocyte suivra un 

processus de maturation lymphocytaire dit « extra-folliculaire » ne passant par l’étape de 

formation d’un centre germinatif38–40. Aussi, ces lymphocytes ne subissent classiquement pas 

de commutation de classe et leur immunoglobuline reste une IgM. Néanmoins, le TFH 

correspondant va pouvoir induire une certain degré d’hypermutation somatique41, permettant 

dans certains cas une amélioration de la spécificité du BCR pour l’antigène. De cette voie 
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peuvent aboutir deux types cellulaires : le plasmablaste extra-folliculaire à courte durée de vie, 

et le lymphocyte B mémoire pré-germinatif42. Le plasmablaste extrafolliculaire à courte durée 

de vie garde une capacité de division et sécrète des anticorps ayant une affinité pour l’antigène 

comparativement plus faible par rapport à celle des lymphocytes post-centre germinatif, 

pouvant se traduire par une certaine forme de poly-reactivité antigénique, une courte demi-vie 

(5 jours), et un fort pouvoir d’activation du complément. Le comportement du lymphocyte B 

mémoire pré-germinatif devant une restimulation antigénique n’est pas encore identifié, entre 

génération de plasmablaste IgM+ ou possible orientation vers un processus de formation de 

centre germinatif. 

 

Dans le cas d’une affinité plus faible pour l’antigène, le lymphocyte B va s’orienter avec le pré-

TFH vers la génération d’un centre germinatif, où ces deux cellules sont maturer. Cette 

sélection de paratope pré-centre germinatif est une première étape de l’oligoclonalité  observée 

post-centre germinatif43. Ce dernier se met en place en une quinzaine de jours, et comporte 

schématiquement deux zones : la zone sombre et la zone claire. 

Au sein de la zone sombre, les lymphocytes B (phénotype CXCR4hiCD83lowCD86low) vont 

fortement proliférer et subir un hypermutation somatique. L’hypermutation somatique est due 

à l’action de l’enzyme activation-induced cytidine deaminase (AID). Celle-ci va introduire de 

manière irréversible des variants dans les séquences VH et VL du gène des immunoglobulines. 

Ces variants aléatoires vont induire une modification du paratope, modulant ainsi son affinité. 

Dans un second temps, le lymphocyte B de phénotype CXCR4lowCD83hiCD86high va migrer 

dans la zone claire du centre germinatif, où il rentre en contact avec les antigènes présentés par 

les cellules folliculaires dendritiques. Si l’intensité d’interaction entre ce variant de paratope et 

l’antigène est insuffisante, le lymphocyte B va soit retourner en zone sombre pour subir un 

nouveau cycle d’hypermutation somatique, soit rentrer en apoptose. Dans le cas contraire, il va 

pouvoir endocyter cet antigène et le présenter à un TFH. Plus le paratope sera affin, plus il sera 

à même de capturer l’antigène, et d’interagir intensément avec le TFH (plus grande quantité 

d’antigènes présentés et plus longs temps de contact), délivrant ainsi les signaux de 

costimulation nécessaires à la différenciation du lymphocyte B en lymphocyte B mémoire ou 

en plasmablaste44–46. En plus de la maturation du paratope, le fragment Fc de 

l’immunoglobuline va subir une commutation de classe. Jusqu’à récemment, il était considéré 

que celle-ci s’effectuait au sein du centre germinatif sous l’influence des TFH. Néanmoins, des 

données récentes sur des modèles murins suggèrent que ce switch de classe débute dès 

l’interaction initiale B/T, avant la formation du centre germinatif, et pourrait donc aussi 
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concerner les lymphocytes B de différenciation extra-folliculaire47. Les anticorps sécrétés par 

des lymphocytes B ayant maturés par un centre germinatif ont donc un Fab de haute affinité 

pour l’antigène, ayant accumulé de nombreux variants des chaines V, et un Fc avec des 

fonctions effectrices optimisées non-IgM.  

 

D’un point de vue exploratoire, le séquençage V(D)J permet donc d’étudier le répertoire des 

BCR et les caractéristiques pré- ou post-centre germinatif du lymphocyte B via l’étude de la 

clonalité du BCR et du nombre de variants accumulés dans les séquences V48.  

 

 

 

Figure 5 : mise en place de la réponse humorale. Figure d'après Baumjohan49. 

1.3.5 Cellules effectrices de la réponse humorale mémoire post-centre 

germinatif 

Le lymphocyte B activé ayant un BCR suffisamment affin pour permettre une interaction forte 

et prolongée avec le lymphocyte TFH va quitter le centre germinatif. Deux voies de 

différentiation B sont alors chronologiquement rencontrés : le B mémoire et le plasmablaste.  

 

En premier lieu, les lymphocytes B mémoires vont être générés de manière précoce par le centre 

germinatif50. Comparativement aux plasmablates post-centre germinatif, ces B mémoires vont 

avoir un BCR moins affin, se traduisant par un certain degré de possibilité d’adaptation face à 

des variants de l’antigène, comme cela a été montré en immunologie anti-infectieuse51.  

Ces lymphocytes B mémoires vont représenter un pool de cellules qui, après restimulation 

antigénique ultérieure, vont pouvoir se différencier en plasmablaste puis en short lived plasma 
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cell (SLPC) sécréteurs d’anticorps, soit générer un nouveau centre germinatif où de nouveaux 

variants du BCR peuvent survenir52. Il a été montré que deux populations de B mémoires 

peuvent être identifiées : les IgG+ qui se polariseront en SLPC, et les IgM+ qui pourront former 

un nouveau centre germinatif53.  

 

Plus tardivement, les lymphocytes B dont le BCR aura subi le plus de variants augmentant leur 

affinité vont se différencier en plasmablastes et gagner la circulation sanguine. Certains de ces 

plasmablastes vont s’établir dans une niche médullaire, permettant leur différenciation en long 

lived plasma cell (LLPC) de phénotype CD19lowCD20-CD38high et leur survie prolongée. Ces 

cellules permettent le maintien à long terme d’une sécrétion d’anticorps. Il n’est néanmoins pas 

parfaitement établi quelle proportion de ces cellules est issue d’une survie longue de plusieurs 

années, et quelle proportion est régulièrement renouvelée à partir d’un pool de B mémoires. En 

outre, la durée de survie de ces cellules est elle-même sujette à plusieurs facteurs comme la 

nature de l’antigène et l’environnement des niches médullaire54. Leur phénotype CD20- 

explique leur non-sensibilité au Rituximab et leur localisation dans les niches médullaires induit 

un certain degré de résistance aux immunosuppresseurs. De plus, leur non-circulation les rend 

difficilement évaluables. En transplantation, ces cellules étant responsables d’une sécrétion 

durable d’anticorps anti-HLA55, elles sont ciblées par des protocoles de désensibilisation, en 

particulier via l’utilisation de Daratumumab56,57.  

 

Au total, le pool de lymphocytes B mémoire va apparaitre comme relativement polymorphe, 

composé de cellules issues de plusieurs générations de centres germinatifs et ayant des affinités 

de BCR variées. Le répertoire des anticorps sécrétés par les SLPC issus de ces lymphocytes B 

présente donc une certaine part de variabilité. 

Le répertoire LLPC est lui plus restreint et potentiellement plus affin, alimenté par des cellules 

à longue durée de vie générées lors du 1er contact avec l’antigène, mais aussi issues de nouveau 

centre germinatif généré à partir d’un B mémoire lors d’une ré-exposition à l’antigène58. En 

transplantation d’organes solides, situation où l’antigène persiste au long-cours, il n’est pas 

déterminé si les lymphocyte B mémoires vont ré-entrer dans les centres germinatifs préexistants 

et donc les maintenir, ou s’ils génèrent un nouveau centre germinatif.  De plus, la mise en place 

de structures lymphoïdes dans des organes lymphoïdes dits tertiaires a été rapportée au cours 

du rejet humoral59,60. Il n’est pas établi si ces structures lymphoïdes sont générées à partir de 

lymphocytes B naïfs récemment activés ou à partir de lymphocytes B mémoires allo-réactifs 

venant peupler l’organe. Un début de réponse pourrait être apporté par la publication récente 
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d’une étude mettant en évidence, dans un modèle murin, que les lymphocytes B infiltrant le 

greffon lors d’un processus de rejet ont un transcriptome différent de celui des lymphocytes B 

issus du centre germinatif. Néanmoins ces lymphocytes B ont des capacités d’activation des 

TFH restreintes et la formation de centres germinatifs à proprement parler n’a pas été 

observée61.  

 

1.3.6 Influence de l’antigène sur la différenciation lymphocytaire B 

Plusieurs facteurs influencent de la mise en place de la réponse humorale mémoire. 

En immunologie anti-infectieuse, il a été décrit que la fréquence et l’affinité pour un antigène 

des précurseurs B influencent la capacité à générer un centre germinatif62. Concernant les 

caractéristiques de l’antigène, sa nature et son éventuel couplage à une protéine de la membrane 

bactérienne modulent la réponse humorale63. La taille de l’antigène modifie aussi les modalités 

de sa présentation à un lymphocyte B. En effet, les antigènes de petite taille vont diffuser 

librement au sein des ganglions lymphatiques où ils seront présentés directement au lymphocyte 

B, d’autres plus volumineux comme les complexes immuns sont captés par les macrophages et 

présentés au lymphocyte B par l’intermédiaire de cellules dendritiques folliculaires31. Certains 

PAMPS (pathogens associated molecular paterns) comme les motifs CpG peuvent aussi 

moduler la réponse humorale64. Le nombre de sites de liaison possibles sur l’antigène impacte 

aussi la différenciation B65. 

Dans le contexte de l’immunisation HLA, de tels paramètres sont également susceptibles 

d’influencer la différenciation lymphocytaire B : charge antigénique variable selon l’évènement 

immunisant (transfusion, grossesse, transplantation), nombre de mismatches d’éplets entre 

donneur et receveur, et persistante des allo-antigènes responsable d’une stimulation antigénique 

chronique.  

 

1.3.7 Patients hyperimmunisés en transplantation rénale 

Dans le système d’allocation des greffons en France, un patient est considéré comme 

hyperimmunisé lorsqu’il présente une immunisation contre plus de 85% des greffons des 5 

dernières années. Aussi, le terme « hyperimmunisé » ne correspond pas ici à une définition 

biologique pure.  

 

Ces patients dits hyperimmunisés sont de plus en plus fréquents sur la liste d’attente de 

transplantation, représentant environ 25% des patients inscrits sur liste en 2017. Ceci peut être 

expliqué par exemple par l’allongement de la durée de vie des patients transplantés, les exposant 
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au risque de nécessiter une nouvelle transplantation, ou par le développement de nouvelles 

thérapeutiques permettant de faire face à cette hyper-immunisation chez des patients qui 

jusqu’alors n’étaient pas inscrits sur la liste d’attente. Enfin, du fait d’une définition reposant 

sur la recherche d’anticorps anti-HLA, les techniques de dosage de ces anticorps influent sur la 

prévalence des patients hyperimmunisés, avec une augmentation significative de leur nombre 

depuis l’utilisation de tests en Single antigen. 

 

Trois grands phénotypes de patients peuvent être suspectés :  

- des patients immunisés contre de nombreux épitopes, interdisant progressivement de 

plus en plus de donneurs potentiels,  

- des patients présentant une immunisation contre une molécule HLA très présente dans 

la population dont est issu le greffon proposé (exemple : A*02 :01 présent chez plus de 25% de 

la population caucasienne) 

- des patients immunisés contre un épitope partagé par de nombreuses molécules 

HLA. 

 

1.3.8 Origines du répertoire anti-HLA 

Trois situations classiques vont conduire à la mise en place d’une réponse humorale anti-HLA : 

la transplantation d’organe, la grossesse, et les transfusions sanguines. 

 

A côté de ces mécanismes, la cross-réactivité semble jouer un rôle important dans l’extension 

du répertoire anti-HLA. 

D’une part, des patients naïfs d’évènements immunisants mais présentant des anticorps anti-

HLA sont décrits66. Sur une cohorte mexicaine de 424 donneurs de sang hommes sans 

antécédents déclarés d’évènements immunisants, des anticorps anti-classe I, anti-classe II, ou 

les deux étaient retrouvés dans respectivement 42%, 11% et 12% des sujets en Single antigen67. 

L’hypothèse principale pour expliquer la présence de ces anticorps est celle de la réactivité 

croisée, essentiellement via les analogies de motifs pouvant être retrouvés entre antigènes 

infectieux et molécules HLA. A titre d’exemple, les polypeptides de certaines souches de 

l’HSV ont une homologie de séquence élevée avec des molécules HLA-B et -Cw. D’autres 

sources de cross-réactivité ont été explorées concernant les antigènes environnementaux et 

alimentaires. En transplantation rénale, il a été montré que ces anticorps dits « naturels » sont 

pathogènes au même titre que les anticorps anti-HLA « classiques »68. 
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D’autre part, en considérant une cellule B sécrétant un anticorps à l’affinité restreinte à un seul 

épitope, il a été vu précédemment que des éplets peuvent être partagés entre plusieurs molécules 

HLA69.  

De plus, la physiopathologie de mise en place d’une réponse humorale post-GC soutient 

l’hypothèse que le BCR d’un lymphocyte B mémoire peut présenter une affinité moins 

sélective, entrainant une relative poly-réactivité70,71. 

Enfin, on peut noter l’existence d’anticorps dirigés contre des antigènes HLA dénaturés, 

exposant des éplets cryptiques non-exposés à la surface de la molécule en situation 

physiologique, et dont la pathogénicité en clinique n’est donc pas certaine72.  

 

1.3.9 Hétérogénéité des anticorps anti-HLA 

En transplantation, l’évaluation du risque de rejet humoral, que ce soit a priori ou après 

transplantation, repose principalement sur la recherche d’anticorps anti-HLA d’isotype IgG73. 

Pourtant, la recherche et l’interprétation de ces anticorps souffrent de nombreuses limites. 

 

Tout d’abord, les tests d’identification des DSA anti-HLA, y compris en Single antigen, 

présentent des limites de sensibilité et de technicité : seuils de MFI (median fluorencence 

intensity) variables d’un laboratoire HLA à un autre, seuil de positivité défini par rapport au 

bruit de fond moyen des contrôles négatifs. Par ailleurs, plusieurs éléments peuvent moduler la 

fixation d’un anticorps à la bille coatée : interférences médicamenteuses (par exemple fausse 

positivité après administration d’IgIV), compétition IgM/IgG et effet prozone. Enfin, les 

antigènes coatés sur les billes peuvent se dénaturer ou présenter des éplets cryptiques lors de 

leur fixation à la bille, exposant des éplets contre lesquels un anticorps pourrait être affin, alors 

que ces éplets ne seraient pas réellement exposés au receveur. De la même façon, il a été décrit 

des anticorps dirigés contre des cellules apoptotiques, ne revêtant pas de ce fait de caractère 

pathogène pour le greffon74–80.  

 

De plus, le typage HLA du donneur peut être incomplet en termes de loci ou de typage 

sérologique ou moléculaire, ne permettant pas de classer un anticorps anti HLA comme DSA 

ou non. Enfin, des lymphocytes B mémoires HLA-spécifiques peuvent être mis en évidence 

sans anticorps anti-HLA circulant détectable81. 

 

Enfin, le Single antigen permet de mettre en évidence une réactivité dirigée contre un antigène, 

mais ne renseigne pas sur l’affinité de cette réactivité. De même, les capacités effectrices de 
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l’anticorps, et donc leur potentielle pathogénicité, n’est pas évaluée en pratique : sous classe 

d’immunoglobuline, capacité à activer le complément ou à recruter les cellules effectrices de 

l’immunité. De plus, devant un large répertoire de réactivité anti-HLA, il n’est aujourd’hui pas 

possible d’inférer le type de réponse B allo-réactive, allant aux extrêmes d’une poly-réactivité 

d’un nombre restreint de clones B (BCR peu mutés et potentiellement peu affins), à une mono-

réactivité d’un nombre élevé de clones B (BCR sélectionnés et potentiellement plus affins). Ces 

profils de réactivité différentielle pourraient être liés à une mise en place de la réponse B 

différente et sous l’influence du niveau d’exposition antigénique et associés à une pathogénicité 

différentielle ultérieure. 

Malgré ces limites, la stratégie d’allocation des greffons repose sur ce dosage d’anticorps anti-

HLA, et impacte fortement la durée d’attente sur liste de transplantation. En effet, au sein de la 

cohorte Nord-Ouest de patients hyperimmunisés, chaque augmentation du pourcentage de taux 

de greffons incompatibles s’accompagne d’un allongement important du temps d’attente sur 

liste (Figure 6). 

 

Figure 6 : temps d'attente (mois) sur liste de transplantation rénale des patients 

hyperimmunisés de la cohorte Nord-Ouest (Amiens, Caen, Lille, Rouen). 

1.3.10 Hétérogénéité des cellules sécrétrices d’anticorps 

L’évaluation du risque immunologique repose donc sur la recherche d’anticorps anti-HLA. 

Néanmoins, le lien de causalité entre mise en évidence d’un DSA et conséquences cliniques 

(rejet humoral, perte de greffon) est ténu82. Au-delà des limites techniques et d’interprétation 

décrites ci-dessus, ceci pourrait être en partie expliqué par les caractéristiques intrinsèques des 
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DSA en termes d’affinité et de capacités effectrices. Ces caractéristiques sont soumises à une 

forte hétérogénéité chez un même patient, qui n’est pas évaluée en pratique clinique. 

 

Au cours de la réponse allo-immune, il s’avère que les cellules sécrétrices d’anticorps sont 

issues d’une population hétérogène de lymphocytes B : en pré-centre germinatif : SLPC et 

SLPC redifférenciés depuis les B mémoires pré-germinatifs, sécrétant principalement des IgM 

du fait d’un faible taux de switch isotypique. En post-centre germinatif : LLPC issus du centre 

germinatif, SLPC issus des B mémoires post-germinatif et cellules issues du centre germinatif 

généré à partir des B mémoires IgM+CD27+, sécrétant principalement des IgG de forte affinité 

pour l’antigène. L’ensemble de ces cellules est hétérogène en termes de phénotype, de nombre 

de variants accumulés dans le BCR, et d’expression génique. L’impact de ces différents 

contingents cellulaire sur l’incidence du rejet reste à déterminer. En effet, il apparait que les 

anticorps IgM ne semblent pas avoir un impact en termes d’incidence de rejet humoral ou de 

survie de greffon. Ceci questionne sur leur pathogénicité en situation clinique de 

transplantation, mais aussi sur la fonctionnalité des cellules responsables de leur synthèse83–88. 

 

Enfin, des lymphocytes B mémoires dits atypiques ont été décrits dans le cadre des infections 

chroniques, les B mémoires avec un phénotype CD27+CD21low , et les B mémoires tissue-like 

CD27-CD21lowCD11c+89–91. Les fonctions précises de ces cellules B mémoires atypiques ne 

sont pas élucidées, bien que trois d’entre elles soient déjà identifiées : caractéristiques 

d’épuisement, sans sécrétion d’anticorps mise en évidence in vivo et associé à l’expression de 

molécules inhibitrices, des capacités de différenciation moins sensible à l’antigène, et des 

capacités de présentation antigénique.  

 

1.3.11 Lymphocytes B mémoires en transplantation rénale 

Malgré le rationnel physiopathologique poussant à étudier les lymphocytes B mémoire en 

transplantation rénale, les études dédiées à cette condition particulière sont peu nombreuses. 

Ceci peut être expliqué par la subtilité à mettre en évidence ce contingent cellulaire in vivo92, 

par les particularités du modèle de transplantation d’organe solide, et par la difficulté à 

construire des études cliniques reliant des conditions immunologiques particulières chez des 

patients hétérogènes en termes de caractéristiques démographique, d’immunisation et de 

régime d’immunosuppresseurs, à des critères cliniques relevant : incidence du rejet et perte du 

greffon rénal. 
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Initialement, des structures lymphoïdes ont pu être mises en évidence sur des biopsies de 

greffon, au sein desquelles des lymphocytes B mémoires CD27+ sont identifiés93. 

Ensuite, une étude évaluant les lymphocytes circulants des patients transplantés rénaux et des 

volontaires sains sur une période de 5 ans en post-transplantation a montré que les patients 

transplantés présentaient un taux de lymphocytes B circulants diminué de près de 50% par 

rapport aux volontaires sains. Au sein de ces lymphocytes B, les lymphocytes B mémoires 

étaient 1,5 fois plus représentés chez les patients transplantés que chez les volontaires sains94. 

Des résultats comparables ont été retrouvés dans une étude ciblant spécifiquement les 6 

premiers mois de la transplantation95. 

 

Dans la circulation périphérique, plusieurs équipes ont identifié ces lymphocytes B mémoires 

sécréteurs d’anticorps anti-HLA. Han et al. ont ainsi mis en évidence après cultures cellulaires 

B la production d’anticorps anti-HLA, préférentiellement IgG mais aussi IgM, et que ces 

anticorps sont préférentiellement issues des cultures de lymphocytes B CD27+ 

comparativement aux cultures de lymphocytes B CD27-96. 

Par la suite, plusieurs groupes ont réussi à identifier, à partir de sang périphérique et après 

cultures cellulaires, des lymphocytes B mémoire HLA-spécifiques via ELISPOT97–99. Ces 

lymphocytes B mémoires conduisent à la sécrétion d’anticorps anti-HLA, et leur présence est 

dépendante de l’évènement immunisant antérieur81.  

En termes de conséquences cliniques, en utilisant l’ELISPOT, une autre équipe a évalué la 

présence de lymphocytes B mémoires HLA-spécifiques chez des patients immunisés. Avant 

transplantation, les auteurs ont pu montrer que ces lymphocytes B mémoires HLA-spécifiques 

sont présents alors même l’anticorps anti-HLA correspondant peut ne pas être mis en évidence 

dans le sérum. Après transplantation, les patients présentant un AMR plus sévère avaient une 

fréquence plus élevée de ces lymphocytes B mémoires HLA-spécifique100. Ces résultats ont été 

confirmés dans une étude multicentrique prospective, mettant en évidence que la détection de 

lymphocytes B mémoires allo-réactifs est un facteur de risque de développer un rejet humoral 

(Odd Ratio = 47.2 [10.0-221.3], p < 0.001) et a un meilleur pouvoir prédictif d’incidence du 

rejet que la détection de DSA101. Enfin, une autre étude a réussi à mettre en évidence un lien 

entre les anticorps anti-HLA issus spécifiquement des lymphocytes B mémoires en pré-

transplantation et l’incidence et la gravité de lésions du rejet humoral102.  

 

Au total, il apparait que les lymphocytes B mémoires peuvent être identifiés dans le greffon et 

dans la circulation périphérique, y compris d’une manière HLA-spécifique, que les 
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caractéristiques de l’évènement immunisant sous-tendent leur présence, et qu’ils semblent 

impacter l’incidence de rejet et la perte de greffon rénal. Néanmoins, alors que ces lymphocytes 

B mémoires sont bien décrits en immunologie anti-infectieuse, leur caractérisation précise en 

transplantation n’a pas été effectuée.  

 

1.4 Le rejet humoral 

1.4.1 Les anticorps anti-HLA comme effecteurs du rejet humoral 

Les principaux effecteurs du rejet humoral sont les anticorps anti-HLA dirigés contre le greffon 

(DSA). Ces anticorps, de par leur taille, ne peuvent traverser l’endothélium vasculaire sain et 

non perméabilisé du greffon, et interagissent donc avec leur cible à la surface de 

l’endothélium103. Selon les caractéristiques de ces anticorps (type d’immunoglobuline, sous 

classe IgG…) cette liaison va s’accompagner de différents mécanismes conduisant à la lyse de 

la cible cellulaire.  

 

La fixation du fragment Fab de l’immunoglobuline à la cellule endothéliale va induire 

l’activation de cette cellule, se traduisant par des modifications de phénotype et de fonction : 

vasoconstriction, état pro-coagulant et pro-inflammatoire, expression de molécule HLA de 

classe II à leur surface104. 

 

La fraction constante de l’immunoglobuline va elle être impliquée dans deux autres 

mécanismes (Figure 7).  

D’une part, le fragment Fc va permettre le recrutement des cellules de l’immunité innée via leur 

récepteur FcgR. Les différences d’expression de ces FcgR à la surface de la cellule ainsi que 

leur sous-type (FcgRIIIA, IIIB, etc.) modulant leur capacité à interagir avec l’immunoglobuline 

fixée à sa cible explique une pathogénicité variable de ce méchanisme105. Les cellules de 

l’immunité innée recrutées et recevant un signal activateur via leur FcgR vont contribuer à 

l’ADCC (antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity). L’afflux de ces cellules de 

l’immunité innée (monocytes, macrophages, lymphocytes NK) dans la microcirculation vont 

définir les lésions d’inflammation microvasculaire.  

 

D’autre part, le recrutement du C1q à la fraction constante de l’immunoglobuline va induire 

l’activation de la cascade du complément, aboutissant in fine à la perforation de la membrane 

cellulaire endothéliale part le complexe d’attaque membranaire. En transplantation rénale, le 

lien entre les capacités variables de recruter le C1q selon la sous-classe IgG et la survie du 
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greffon a été démontré106. Le témoin histologique de cette activation est le dépôt de C4d au 

niveau des capillaires péritubulaires.  

 

Ces agressions endothéliales sont évaluées par l’identification histologique des lésions de 

glomérulite, de capillarite péritubulaire, d’artérite, et de dépôts de C4d. Une fois la membrane 

basale glomérulaire lésée, le processus de régénération va conduire à un aspect multi-lamellé 

de la membrane basale visualisable en microscopie électroniques, puis à des lésions dites en 

doubles contours visualisable en microscopie optique (score de Banff cg). Ces lésions sont 

irréversibles et catégorisent le rejet humoral en chronique.  

 

 

Figure 7 : mécanismes de pathogénicité d'un anticorps anti-HLA au cours du rejet humoral. 

Figure d’après Callemeyn107.  

A côté de ce tableau typique de rejet humoral, d’autres situations ont été décrites in vitro et in 

vivo.  

 

En 2013, l’entité AMR sans dépôts de C4d a été reconnue par les recommandations de Banff108. 

Ces biopsies présentent des lésions d’inflammation microvasculaire associées à la présence de 

DSA. Les arguments en faveur du rejet humoral sont, entre autres, des lésions de dédoublements 

membranaires rattachées à une étiologie humorale du fait de leur association à la présence de 

DSA, sans autres causes de lésions cg, et sans dépôts de C4d109, et une signature 

transcriptomique équivalente entre biopsies AMR C4d+ et C4d-, suggérant des processus 

physiopathologiques similaires110. Par ailleurs, il apparait que la relation entre ces dépôts de 

C4d et la survie de greffon est modeste111, plaidant en faveur d’une spécificité faible des dépôts 

de C4d pour le diagnostic d’AMR. Au-delà des limites techniques limitant la sensibilité et la 
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spécificité du marquage C4d, la capacité variable des immunoglobulines IgG à fixer le C1q 

explique ces AMR C4d-106.  

  

Les rejets sans DSA sont aussi identifiés par les recommandations de Banff depuis 2015112. Il 

s’agit d’une situation fréquente pouvant représenter jusqu’à 50% des cas d’une cohorte, se 

traduisant le plus souvent par des lésions d’inflammation microvasculaire (MVI) sans DSA.  

Plusieurs situations peuvent être décrites pour expliquer ce phénotype (Figure 8) :  

 

Comme précédemment décrit, les tests d’identification des DSA anti-HLA présentent des 

limites.  

Deuxièmement, dans la plupart des centres, seuls les anticorps anti-HLA sont recherchés en 

pratique clinique, alors que le rôle des anticorps dirigés contre des antigènes mineurs sont de 

plus en plus décrits113. Certains de ces antigènes font l’objet d’études régulières, parfois 

contradictoires, comme les anticorps anti-récepteur de type 1 de l’angiotensine II ou encore les 

anticorps anti-récepteur de l’endothéline A. Néanmoins deux messages peuvent être dégagés : 

le nombre de polymorphismes nucléotidiques intéressant des protéines transmembranaires ou 

sécrétées est corrélé au risque de rejet, indépendamment d’un mismatch HLA114,115, et la 

réalisation de crossmatches endothéliaux utilisant des lignées cellulaires glomérulaires 

dépourvues de molécules HLA a permis de mettre en évidence une réactivité anti-endothéliale 

chez des receveurs présentant des épisodes de rejet sans DSA anti-HLA116.  

 

Troisièmement, l’implication des lymphocytes Naturel Killer (NK) dans l’AMR est en train 

d’être mieux définie117–119. D’une part, les lymphocytes NK sont recrutés via leur récepteur 

FcgR lors de la fixation d’une IgG sur l’endothélium du greffon, conduisant à leur activation. 

D’autre part, l’activation de ces lymphocytes par la perte de signal inhibiteur est de plus en plus 

décrite. En effet, l’équipe lyonnaise a montré que leurs cohortes de patients MVI+ DSA+ et 

MVI+ DSA- présentent une survie greffon similaire. Au sein du groupe MVI+ DSA-, des 

anticorps dirigés contre des antigènes mineurs ne sont identifiés que chez peu de patients, 

écartant cette hypothèse. Toujours au sein de ce groupe, il a pu être montré que la différence de 

répertoire KIR inhibiteurs (Killer-cell Immunoglobulin-like receptor) entre donneur et receveur 

des lymphocytes NK était corrélée à l’incidence de lésions MVI120. En s’appuyant sur différents 

modèles murins, cette équipe a pu montrer que cette différence de répertoire KIR entre donneur 

et receveur implique une absence d’allo-reconnaissance molécules HLA de classe I du par les 

KIR du receveur. Ce « missing-self » induit la perte d’inhibition des lymphocytes NK du 



 29 

receveur121, conduisant à des lésions endothéliales de rejet humoral. Ces résultats sont en cours 

de validation in vivo.  

 

A ce jour, il n’y a que peu d’études dichotomisant ces situations et permettant d’étudier leur 

influence précise sur les caractéristiques diagnostiques et pronostiques du rejet humoral. 

Néanmoins, au sein de la cohorte de Louvain récemment publiée, le tableau histologique global 

des AMR DSA- semble être proche de celui des AMR DSA+ hormis une intensité des dépôts 

de C4d moindre122. Le pronostic global de ces AMR DSA- est variable selon les études, en 

gardant à l’esprit que cette catégorie diagnostique englobe différents phénotypes aux voies 

physiopathologiques et à l’évolution diverses. 

 

 

Figure 8 : mécanismes pouvant expliquer les lésions d'inflammation microvasculaire. Figure 

d'après Lebraud123. 

1.4.2 Diagnostic du rejet humoral 

Le gold-standard actuel pour le diagnostic du rejet reste l’évaluation anatomopathologie de la 

biopsie du greffon associées à la recherche de DSA. Cette évaluation du parenchyme rénale 

permet d’établir un diagnostic et d’apporter des informations quant au pronostic124 de ces 

lésions. 
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La définition de ces lésions et de ces catégories a été progressive. En effet, depuis 1991, un 

ensemble d’anatomopathologistes, de cliniciens et d’immunologistes se réunit tous les 2 ans 

afin de résumer les avancées récentes en néphropathologie de la transplantation et de les intégrer 

au sein des recommandations de Banff. A l’origine, ces recommandations avaient pour but de 

standardiser la nomenclature et les critères diagnostiques du rejet afin d’homogénéiser les 

pratiques internationales, de faciliter les essais cliniques multicentrique et donc d’améliorer la 

prise en charge diagnostique et thérapeutique des patients.  

A ce jour, les recommandations de Banff reconnaissent 15 types de lésions parenchymateuses 

scorée de manière semi-quantitative de 0 à 3, et plusieurs paramètres additionnels tels que la 

microangiopathie thrombotique, la nécrose tubulaire aiguë, ou les inclusions virales125.  

 

Une fois ces lésions et paramètres évalués, ils sont interprétés selon les recommandations de 

Banff126 et intégrés en catégories diagnostiques, actuellement au nombre 6 : 1-biopsies 

normales ou changements aspécifiques, 2- changements humoraux, 3- borderline pour un rejet 

cellulaire, 4- rejet cellulaire, 5- néphropathie à BK virus, 6- autre127.  

A ce jour, et en l’attente de la publication des recommandations de Banff 2022, les critères du 

rejet humoral les suivants (Tableau 2) : 
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Tableau 2 : Catégories diagnostiques d'après les recommandations de Banff 2019. Figure issue 

de la publication127.  
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1.4.3 Limites du diagnostic histologique du rejet humoral et de la 

classification de Banff 

Comme tout examen, l’évaluation histologique souffre de limites reconnues. 

Une première catégorie de ces limites comporte les aspects techniques de la biopsie : biais 

d’échantillonnage, impossibilité d’effectuer sur un même niveau de coupe différentes 

colorations ou encore hétérogénéité tissulaire (cortex/médulla). 

 

Ensuite, l’évaluation des lésions est exposée à plusieurs problématiques. Tout d’abord, Furness 

et al. ont montré que certains évaluateurs vont systématiquement sur- ou sous-coter une lésion 

par rapport à un panel d’expert de référence et qu’il existe une variabilité intra-individuelle de 

quotation de lésion sur une même lame évaluée plusieurs fois dans le temps, ainsi qu’une forte 

variabilité inter-individuelle128,129.  Ensuite, certaines lésions sont peu spécifiques, pouvant être 

partagées entre plusieurs étiologies parfois opposées (par exemple des lésions d’artérites 

pouvant être observées en cas de rejet humoral ou cellulaire, et des lésions de tubulite en cas de 

néphropathie virale ou de rejet cellulaire)130. De plus, le scoring semi-quantitatif ne reflète 

qu’imparfaitement le caractère graduel des lésions observées. 

 

Un autre pan de ces limites concerne la classification de Banff en elle-même. Depuis 1991, 30 

réunions ont eu lieu, aboutissant à 9 changements de la classification de Banff, dont 3 

changements mineurs. Alors que les recommandations visent à simplifier la prise en charge 

diagnostique de ces patients, ces changements itératifs peuvent être critiqués du fait de 

l’inconstance qu’ils induisent (changement de catégorie d’une même biopsie selon l’année de 

la classification utilisée), en particulier pour les essais thérapeutiques, et de la difficulté à les 

appréhender par un utilisateur.  

Concernant le premier point, dans le cadre du rejet humoral, plusieurs changements ont eu lieu 

depuis 2001, en particulier en 2013 et 2017 avec l’intégration des données moléculaires et la 

suppression de la catégorie « suspicion de rejet humoral » (Tableau 3).  
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 2003 2013 2017 

Critère 1 : 

lésions 
histologiques 
aiguës 

- capillarite péritubulaire > 0 
ou glomérulite > 0 
- artérite définie par des 
lésions v = 3 
- Microangiopathie 
thrombotique 
- Nécrose tubulaire aiguë 

- pour être validé, le critère de 
glomérulite doit être présent en 
l’absence de récurrence de 
glomérulopathie 
- abaissement du seuil 
d’artérite v > 0 

- pour être validé, le critère de 
capillarite péritubulaire doit 
être présent sans lésions de 
rejet cellulaire ou borderline ou 
d’infection 

Critère 2 : 
Preuve d’une 
interaction 
récente avec 
l’endothélium  

- dépôts de C4d - Abaissement du seuil de 
positivité du C4d 
- Introduction du score 
d’inflammation 
microvasculaire g + cpt 
- Introduction des transcrits 
endothéliaux 

- élargissement à tous les 
transcrits associés au rejet 

Critère 3 : 
Présence d’un 
anticorps 
dirigé contre le 
greffon 

- présence d’un DSA  - dépôts de C4d peuvent se 
substituer à ce critère 
- biologie moléculaire peut se 
substituer à ce critère 

Particularité 

de la 

classification 

- En cas de positivité de 2 
critères sur 3, la biopsie est 
classée « suspicion de rejet 
humoral » 

- Introduction des AMR sans 
dépôts de C4d 
 

- Suppression de la catégorie 
suspicion de rejet humoral 
- Introduction des AMR sans 
DSA. 

Tableau 3 : évolution des critères de Banff pour le diagnostic de rejet humoral. La colonne 

2003 reprend les critères diagnostics nécessaires. Les colonnes 2013 et 2017 ne reprennent 

que les modifications par rapport à la recommandation antérieure. AMR : antibody mediated 

rejection. DSA : donor-specific antibody. 

Une étude de Callemeyn et al. a évalué l’impact de ces modifications sur le diagnostic du rejet 

humoral131. Au-delà du nombre de biopsies changeant de catégorie diagnostique entre rejet 

humoral, suspicion de rejet humoral, ou absence de rejet, les auteurs pointaient les différences 

de pouvoir discriminant et de pronostic de ces différentes classifications. Ainsi, la classification 

de 2017, proche de celle de 2019, a augmenté le nombre de rejet humoraux diagnostiqués, mais 

ceux-ci sont associées à un moindre risque (hazard ratio) de perte de greffon.  

Ces modifications des recommandations s’accompagnent aussi de difficultés d’utilisation par 

les cliniciens et peuvent être une source d’erreur. A titre d’exemple, dans une étude récente 

visant à mettre en place une intégration automatisée des lésions histologiques dans des 

catégories diagnostiques du Banff, les auteurs montraient qu’une proportion importante des 

biopsies de greffon était mal classée, et que cette erreur de classification et donc in fine de 
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diagnostic, était due à une mauvaise interprétation des recommandations par l’évaluateur dans 

29% des cas et à une non-tenue à jour des changements de la classification dans 23% des cas132. 

Enfin, il faut souligner que les recommandations de Banff s’appuient sur des examens dont 

l’accessibilité peut être limitée (microscopie électronique, DSA non-HLA, biologie 

moléculaire). Les recommandations ne décrivant pas différents arbres diagnostiques selon la 

disponibilité ou non de ces examens dans un centre, le diagnostic final peut être erroné faute 

d’évaluation complète et systématique de la biopsie. 

 

1.4.4 Le diagnostic moléculaire du rejet humoral 

Les outils de diagnostic moléculaire en transplantation rénale se développent depuis les années 

2000. Ces outils technologiques donnent accès à une nouvelle strate d’informations pouvant 

être appliquée à la transplantation. En tête de file se placent les publications du groupe 

d’Alberta, s’appuyant sur des puces à ADN, et ayant conduit à la commercialisation d’un kit 

MMDx par l’entreprise Affymetrix (désormais ThermoFisher). Dans un second temps, les 

outils basés sur le dosage direct des ARNm sans étape d’amplification ont été développés par 

l’entreprise NanoString.   

Ces outils permettent de s’affranchir d’une partie des limites de l’évaluation histologique 

mentionnées précédemment. En effet, ces tests calibrés sont moins sujets à des variations intra-

ou inter-manipulateur, aux biais d’échantillonnage133 et peuvent permettre une évaluation 

précoce du tissu avant l’installation de lésions potentiellement irréversibles. Par ailleurs, les 

recommandations de Banff sont régulièrement réactualisées. Ceci peut mener à un changement 

de catégorie diagnostique d’une même biopsie au cours du temps, impactant ainsi la validité 

d’un essai clinique. Comparativement, les résultats bruts d’une évaluation moléculaire d’une 

biopsie restent inchangés.   

 

Faute d’autre gold-standard diagnostique, le phénotypage moléculaire est basé sur les 

catégories diagnostiques décrites par les recommandations de Banff. Un premier niveau de ce 

phénotypage a permis de décrire les grandes polarisations moléculaires de ces biopsies (Figure 

9). 

Concernant le rejet humoral, et en lien avec la physiopathologie précédemment décrite, les 

principales signatures moléculaires retrouvées sont celles de transcrits endothéliaux de la 

microcirculation rénale (ROBO4, PECAM…) et des lymphocytes NK (KLRD1…). On 

retrouve aussi les molécules en lien avec l’ADCC : granulysine et perforine, et des transcrits 

inductibles par l’interféron gamma. A noter qu’au sein du tissu rénal, les transcrits associés aux 
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lymphocytes B sont peu discriminants pour le rejet et sa classification entre humoral et 

cellulaire134. 

Dans le cadre du rejet cellulaire, les principaux transcrits sur-exprimés sont ceux de molécules 

associées aux cellules présentatrices d’antigènes (ADAMDEC1, CD68…), des molécules 

exprimées par des lymphocytes T effecteurs activés, ainsi que des marqueurs de cytotoxicité 

(PRF1…), et des molécules de costimulation (CTLA4…). Dans le cadre du rejet cellulaire, les 

marqueurs généraux de l’inflammation (CXCL11…) sont aussi plus exprimés 

comparativement au rejet humoral135.  

Enfin, une certaine proportion de transcrits vont être exprimés au cours d’un épisode de rejet, 

sans être spécifique d’un rejet humoral ou cellulaire. De plus, aucun gène n’a été encore 

identifié avec une sensibilité et spécificité suffisante pour permettre à lui seul de diagnostiquer 

et classer le rejet.  Aussi, il apparait que dans l’optique de mettre en place un test moléculaire 

diagnostic du rejet, le recours à un panel de gènes est nécessaire136.  

 

Après avoir identifié ces phénotypes, le diagnostic moléculaire a pu être appliqué à différentes 

situations du rejet humoral, aidant progressivement à mieux définir les entités du rejet137.  

En effet, en se limitant au rejet humoral, il a pu être mis en évidence des clusters moléculaires 

différents entre les rejets humoraux actifs et chronique-actifs138. De plus, il a été montré que le 

signal moléculaire de rejet humoral n’était pas corrélé à la présence de dépôt de C4d139,140. Plus 

récemment, Callemeyn et al. ont montré que la signature moléculaire du rejet humoral était 

indépendante de la présence d’un DSA anti-HLA141. Ces études plaident en faveur d’une 

signature moléculaire potentiellement universelle du rejet humoral liée aux lésions tissulaires 

elles-mêmes, et non à leurs effecteurs.  
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Figure 9 : signatures moléculaires des rejets humoraux et cellulaires. Figure d'après 

Halloran142. 

1.4.5 Applicabilité du diagnostic moléculaire en pratique clinique 

A ce jour, deux principaux tests sont disponibles.  

Le premier est le MMDx system, commercialisé par ThermoFisher. Il repose sur l’utilisation 

de puces à ADN permettant l’évaluation d’un panel de 19 462 gènes élaboré à partir des 

publications du groupe de PF Halloran. En pratique, ce test nécessite l’envoi de l’échantillon 

dans un laboratoire dédié pour une exploration et analyse centralisée.  
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Le second, plus récent, est basée sur le dosage quantitatif de l’ARNm, basé sur une technologie 

déployée par Nanostring. Conjointement avec le groupe de travail du diagnostic moléculaire du 

Banff « diagnostic moléculaire », un panel de 770 gènes a été identifiés et commercialisé : le 

B-HOT panel143.  

Malgré la disponibilité de ces deux outils, la littérature abondante sur le sujet, et l’intégration 

du diagnostic moléculaire dans les recommandations de Banff depuis 2013, celui reste peu usité 

en pratique clinique. En effet, moins de 10% des centres de transplantation rénale dans le monde 

ont recours au diagnostic moléculaire pour le diagnostic de rejet humoral144. Plusieurs éléments 

freinent cette diffusion.  

 

Sur un plan technique, les équipements médicaux requis sont couteux et peu disponibles sur le 

territoire. Concernant le MMDx, le coût estimé par échantillon s’élève à plus de $1000 et 

nécessite l’envoi de l’échantillon au laboratoire de référence. Pour le B-HOT panel, au-delà des 

coûts engendrés par l’acquisition et l’entretien de ce matériel (environ 150 000€ HT pour un 

nCounter Nanostring), le prix par échantillon analysé n’est pas compatible avec la pratique 

courante. Pour le B-HOT panel du Nanostring, le coût théorique par échantillon est de 290€, 

mais uniquement des plaques de 12 puits sont actuellement commercialisées au prix d’environ 

3550€. 

 

Concernant l’interprétation des données, ces deux tests fournissent des résultats pour plus de 

770 transcrits. Pour une biopsie donnée, le MMDx fournit un compte-rendu reprenant de 

manière systématique les catégories diagnostiques prédéfinies par le fournisseur. Pour chacune 

de ces catégories, la probabilité que la biopsie y corresponde est fournie (Figure 10). 
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Figure 10 : compte-rendu fourni par le MMDx. Figure d'après Halloran137. 

Pour le B-HOT panel, qui est recommandé actuellement par le Banff afin de faciliter les 

collaborations internationales, il n’y a pas à ce jour de guide quant à son interprétation. Aussi, 

les examens basés sur la technologie Nanostring nécessitent une expertise, non seulement de 

gestion des données, mais aussi d’interprétation.  

Quelle que soit la technologie, un panel plus restreint de gènes serait associé à un moindre coût. 

Néanmoins, le nombre exact de gènes requis au sein d’un panel pour permettre d’obtenir des 

performances diagnostiques ayant une significativité clinique est encore inconnu.  

 

Enfin, bien que de larges cohortes aient été explorées via ces outils moléculaires, permettant de 

définir des phénotypes moléculaires associés à des diagnostics histologiques, la place précise 

de ces outils en pratique clinique est encore inconnue. Ceci soulève plusieurs questions : quelles 

sont les indications cliniques à réaliser un examen moléculaire ? Combien de patients sont 

concernés par ces indications ? Quel est l’impact d’un examen moléculaire sur la prise en 

diagnostique (reclassification de biopsies) ou sur la prise en charge thérapeutique du 

patient (décision ou non de traitement, type de traitement) ? Comment interpréter les cas où 

l’examen histologique et l’examen moléculaire sont discordants ?  
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2 Objectif général 

En transplantation rénale, la principale étiologie de perte de greffon est le rejet humoral. 

 

L’évaluation principale du risque de rejet humoral repose sur la mise en évidence d’anticorps 

anti-HLA dirigés contre le greffon. Or, la valeur prédictive de ces anticorps pour l’incidence et 

le pronostic du rejet est faible, du fait d’une pathogénicité variable de ceux-ci. Ceci pourrait 

être expliqué par les caractéristiques des cellules les sécrétants. En effet en pathologies 

infectieuses, il a été montré que les lymphocytes B mémoires, cellules responsables du maintien 

du pool de cellules sécrétrices d’anticorps, sont hétérogènes en termes de phénotypes et de 

fonctions. Cette hétérogénéité pourrait être un facteur explicatif de la pathogénicité variable des 

anticorps sécrétés. Aussi, l’objectif de cette première partie de thèse était de caractériser 

l’hétérogénéité des lymphocytes B mémoires HLA-spécifiques en transplantation rénale.  

 

Le diagnostic du rejet de greffe rénale repose sur l’évaluation histologique du tissu rénal. Ce 

gold-standard souffre pourtant de nombreuses limites, auxquelles le diagnostic moléculaire 

pourrait palier. Pourtant, l’outil moléculaire est sous-utilisé en pratique clinique. L’objectif de 

la deuxième partie de cette thèse était de développer et valider un test moléculaire revêtant des 

caractéristiques compatibles à une implémentation en pratique clinique. 

 

L’objectif général de cette thèse était donc d’une part d’améliorer la connaissance des 

lymphocytes B mémoires allo-réactifs, ce qui pourrait participer à une meilleure stratification 

du risque de rejet de greffe, et d’autre part à améliorer les modalités diagnostiques du rejet de 

greffe, en particulier le rejet humoral.  

 

Chronologiquement, le début de la période de thèse (2020-2022) a été dédié au diagnostic 

moléculaire du rejet de greffe et à la préparation de l’étude des lymphocytes B mémoires HLA-

spécifique, dont les manipulations ont été effectuées en deuxième partie de thèse (2022-2023). 

Du fait du délai nécessaire à l’analyse bio-informatique des données générées, les résultats 

finaux de cette partie de thèse ne sont pas encore disponibles. 
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3 Diagnostic moléculaire du rejet de greffe rénale  

3.1 Introduction et objectifs 

L’objectif de cette partie de thèse était de développer et valider un test moléculaire revêtant des 

caractéristiques compatibles à une implémentation en pratique clinique. 

 

Le premier article de cette thèse est consacré au développement d’un tel test à l’aide d’une 

technique simple, reproductible et peu onéreuse. 

Un panel restreint de gènes permettant de diagnostiquer le rejet et le classer entre rejet cellulaire 

et rejet humoral a été mis au point et validé dans une cohorte de 220 biopsies. Un modèle de 

classification a été développé et validé, permettant une interprétation automatisée des résultats. 

 

Cet outil moléculaire ensuite a été appliqué à d’autres situations cliniques afin d’évaluer sa 

pertinence et sa validité externe. 

Le deuxième article de cette thèse est donc consacré à l’application de cet outil aux biopsies 

présentant un tableau incomplet de rejet humoral. Ces biopsies ne présentaient pas les critères 

histologiques d’un rejet humoral et donc n’ont pas été diagnostiquées en tant que tel. 

Néanmoins, leur évaluation était incomplète puisque l’outil moléculaire recommandé par le 

Banff n’était pas disponible. L’étude réalisée réévalue ces biopsies à la faveur des 

recommandations de Banff 2019 et de l’outil de diagnostic moléculaire précédemment 

développé. 

 

Enfin, une illustration d’utilisation de cet outil chez une patiente à haut risque immunologique 

chez qui il aurait permis un diagnostic précoce du rejet est proposée en annexe. 
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3.2 Premier article: A Simple Molecular Tool for the Assessment of Kidney 

Transplant Biopsie 

 

Cet article a été récompensé par le prix « CJASN Trainee of the year 2023, 2nd place » 

 

Graphical abstract: 
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Original Article

A Simple Molecular Tool for the Assessment of Kidney
Transplant Biopsies
Tristan de Nattes,1,2,3 Jack Beadle ,3 Frederic Toulza,3 Edvin Candon,1 Philippe Ruminy,4 Arnaud François,5

Dominique Bertrand,1 Dominique Guerrot ,1 Fanny Drieux,4,5 Candice Roufosse,3 and Sophie Candon 2

Abstract
Background The Banff Classification for Allograft Pathology recommendations for the diagnosis of kidney
transplant rejection includes molecular assessment of the transplant biopsy. However, implementation of
molecular tools in clinical practice is still limited, partly due to the required expertise and financial
investment. The reverse transcriptase multiplex ligation-dependent probe amplification (RT-MLPA) assay
is a simple, rapid, and inexpensive assay that permits simultaneous evaluation of a restricted gene panel
using paraffin-embedded tissue blocks. The aim of this study was to develop and validate a RT-MLPA
assay for diagnosis and classification of rejection.

Methods A retrospective cohort of 220 kidney transplant biopsies from two centers, which included 52
antibody-mediated rejection, 51 T-cell–mediated rejection, and 117 no-rejection controls, was assessed. A
17-gene panel was identified on the basis of relevant pathophysiological pathways. A support vector
machine classifier was developed. A subset of 109 biopsies was also assessed using the Nanostring Banff
Human Organ Transplant panel to compare the two assays.

ResultsThe support vector machine classifier train and test accuracy scores were 0.84 and 0.83, respectively.
In the test cohort, the F1 score for antibody-mediated rejection, T-cell–mediated rejection, and control were
0.88, 0.86, and 0.69, respectively. Using receiver-operating characteristic curves, the area under the curve
for class predictions was 0.96, 0.89, and 0.91, respectively, with a weighted average at 0.94. Classifiers’
performances were highest for antibody-mediated rejection diagnosis with 94% correct predictions,
compared with 88% correct predictions for control biopsies and 60% for T-cell–mediated rejection biopsies.
Gene expression levels assessed by RT-MLPA and Nanostring were correlated: r 5 0.68, P , 0.001.
Equivalent gene expression profiles were obtained with both assays in 81% of the samples.

ConclusionsThe 17-gene panel RT-MLPA assay, developed here for formalin-fixed paraffin-embedded kidney
transplant biopsies, classified kidney transplant rejection with an overall accurate prediction ratio of 0.83.

CJASN 18: 499–509, 2023. doi: https://doi.org/10.2215/CJN.0000000000000100

Introduction
Kidney transplantation rejection is a major cause of
allograft dysfunction and graft loss.1 To diagnose
rejection, histological assessment of a kidney trans-
plant biopsy according to Banff guidelines remains the
standard of care. However, it suffers from several
limitations, such as high interobserver variability, sam-
ple bias in the case of focal disease, lack of sensitivity
and/or specificity of some criteria (e.g., arteritis), and
semiquantitative scoring.2

In addition to the histological assessment of kidney
transplant biopsies, molecular phenotyping has
emerged, providing a better understanding of the
pathophysiological process responsible for rejection.3,4

Progressively, molecular tools, essentially microarray5

(Affymetrix) and mRNA quantification6,7 (Nanostring),
have been refined to be used in clinical practice. The
Banff consortium has identified genes of interest for
molecular testing and recognized the validity of these

molecular tools8–10 as an adjunct to histological di-
agnosis. A validated gene expression signature can
now fulfill the second criterion of antibody-mediated
rejection—“evidence of current/recent antibody inter-
action with vascular endothelium”9—or substitute the
presence of donor-specific antibodies (DSAs) in the
third criterion of antibody-mediated rejection.
Despite the clear interest of these molecular tools,

their implementation in clinical practice is still limited,
which can be explained by several factors.11 First, the
proposed technologies require a financial investment,
both because of equipment-related expenses and
reagents required for sample processing: around
$275 per sample for the 770-gene Nanostring Banff
Human Organ Transplant (B-HOT) panel and around
$2000 per sample for DNA microarrays.10 Second,
these technologies are based on the simultaneous anal-
ysis of several hundred genes, which requires expertise
for data processing and interpretation. Third, although
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Transplant Unit,
Rouen University
Hospital, Rouen,
France
2Univ Rouen
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3Department of
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lists of genes of interest have been identified, there are, to
date, no guidelines for conducting and interpreting these
molecular tests.
Considering these limitations, the aim of this study was to

develop and validate a molecular assay that could be easily
implemented in kidney transplant centers for diagnosis and
classification of rejection. We used a reverse transcriptase
multiplex ligation-dependent probe amplification (RT-MLPA)
assay, which enables the simultaneous evaluation of a panel
of approximately 20 genes. This simple, rapid, and inexpen-
sive (reagent-related expenses estimated at 15–20€) assay
requires a capillary sequencer for fragment-size analysis and
can be performed with the same formalin-fixed paraffin-
embedded tissue block used for light microscopy examina-
tion.We selected and validated a gene panel and proposed an
open access online tool enabling automatized interpretation
of results.

Methods
Study Population
Kidney transplant biopsies were randomly selected

among the Rouen University Hospital pathology database
and from biopsies from the Imperial College Healthcare
National Health Service Trust database with previous RNA
extraction.7,12,13 These databases included biopsies per-
formed between 2010 and 2020. Biopsies were classified
according to the Banff 2019 classification without consid-
ering the molecular biology criterion.9 For the diagnosis of
active antibody-mediated rejection, these three criteria
were required: (1) histologic evidence of acute tissue injury,
defined by microvascular inflammation (g.0 and/or
ptc.0) in the absence of glomerulonephritis or arteritis
or acute thrombotic microangiopathy in the absence of any
other cause; (2) linear C4d staining .1 by immunofluores-
cence or .0 by immunohistochemistry or microvascular
inflammation defined by [g1ptc] $2; and (3) serologic
evidence of DSA or C4d staining. For the diagnosis of
chronic active antibody-mediated rejection, criterion 1
was replaced by transplant glomerulopathy (cg.0) with
no evidence of chronic thrombotic microangiopathy or
glomerulonephritis, with the same criteria as active
antibody-mediated rejection for criteria 2 and 3. Acute
T-cell–mediated rejection was defined by interstitial
inflammation involving .25% of nonsclerotic cortical
parenchyma (i.1) with tubulitis (t.1) or arteritis (v$1).
Other no-rejection biopsies were defined as controls,
including protocol and indication biopsies with decreased
graft function, to avoid limited challenge bias. The
exclusion criteria were as follows: unknown DSA status,
biopsies from ABO incompatible kidney transplant,
biopsies classified as C4d without evidence of rejection,
borderline for T-cell–mediated rejection, or mixed rejec-
tion. Considering the shared phenotype between BK virus
nephropathy and T-cell–mediated rejection, biopsies with
an intrarenal polyomavirus load level of .0% were
also excluded.

Data Collection
Clinical and biological data were retrospectively collected.

In both centers, DSA was monitored once a year and at the
time of biopsy, if required, with Labscreen mixed beads as

the screening test and Labscreen single antigen beads for
identification (One Lambda, CA). The threshold for positivity
was a mean fluorescence intensity more than 500.

RNA Extraction
In both centers, kidney transplant biopsies were collected

with an 18-gauge spring-loaded needle. Paraffin blocks
were stored at room temperature according to local
practices. For each biopsy, four to six consecutive 20-mm
sections were cut and stored at room temperature until
RNA extraction. Manual extraction was performed using
deparaffinization (#19093) and a RNeasy formalin-fixed
paraffin-embedded (#73504) kit from Qiagen (Hilden,
Germany), according to the supplier protocol. RNA con-
centration and quality were assessed with the NanoDrop
2000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Wal-
tham, MA). Extracted RNA was stored at 280°C until the
RT-MLPA assay.
For the French samples, 84 paraffin blocks were selected

and successfully extracted. Mean RNA concentration was
41.4637.1 ng/ml with a 260/280 ratio 5 1.960.3. The
molecular assessment failed in six of 84 samples (7%). One
hundred fifty-six UK samples were selected, with a mean
RNA concentration of 54.1640.5 ng/ml and a 260/280
ratio 5 2.060.1. The RT-MLPA assay succeeded in 142
(91%) of them.

RT-MLPA Assay
To develop the RT-MLPA assay, only the French biopsies

were used. Probes against genes of interest were designed
across exon-exon boundaries to avoid any unwanted
amplifications of genomic DNA. All 59 gene-probes, com-
plementary to the first exon of interest, included at their 59
end a sequence complementary to a universal primer U1
(GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGA) followed by a
gene-specific sequence. All 39 gene-probes, complementary
to the second exon of interest, included a phosphorylated 59
end allowing ligation to the corresponding 59 probe, then a
gene-specific sequence, and a sequence complementary to a
universal primer U2 (TCCAACCCTTAGGGAACCC) at their
39 end. Between universal and gene-specific sequences,
spacers (repeated TAC sequences) were inserted to allow
separation and identification of PCR products according to
their size. All probes were obtained from Eurogentec (Sera-
ing, Belgium). Sequences of the probes used in the 17-gene
panel are reported in Supplemental Table 1.
The RT-MLPA is a multiplex semiquantitative assay. The

protocol for RT-MLPA, adapted from Mareschal et al.,13 is
described in Supplemental Methods. To minimize RNA
quantity bias, all expression values are divided by the mean
of all genes measured in the sample, and the base 2
logarithms of these ratios plus 1 are used as normalized
expression values.13,14 A Z-score normalization (mean
0 and variance 1) was also applied to all datasets to enable
gene expression comparison. Free web interfaces were
developed to facilitate data processing (http://92.222.23.
215/RTMLPA/index.php?p5signin) and interpretation
(https://kidney-transplant-classifier.herokuapp.com/).
This software also provides graphical representation of
gene expression from the raw fragment analyzer
files (.fsa).

500 CJASN
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Nanostring Assay
In addition to RT-MLPA, RNA from 109 of the UK biopsies

was also assessed using Nanostring nCounter (NanoString
Technologies, Seattle, WA) with the Banff Human Organ
Transplant panel (B-HOT panel),10 which contains 758
literature-derived genes of interest,6,12,13,16 12 internal refer-
ence genes, and 14 synthetic positive and negative controls.
RNA was extracted according to the methods described
above. The protocol for the Nanostring assay is described in
Supplemental Methods.
Absolute expression levels of genes used in the RT-

MLPA 17-gene panel were extracted from the Nanostring
data. To enable Nanostring to RT-MLPA data comparison,
absolute expression values were normalized using the
same method described above.

Biopsy Classifier
To assign each biopsy into one of the three diagnosis

categories, a support vector machine classifier was de-
veloped. The cohort was split between a training cohort
(70% of the cohort) and a validation cohort (30%) with a
stratification on the diagnosis category. Random oversam-
pling was performed to compensate minority classes. To
report classifier’s performances, the following scores were
used: the precision score, which is the ratio of correctly
predicted samples (true positive) to all predicted samples
(true and false positives); the recall score (i.e., sensitivity),
which is the ratio of correctly predicted samples (true
positive) to all samples in the class (true positive and false
negative); and the specificity score, which is the ratio of true
negative to true negative and false positive. F1 score, which
is the harmonic mean of precision and recall scores, and
accuracy, defined as the ratio of accurate predictions, were
also used. Weighted average scores were calculated by
taking into account the proportion of each diagnosis class.

Statistical Analyses
Quantitative data are presented with median [25th–75th

percentiles] or mean 6 SD according to their distribution.
Qualitative data are presented with number of patients and
percentages. The Student test, Mann–Whitney U test, and
Kruskal–Wallis test were used for continuous variables.
Fisher or chi-square tests were used for categorical vari-
ables, depending on sample sizes. Correlations were tested
with the Spearman rank correlation test. A two-sided
P value of ,0.05 was considered statistically significant.
Statistical analyses were conducted using GraphPad Prism
version 6.04, GraphPad Software, La Jolla, CA, and Python
programming language with SciPy, NumPy, and Pan-
das libraries.

Ethical Considerations
The clinical and research activities being reported are

consistent with the principles of the Declaration of Istan-
bul as outlined in the Declaration of Istanbul on Organ
Trafficking and Transplant Tourism. Biopsies collected
during the routine care of patients were used for secondary
research. Informed written consent for such secondary use
was obtained from all patients before biopsy. The study
was approved by the local institutional review board
(notice No. 474).

Results
Cohort Characteristics
We analyzed the kidney biopsies from 220 kidney trans-

plant recipients (Supplemental Figure 1), including 117 of 220
(53%) control biopsies, 52 of 220 (24%) antibody-mediated
rejection biopsies, and 51 of 220 (23%) T-cell–mediated
rejection biopsies. Control samples consisted of protocol
and indication biopsies with a wide spectrum of diagnosis: 51
of 117 (44%) were considered as normal or with acute tubular
necrosis, 38 of 117 (33%) biopsies showed tubulointerstitial
fibrosis, 12 of 117 (10%) showed glomerulonephritis, 11 of 117
(9%) showed other features, and five of 117 (4%) showed
microvascular inflammation (Supplemental Table 2). Clinical,
biological, and pathological characteristics of the whole
cohort and according to the diagnosis are reported in Table 1.
Owing to the multicentric nature of the cohort, some differ-
ences in clinical, biological, or histological features were
observed within each diagnosis group according to their
geographic origin (Supplemental Table 3).

Gene Panel
The RT-MLPA assay allows the simultaneous evaluation

of a panel up to 20 genes. On the basis of the knowledge of
pathways involved in the pathophysiology of rejection and
previously published data about molecular diagnosis in
kidney transplantation using Affymetrix and Nanostring,
30 genes of interest were selected.3,4,7,8,17–19 Six successive
gene panels were tested on the French samples to select the
most discriminant genes to identify antibody-mediated
rejection, T-cell–mediated rejection, or control biopsies.
Finally, a 17-gene panel was identified, including genes
significantly associated with at least one of these diagnoses
(Table 2). This panel included several pathophysiological
pathways: monocytes/macrophages-associated genes
(ADAMDEC1, CCL18, CD68), endothelial-associated
genes (CAV1, PECAM, PLA1A, ROBO4), T-cell–associated
transcripts (CTLA4, IFNG, PRF1), NK-cell–associated tran-
scripts (CCL4, FCGR3, GNLY, KLRD1), B-cell–related
transcripts (CD72), and inflammation-related transcripts
(CARD16, CXCL11).

Biopsy Classification
Unsupervised hierarchical analysis of gene expression

levels is shown in Supplemental Figure 2. Normalized
principal components analysis (PCA) representation in 3D
showing variance scores of 28%, 14%, and 11% is repre-
sented in Figure 1.
Considering the effect of DSA for the diagnosis of

antibody-mediated rejection and to provide a molecular
tool that reflects daily clinical practice, support vector
machine classifiers were based on gene expression values
and DSA presence or absence on the closest serum to the
biopsy. Support vector machine classifiers were randomly
generated on the basis of a 70%/30% split of the entire
cohort. Among these classifiers, one was randomly se-
lected. Its train score accuracy was 0.84, and its test score
accuracy was 0.83. To assess the influence of the initial
70%/30% split on the selected classifier, 500 random splits
were performed to recalculate train/test scores. Scores of
this selected classifier according to these random splits
followed a Gaussian distribution (Supplemental Figure 3)
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Table 1. Characteristics of selected kidney transplant patients whose kidney biopsies were analyzed at Rouen University Hospital
(Rouen, France) or Imperial College Healthcare National Health Service Trust (London, United Kingdom)

Characteristics
All Patients

N5220
AMR,
N552

TCMR,
N551

No Rejection,
N5117

Age at biopsy, yr 52 [40–61] 47 [42–57] 54 [42–61] 52 [40–62]
Female, n (%) 61 (28) 16 (31) 31 (61) 14 (12)
Cause of kidney failure, n (%)
Diabetes 43 (20) 5 (10) 12 (23) 26 (22)
Other glomerulonephritis 51 (23) 15 (29) 10 (20) 26 (22)
Nephrosclerosis 13 (6) 8 (15) 3 (6) 2 (2)
Cystic kidney disease 24 (11) 5 (10) 5 (10) 14 (12)
Tubulointerstitial or uropathy 25 (11) 9 (17) 6 (12) 10 (9)
Other 10 (5) 0 1 (2) 9 (8)
Unknown 54 (25) 10 (19) 14 (27) 30 (26)

Prior solid organ transplantation, n (%) 34 (15) 12 (23) 10 (20) 12 (10)
Living donor, n (%) 53 (24) 12 (23) 10 (20) 31 (27)
Mismatch HLA
A 1.260.7 1.260.7 1.260.7 1.260.7
B 1.360.7 1.460.7 1.560.6 1.260.7
DR 1.160.7 1.260.8 1.260.7 1.060.7

DSA at transplant
Class I 23 (11) 10 (19) 5 (10) 8 (7)
MFI of immunodominant anti-class I 182063030 490066223 6406156 9506218
Class II 23 (11) 13 (25) 5 (10) 5 (4)
MFI of immunodominant anti-class II 274864402 667566333 620684 10106173

Induction therapy, n (%)
Antithymocyte globulin 28 (13) 15 (29) 10 (20) 3 (3)
Basiliximab 57 (26) 14 (27) 15 (29) 28 (24)
Alemtuzumab 135 (61) 23 (44) 26 (51) 86 (74)

Maintenance immunosuppressive therapy, n (%)
Belatacept and antiproliferative 9 (4) 2 (4) 6 (12) 1 (1)
Belatacept alone 1 (0.5) 0 1 (2) 0
CNI and antiproliferative 107 (49) 36 (69) 27 (53) 44 (38)
CNI alone 86 (39) 13 (25) 17 (33) 56 (48)
CNI and mTORi 13 (6) 1 (2) 0 12 (10)
mTORi and antiproliferative 4 (2) 0 0 4 (3)
Corticosteroids 152 (69) 36 (69) 33 (65) 83 (71)

Time from kidney transplantation to biopsy, mo 13 [2–55] 40 [7–113] 9 [4–16] 11 [1–61]
Indication biopsy 212 (96) 52 (100) 50 (98) 110 (94)
Donor-specific antibodies at biopsy
Class I, n (%) 20 (9) 14 (27) 2 (4) 4 (3)
MFI of immunodominant anti-class I 447464368 423464323 400064808 555065495
Class II, n (%) 49 (22) 37 (71) 4 (8) 8 (7)
MFI of immunodominant anti-class II 715965794 835265950 366864475 338862961

Plasma creatinine at biopsy, mg/dl, mmol/L 2.762.0 2.161.0 4.063.0 2.361.4
Proteinuria at biopsy, g/g of creatininuria 0.861.3 1.061.6 0.760.7 0.761.4
Banff score
cg 0.460.9 1.261.3 0.160.2 0.160.5
ci 1.060.9 1.260.8 0.860.8 1.061.0
ct 1.060.9 1.160.8 1.060.8 1.060.9
cv 1.361.0 1.360.9 1.160.9 1.361.0
ptc 0.660.9 1.460.8 0.360.6 0.160.3
t 0.761.1 0.260.5 2.360.7 0.160.4
i 0.761.1 0.360.7 2.160.6 0.060.1
g 0.560.9 1.860.9 0.160.4 0.160.3
ah 0.961.1 1.261.3 0.460.6 1.061.2
v 0.160.4 0.160.4 0.360.7 0.060.0
ti 0.961.0 0.960.9 2.160.7 0.560.7
iIFTA 0.961.1 1.061.1 1.661.2 0.160.4
g1ptc 1.061.5 3.161.3 0.560.7 0.260.5
i1t 1.262.0 0.560.9 4.361.4 0.160.5
ci1ct 2.061.7 2.361.6 1.661.5 2.061.8
cv1ah 2.161.7 2.461.5 1.361.2 2.361.7
C4d 0.460.8 1.361.0 0.260.5 0.060.0

Results are expressed by mean 6 SD or median [25th–75th percentiles]. P values refer to t tests performed between the three
diagnostic categories. Among antibody-mediated rejection samples, mean [i1t] Banff score was 0.5 1/2 0.9. Indeed, 15/52 (29%)
samples presented an isolated i or isolated t lesion, not reaching criteria for T-cell mediated or borderline for T-cell rejection. Among
T-cell–mediated rejection samples, 17 of 51 (33%) presented a positive [g1ptc] score without reaching antibody-mediated rejection
criteria. AMR, antibody-mediated rejection; TCMR, T-cell–mediated rejection; DSA, donor-specific antibody; MFI, mean
fluorescence intensity; CNI, calcineurin inhibitors; mTORi, mammalian target of rapamycin inhibitors.
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with mean train and test scores at 0.8860.02 and
0.7760.05, respectively. To assess the generalization of
this model, a 15-fold cross-validation was performed
(Supplemental Figure 4): mean F1 score 5 0.7560.18,
precision score 5 0.7860.17, and recall score 5 0.7660.20.
In the test cohort, the F1 scores for antibody-mediated
rejection, T-cell–mediated rejection, and control were 0.88,
0.69, and 0.86, respectively. Altogether, the weighted F1
score of the test cohort was 0.83 (Figure 2).
Receiver-operating characteristic (ROC) curves were

also constructed to determine the area under the curve
(AUC) for each specific class versus the two others. AUC
for antibody-mediated rejection, T-cell–mediated rejection,
and control predictions were 0.96, 0.89, and 0.91, respec-
tively, with a weighted average at 0.94 (Supplemental
Figure 5).
In the test cohort, 60% of T-cell–mediated rejection

biopsies were correctly predicted, 33% as control, and
7% as antibody-mediated rejection. Among control biop-
sies, 88% were correctly predicted as control, 6% as
antibody-mediated rejection, and 6% as T-cell–mediated
rejection. For antibody-mediated rejection class prediction,
performances were higher: 94% of biopsies were correctly
predicted and 6%were predicted as control. Support vector
machine features’ importance for each diagnosis is depic-
ted in Supplemental Figure 6. Twenty samples were used to
test the influence of analytical variations between the two
centers on diagnosis prediction: All samples were assigned
to the same class in both centers (Supplemental Table 4).

Nanostring
Gene expression levels from the RT-MLPA assay were

compared with those from the Nanostring B-HOT panel.
Molecular profiles assessed by Nanostring were available
for 109 UK samples. Comparisons of clinical and biological
data of samples assessed or not by the Nanostring B-HOT

panel are reported in Supplemental Table 5. All 17 genes of
our panel assessed by Nanostring, but one (CCL4), were
differentially expressed in a statistically significant manner
between diagnostic groups (Table 3). The normalization
process used for RT-MLPA data was also applied to the
Nanostring data, which showed that relative gene expres-
sion levels were also statistically different between di-
agnosis groups (Supplemental Table 6).
Finally, gene expression levels assessed by these two

assays were compared. Nanostring-normalized gene ex-
pression profiles were comparable with those obtained
with the RT-MLPA assay (Figure 3). Normalized gene
expression levels correlated with an r coefficient of 0.68
(P , 0.001, Figure 4). Comparisons for each gene are
presented in Supplemental Table 7: A significant correla-
tion was observed for 11 of the 17 genes. Importantly,
in 81% of the 109 samples, a correlation in gene expres-
sion levels was observed with a P value of ,0.05
(Supplemental Figure 7). Although no Nanostring-based
classifier was built here, this suggests that both techniques
can be used with comparable results.

Discussion
In this study, we analyzed gene expression in formalin-fixed

paraffin-embedded kidney transplant biopsies using the RT-
MLPA assay. We identified a 17-gene panel for the diagnosis
and classification of rejection and validated a classifier.We also
provided an open access tool for data processing and in-
terpretation, allowing for replication of this assay in other
kidney transplantation centers. Finally, we compared these
results to data obtained using the Nanostring B-HOT panel.
The interest of the RT-MLPA assay has already been

shown in several fields, such as hemato-oncology and
inflammatory bowel diseases as well as molecular diagno-
sis of rejection in heart transplantation.20–23 It is a simple

Table 2. Relative gene expression values assessed by the RT-MLPA assay according to diagnosis group in the French samples

Gene
AMR
(N527)

TCMR
(N520)

Control
(N531)

P Value,
Kruskal–Wallis

t test

P Value, AMR
versus TCMR

P Value, AMR
versus Control

P Value, TCMR
versus Control

CARD16 0.5360.48 0.7760.77 1.1360.80 0.1 1.0 0.01a 0.3
CD72 0.7460.32 0.8560.40 0.7260.32 0.2 0.4 1.0 0.4
CD68 1.3360.28 1.5060.41 1.8760.34 ,0.001a 0.6 ,0.001a 0.002a

CCL4 1.3560.27 1.3060.28 1.0360.26 ,0.001a 1.0 ,0.001a 0.003a

CTLA4 0.2060.16 0.4260.34 0.1560.16 0.01a 0.3 0.7 0.01a

PLA1A 1.5060.24 0.9560.22 1.3860.34 ,0.001a ,0.001a 0.5 ,0.001a

ROBO4 0.7860.31 0.3760.25 0.7960.47 ,0.001a ,0.001a 1.0 0.002a

KLRD1 0.9560.28 0.9960.27 0.7960.38 0.03a 1.0 0.1 0.07
FCGR3 1.1260.37 1.4760.39 1.0460.41 0.004a 0.02a 1.0 0.005a

GNLY 0.9760.43 0.7460.25 0.6460.38 0.009a 0.3 0.007a 0.7
CXCL11 0.8260.42 0.8260.48 0.4560.34 0.002a 1.0 0.004a 0.02a

CCL18 0.3960.30 1.0360.65 0.3560.32 ,0.001a ,0.001a 1.0 ,0.001a

CAV1 1.1060.26 0.6360.34 1.0260.38 ,0.001a ,0.001a 1.0 ,0.001a

PECAM 1.8760.24 1.2760.35 1.9460.41 ,0.001a ,0.001a 1.0 ,0.001a

PRF1 1.1660.28 1.2560.35 0.8760.32 ,0.001a 1.0 0.006a ,0.001a

ADAMDEC1 0.1360.15 0.5860.49 0.0960.13 ,0.001a 0.003a 1.0 ,0.001a

IFNG 0.1860.12 0.3460.26 0.0960.10 ,0.001a 0.4 0.04a ,0.001a

RT-MLPA, reverse transcriptase multiplex ligation-dependent probe amplification; AMR, antibody-mediated rejection; TCMR,
T-cell–mediated rejection.
aValues P , 0.05.
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assay on the basis of fragment-size analysis, requiring a
capillary sequencer, available in a large majority of kidney
transplantation centers. As probes hybridize on a small length
of DNA (20–40 base pairs), the RT-MLPA assay allows testing
samples conserved in fixative solutions known to induce
some level of RNA degradation. We were thus able to use
formalin-fixed paraffin-embedded blocks in our study, with-
out the need for an extra kidney transplant biopsy core.24

Moreover, interpretation of the results from our restricted
gene panel did not require specific bioinformatic expertise,
and reagent-related expenses were low, estimated at 15–20€
per sample. Finally, the whole procedure from RNA extrac-
tion to results reporting could be performed in ,24 hours.
Altogether, this assay seems appropriate for its implementa-
tion in routine practice, providing clinicians with an appre-
hensible molecular tool.
The gene panel was chosen according to pathophysio-

logical data and previously published studies with PCR,
Affymetrix, or Nanostring.3,4 Several successive gene pan-
els were evaluated until the final 17-gene panel on the basis
of its ability to discriminate antibody-mediated rejection,
T-cell–mediated rejection, and no-rejection controls.

Because these genes were also present in the Nanostring
B-HOT panel,10 it was possible to compare the RT-MLPA
semiquantitative results to quantitative Nanostring counts
in a subcohort of patients. Although this subcohort showed
slight differences in Banff scores as compared with the rest
of the cohort, analyses on the basis of absolute quantifica-
tion of gene expression confirmed that the chosen gene
panel was discriminant using the two techniques. Molec-
ular profiles obtained with RT-MLPA or after normaliza-
tion of Nanostring data were also comparable, supporting
the relative quantification approach with RT-MLPA. How-
ever, no Nanostring-based classifier was built here because
Nanostring results were not available for the 220 samples
of the entire cohort. This 17-gene panel could certainly be
optimized with additional and/or more discriminant genes
identified during ongoing large multicentric molecular
studies.10 As data from RT-MLPA and Nanostring were
comparable here, one could expect that the final recom-
mended panel may be assessed by RT-MLPA with reliable
results. Of note, the RT-MLPA assay can process one
sample at a time, whereas the Nanostring assay is designed
for 12-sample runs. On the whole, a kidney transplantation

Figure 1. Principal component analysis shows variance scores of 28%, 14%, and 11% (PC1, PC2, and PC3, respectively). AMR, antibody-
mediated rejection; TCMR, T-cell–mediated rejection.
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center could acquire one of these techniques depending on
the available local facilities and number of biopsies and
molecular tests performed per year.

On the basis of a restricted 17-gene panel, wewere able to
build a classifier with a weighted average F1 score at 0.83
and amisclassified biopsy rate at 17% in the test cohort. The

Table 3. Absolute gene expression values assessed by the Nanostring B-HOT panel according to diagnosis group in the UK samples

Gene
AMR
(N524)

TCMR
(N56)

Control
(N579)

P Value,
Kruskal–Wallis

t test

P Value,
AMRversus

TCMR

P Value,
AMRversus

Control

P Value,
TCMRversus

Control

CARD16 79640 67621 43621 ,0.001a 0.99 ,0.001a ,0.001a

CD72 80641 58614 44631 ,0.001a 0.99 ,0.001a 0.04a

CD68 5786264 462684 4146223 ,0.001a 0.99 ,0.001a 0.2
CCL4 51651 38621 29622 0.1 0.99 0.2 0.7
CTLA4 49633 60640 26626 ,0.001a 0.99 ,0.001a 0.03a

PLA1A 2446119 78628 97643 ,0.001a ,0.001a ,0.001a 0.99
ROBO4 3416107 207641 273669 ,0.001a 0.001a 0.02a 0.06
KLRD1 47634 46619 30617 0.03a 0.99 0.2 0.2
FCGR3 5716381 3146167 1816202 ,0.001a 0.6 ,0.001a 0.06
GNLY 2556123 123650 78646 ,0.001a 0.3 ,0.001a 0.2
CXCL11 4346478 70639 756251 ,0.001a 0.04a ,0.001a 0.6
CCL18 55632 109663 42638 0.001a 0.3 0.06 0.006a

CAV1 2286112 1656158 177683 0.04a 0.08 0.2 0.6
PECAM 14646424 11846683 10596237 ,0.001a 0.04a 0.001a 0.99
PRF1 119643 83622 46629 ,0.001a 0.99 ,0.001a 0.01a

ADAMDEC1 22615 33611 15612 0.001a 0.1 0.1 0.003a

IFNG 27620 36612 21619 0.007a 0.2 0.3 0.01a

B-HOT, Banff Human Organ Transplant; AMR, antibody-mediated rejection; TCMR, T-cell–mediated rejection.
aValues P , 0.05.

Figure2. Support vector classifier (SVC) report and confusion matrix in train (upper panel) and test (lower panel) cohorts. The cohort was
randomly split into a training set (70% of the cohort) and validation set (30%), keeping identical proportions of each diagnosis category. For
each diagnosis, precision score is the ratio of correctly predicted samples (true positive) to all predicted samples (true and false positives).
Recall score (i.e., sensitivity) is the ratio of correctly predicted samples (true positive) to all samples in the class (true positive and false
negative). Specificity score is the ratio of true negative to true negative and false positive. F1 score is the harmonic mean of precision and
recall scores. Accuracy is the ratio of accurate predictions. Weighted average scores were calculated by taking into account the proportion
of each diagnosis class. In the test cohort, performances for TCMR were lower; however, 89% of control biopsies and 94% of antibody-
mediated rejection biopsies were correctly predicted. Altogether, the weighted F1 score of the test cohort was 0.83 and accuracy was 0.84.
In the confusion matrices, rows are true diagnoses and columns are diagnoses predicted by the classifier.
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Figure 3. Gene expression profiles obtained with the RT-MLPA and Nanostring assays were comparable. Results are expressed for each
gene as the mean (symbols) and SD (whiskers) of relative gene expression value in each diagnosis category after data normalization.
Profiles obtained using these two assays were comparable for most of the genes, leading to consistent molecular profiles. RT-MLPA, reverse
transcriptase multiplex ligation-dependent probe amplification.
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highest performances were observed for the antibody-
mediated rejection category. Indeed, in the test cohort, 94%
of antibody-mediated rejection biopsies were correctly
classified, and only 6% of control biopsies and 7% of
T-cell–mediated rejection biopsies were misclassified into
the antibody-mediated rejection category. Importantly,
graft function was similar in the antibody-mediated re-
jection and control groups as control biopsies were pre-
dominantly for-cause biopsies with altered graft function
and histology, which reflects the real-life situations and
emphasizes the potential clinical applicability of this
molecular tool. Consequently, the assay could be consid-
ered as a helpful tool in antibody-mediated rejection with
an incomplete phenotype or to substitute the Banff criterion
2 or 3 for antibody-mediated rejection. By contrast, clas-
sifier performances for T-cell–mediated rejection were
lower, with a high rate of T-cell–mediated rejection biopsies
misclassified as no rejection, exposing to the risk of not
treating a T-cell–mediated rejection. However, this should
be tempered by the fact that the classifier does not consider
clinical data or graft function. Indeed, T-cell–mediated
rejection often occurs in a particular clinical setting, for
example, decreased immunosuppression or treatment
switch likely associated with AKI, which affects interpre-
tation of pathological and molecular data. This underlines
that the molecular tool should be considered as a help
rather than a substitute to pathological tools.
Our study has some limitations. First, mixed rejections

were excluded. Indeed, because this category is not individ-
ualized in the Banff classification and there is to date no clear
molecular phenotype of mixed rejection,25–27 we selected
only well-defined outcomes to build the classifier. BK virus
nephropathy was also excluded because recent works
showed that the overlap of immune-related genes between
T-cell–mediated rejection and BK virus nephropathy ham-
pers their concomitant evaluation.28 Moreover, although
biopsies were selected in two different centers to develop
and validate the classifier on the basis of a random-split
strategy, our results could be strengthened by a higher

number of samples and a real-life prospective evaluation of
themodel predictive performances.29However, some level of
heterogeneity in our cohort, linked to the two-center re-
cruitment and likely reflecting the known variability in
histopathological evaluation,2,24 did not impair the general-
ization of the selected model. At last, this study was not
designed to analyze the effect of molecular diagnosis on
patient management and graft survival. Indeed, further
studies are needed to evaluate whether this assay could
afford early diagnosis of rejection and risk stratification and
assist clinicians in the treatment strategy, for example, in
patients with de novo DSA.
We developed a simple molecular tool on the basis of a

restricted gene panel that can be used on formalin-fixed
paraffin-embedded kidney transplant blocks in a routine-
compatible strategy. Moreover, we have provided an auto-
mated classifier, which enables rapid adoption of this tool by
other transplantation centers. Finally, we compared the
results obtained by the RT-MLPA assay with those obtained
with the Nanostring assay and showed that a gene panel can
be adapted from one of these techniques to the other.
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Supplemental method 

Gene panel: 

To prepare the mixed probes stock solution of the 17-gene panel, 2 µL of each probe (or probe 

+ competitor) (n = 34) at 10 µmol/L were mixed then half-diluted with 1x TE buffer. The 

working solution was obtained by diluting 0.4 µL x 34 = 13.6 µL of the stock solution with 500 

µL of RNA free water and completed with 1x TE buffer until 1000 µL. 

Two genes (CD68 and FcgR3) had a higher level of expression as compared to other genes in 

the panel, saturating the fluorescent signal in the capillary sequencer. To normalise these 

signals, competitor probes identical to 5’ probes, but without the universal primers, were added. 
For FcgR3, a 2:3 ratio was used for the probe and its competitor. For CD68, a 1:3 ratio was 

used. 

 

RT-MLPA assay protocol: 

For the reverse transcription step, 2 µL of RNA were incubated with 1 µL of 50 µM random 

hexamers and 1 µL of 10 mM dNTP, and heated at 65 °C for 5 minutes. Then 1.25 µL of 5X 

RT-MMLV Buffer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) and 0.5 µL of 

0.1 M DTT were added and incubated at 37 °C for 2 minutes to allow hybridisation of random 

hexamers. Finally, 0.5 µL of 200 U/µL RT-MMLV was added, and samples were incubated at 

25 °C for 10 minutes, 37 °C for 50 minutes then inactivated at 70 °C for 15 minutes.  

 

For the hybridisation step, 1.5 µL of MLPA buffer (MRC Holland, Amsterdam, Netherland) 

and 1.5 µL of probe mix were added to the 6.25 µL solution obtained at the RT step, heated at 

95 °C for 2 minutes, hybridised at 60 °C for 1 hour then stored at 54 °C.  

For the ligation step, a ligation mix was prepared with 25 µL of RNA-free water, 6 µL of ligase 

65-buffer, and 1 µL of Ligase 65 (MRC Holland, Amsterdam, Netherland). Importantly, due to 

the instability of hybridisation, adjunction of the ligation mix to the hybridisation product was 

performed at 54 °C. Incubation lasted 15 minutes at 54 °C, then ligase was inactivated at 98 °C 

for two minutes and the ligation product stored at 4 °C.  

 

For the PCR amplification, 4 µL of ligation product was added to 6 µL of PCR mix, composed 

by 0.2 µL of 10 mM dNTP, 0.5 µL of 10 µM primer U1, 0.5 µL of 10 µM FAM-labeled primer 

U2, 0.7 µL of RNA-free water, 2 µL of 5X Q5 buffer, 2 µL of 5X Q5 High GC Enhancer and 

0.1 µL of Q5 High Fidelity (New England BioLabs, Ipswich, Massachusetts, USA). The 

amplification was performed with an initial denaturation at 98 °C for 30 seconds, then 36 cycles 

(98 °C for 10 seconds, 58 °C for 30 seconds and 72 °C for 30 seconds), and a final extension at 

72 °C for 2 minutes before storage at 4 °C.  

 

For amplicons analysis, 1.5 µL of PCR product was mixed to 19 µL of formamide and 0.5 µL 

of Gene Scan 400HD ROX size standard (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, 

USA) and incubated at 95 °C for 5 minutes. Finally, this product was loaded on a 3500 Series 

Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, California, USA). Capillary 

electrophoresis settings were: Pre-Run Voltage 15 kV; Pre-Run Time 18 seconds; Injection 

Voltage 1 kV; Injection Time 10 seconds, Run Voltage 10 kV, Run Time 900 seconds.  
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Illustration of the MLPA assay: the universal primer sequence U1 and U2 of the 5’ and 3' probes respectively are depicted in 
blue. Exon-specific sequences are in red and orange (5’ probes) and in pink and brown (3’ probes). Spacer sequences are 
represented in green. Black arrows represent the PCR primer U1 and FAM-labelled primer U2. Amplicons obtained after 

multiplex PCR are loaded on a capillary sequencer and fluorescent amplicons are identified according to their size (left panel 

3). Data analysis software provides a representation of the intensity of each amplicon according to their size.  The right panel 

3 provides examples of molecular profiles: antibody mediated rejection (upper side) and no-rejection control (lower side). 

 

Nanostring assay protocol: 

A minimum of 100ng RNA was hybridised to capture and reporter probes for 18h at 65°C. 

Hybridisation complexes were purified, immobilized and counted using the nCounter Sprint 

Profiler (NanoString Technologies, United States). Quality control and normalisation of the raw 

gene expression counts was performed with nSolver Analysis Software version 4.0 (NanoString 

Technologies) with default parameters for quality control flagging. Each sample was 

normalised to the geometric mean of the positive controls followed by normalization to the 

geometric means of the 12 internal reference genes. Background subtraction was performed for 

each sample using the geometric mean of the negative controls. 
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7 

 

Supplemental table 2 

 French samples 

(N = 31) 

UK samples 

(N = 86) 

p-value 

Indication biopsies, n (%) 24 (77) 86 (100) < 0.001 

Plasma creatinine at biopsy, µmol/L 165 ± 88 247 ± 221 0.02 

Diagnosis, n (%) 

- Glomerulonephritis 

- Microvascular inflammation 

- Normal or acute tubular 

necrosis  

- Tubulointerstitial fibrosis 

- Other 

 

5 (16) 

5 (16) 

13 (42) 

 

1 (3) 

7 (23) 

 

7 (8) 

0 

38 (44) 

 

37 (43) 

4 (5) 

 

< 0.001 

 

Supplemental table 2: Spread of diagnoses in controls group. 
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Supplemental table 4 

 

Sample 

identification 

Profile’s coefficient 
of variation between 

centres (%) 

Predicted class in 

France 

Predicted class in the 

UK 

1 10.0 TCMR TCMR 

2 11.0 AMR AMR 

3 7.5 Control Control 

4 14.2 TCMR TCMR 

5 14.2 Control Control 

6 11.5 Control Control 

7 15.3 Control Control 

8 21.0 TCMR TCMR 

9 19.2 Control Control 

10 19.5 Control Control 

11 18.7 Control Control 

12 7.9 AMR AMR 

13 10.5 TCMR TCMR 

14 16.1 AMR AMR 

15 14.9 TCMR TCMR 

16 13.0 Control Control 

17 14.1 Control Control 

18 32.3 Control Control 

19 15.3 Control Control 

20 11.4 AMR AMR 

 

Supplemental table 4: Inter-laboratory reproducibility is shown for 20 samples tested independently in the 

two centres. An average coefficient of variation (CV) was calculated for each sample as the mean CV 

(100*standard deviation/mean) of normalized values observed for each gene in each centre.  CV for analytical 

repeatability was 13.2%, measured on 4 samples analysed 3 or 4 times. CV for inter-laboratory 

reproducibility was 14.9%. The average percentage of change in normalized gene expression values between 

laboratories was 35.4% ± 41.3% (mean, SD), with an average fold variation at 1.35 ± 0.41. 
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Supplemental table 6 

Gene Antibody 

mediated 

rejection  

(N = 24) 

T-cell mediated 

rejection  

(N = 6) 

Control 

(N = 79) 

p-value, 

Kruskal-

Wallis t-

test 

p-value, 

AMR 

Versus 

TCMR 

p-value,  

AMR 

Versus 

Control 

p-value, 

TCMR 

Versus 

Control 

CARD16 0.37 ± 0.15 0.45 ± 0.03 0.35 ± 0.12 0.03 0.048 0.99 0.02 

CD72 0.37 ± 0.12 0.41 ± 0.08 0.34 ± 0.10 0.2 0.99 0.99 0.4 

CD68 1.63 ± 0.28 1.85 ± 0.29 1.83 ± 0.29 0.006 0.2 0.006 0.99 

CCL4 0.25 ± 0.24 0.27 ± 0.15 0.24 ± 0.13 0.3 0.7 0.5 0.99 

CTLA4 0.24 ± 0.15 0.38 ± 0.18 0.21 ± 0.13 0.02 0.09 0.99 0.02 

PLA1A 0.91 ± 0.18 0.55 ± 0.24 0.70 ± 0.18 < 0.001 0.003 < 0.001 0.8 

ROBO4 1.19 ± 0.20 1.14 ± 0.36 1.48 ± 0.22 < 0.001 0.99 < 0.001 0.04 

KLRD1 0.28 ± 0.17 0.34 ± 0.17 0.25 ± 0.12 0.1 0.1 0.5 0.5 

FCGR3 1.53 ± 0.32 1.37 ± 0.29 1.02 ± 0.33 < 0.001 0.99 < 0.01 0.06 

GNLY 0.93 ± 0.27 0.75 ± 0.28 0.56 ± 0.20 < 0.001 0.7 < 0.001 0.3 

CXCL11 1.19 ± 0.39 0.48 ± 0.25 0.40 ± 0.29 < 0.001 0.01 < 0.001 0.99 

CCL18 0.27 ± 0.15 0.63 ± 0.21 0.32 ± 0.19 0.004 0.002 0.8 0.008 

CAV1 0.86 ± 0.25 0.81 ± 0.29 1.08 ± 0.31 0.001 0.99 0.004 0.08 

PECAM 2.68 ± 0.26 2.82 ± 0.21 2.98 ± 0.24 < 0.001 0.99 < 0.001 0.1 

PRF1 0.53 ± 0.11 0.56 ± 0.16 0.36 ± 0.13 < 0.001 0.99 < 0.001 0.02 

ADAMDEC1 0.11 ± 0.07 0.24 ± 0.05 0.13 ± 0.08 0.003 0.002 0.9 0.005 

IFNG 0.13 ± 0.07 0.26 ± 0.07 0.18 ± 0.13 0.01 0.01 0.3 0.1 

 

Supplemental table 6: Relative gene expression values assessed by the Nanostring B-HOT 

panel according to diagnosis group in the UK samples. To obtain relative expression values, 

absolute data were normalised as in the RT-MLPA assay: all expression values are divided by 

the mean of values of all genes measured in the sample, and the base 2 logarithms of these 

ratios plus 1 are used as normalized expression values. AMR: antibody mediated rejection. 

TCMR: T-cell mediated rejection. 
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Supplemental table 7 

 

All 

samples 

All 

samples 

 r value p value 

CARD16 0.06 0.5 

CD72 0.18 0.06 

CD68 0.46 < 0.001 

CCL4 0.22 0.03 

CTLA4 0.20 0.04 

PLA1A 0.43 < 0.001 

ROBO4 0.27 0.005 

KLRD1 0.06 0.5 

FCGR3 0.39 < 0.001 

GNLY 0.59 < 0.001 

CXCL11 0.38 < 0.001 

CCL18 0.18 0.07 

CAV1 0.61 < 0.001 

PECAM 0.44 < 0.001 

PRF1 0.60 <0.001 

ADAMDEC1 -0.14 0.2 

IFNG -0.18 0.06 

Overall 0.68 < 0.001 

 

Supplemental table 7: correlation analyses of relative gene expression levels obtained by the 

RT-MLPA or the Nanostring assay. 
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Supplemental figure legends 

Supplemental figure 1 

Flow-chart. Of note, several exclusion criteria may be present in a single biopsy (eg: 

ABOincompatible transplantation and C4d WER). AMR: antibody mediated rejection. C4d 

WER: C4d staining without evidence of rejection. TCMR: T-cell mediated rejection 

 

Supplemental figure 2 

Heatmap of unsupervised hierarchical analysis of gene expression levels assessed by the RT-

MLPA assay by Euclidian distance using Ward’s method. AMR: antibody mediated rejection. 
TCMR: T-cell mediated rejection 

 

Supplemental figure 3 

Influence of the initial random 70/30 split on train and test scores of the selected classifier. An 

initial random 70/30 split was performed to generate classifiers. One of these classifiers was 

randomly selected. To assess if performances of this classifier were due to a bias in the initial 

split, 500 other random splits were performed to recalculate classifier train and test scores.  

Resulting train and test scores showed a gaussian distribution with a mean accuracy score at 

0.88 ± 0.02 and 0.77 ± 0.05, respectively. 

 

Supplemental figure 4 

15-fold cross validation of the selected model.  K-fold mean F1 score was 0.75  0.18, mean 

precision score was 0.78  0.17 and mean recall score was 0.76  0.20. 

 

Supplemental figure 5 

Performances of the classifier assessed by receiver operating characteristic curves and areas 

under curve for the diagnosis of AMR, control and TCMR. Each reported area under curve 

corresponds to one diagnosis versus the two others. ROC: receiver operating characteristic. 

TCMR: T-cell mediated rejection. AMR: antibody mediated rejection. 

 

Supplemental figure 6 

Support vector classifier feature relative importance for each diagnosis category. These values 

represent coordinates of orthogonal vectors defining the separating hyperplane between two 

diagnosis classes. AMR: antibody mediated rejection. TCMR: T-cell mediated rejection. 

 

Supplemental figure 7 

Normalised gene expression levels assessed by RT-MLPA and Nanostring in matched samples. 

Each row represents a gene, and each column represents a sample. Each column is double, with 

a dark blue box at the top of the column indicating gene expression assessed by Nanostring and 

a light blue box indicating the corresponding RT-MLPA assay. To represent individual 

correlations, samples are ordered from left to right and top to bottom according to their 

Spearman’s rank test r value. The p values of Spearman rank test are represented along the 
horizontal axe: green for p ≤ 0.05 and red for p > 0.05.  Gene expression levels assessed by RT-

MLPA and Nanostring were correlated in 87% of samples.   
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Supplemental figures 
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Supplemental figure 2 
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Supplemental figure 3 

 



 70 

18 

 

Supplemental figure 4 
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Supplemental figure 5 
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Supplemental figure 6 
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Supplemental figure 7 
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3.3 Deuxième article : Impact of systematic biopsy-based transcriptomics of 

kidney transplant on the diagnosis of antibody-mediated rejection in clinical 

practice 
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3.3.2 Abstract 

Introduction 

To diagnose kidney transplant antibody-mediated rejection (AMR), biopsy-based 

transcriptomics can substitute for some histological criteria according to the Banff 

recommendations. However, clinical accessibility of these assays is still limited. Here, we 

aimed to evaluate the impact of integrating a routine-compatible molecular assay for the 

diagnosis of AMR in clinical practice. 

 

Methods 

All biopsies performed in our centre between 2013 and 2017 were retrospectively included. 

These biopsies were classified into three groups. “AMR biopsies” displayed the full Banff 

criteria of AMR independently of biopsy-based transcriptomics. “Undetermined for AMR” 

biopsies did not meet AMR histological criteria, but would have been considered as AMR if 

biopsy-based transcriptomics had been positive. Control biopsies showed no features of 

rejection.  

 

Results 

Within the inclusion period, 342 biopsies had a complete Banff scoring. Thirty-six of them 

already met AMR criteria, and 43/306 (14.1%) were considered as “undetermined for AMR”. 

Among these biopsies, 24/43 (55.8%) had a molecular signature of AMR, reclassifying them 

into the “AMR” category. Five-year death-censored survival of these biopsies was 

unfavourable and statistically equivalent to that of the AMR category, p = 0.09, with 15/24 

(62.5%) graft loss. These biopsies also exhibited a trend towards shorter rejection-free survival. 

 

Conclusion 

A significant proportion of biopsies could benefit from a biopsy-based transcriptomics for 

AMR diagnosis according to the Banff recommendations. Using a routine-compatible 

molecular tool, more than the half of these biopsies were reclassified as AMR and associated 

with unfavourable allograft survival. These results highlight the pressing need for a prospective 

evaluation of the role of biopsy-based transcriptomics patient management, to determine its 

impact on KT survival.  
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3.3.3 Abbreviations 

AMR: antibody-mediated rejection 

DSA: donor-specific antibody 

FFPE: formalin-fixed paraffin-embedded 

KT: kidney transplant 

MB: molecular biology 

MVI: microvascular inflammation 

RT-MLPA : reverse transcriptase multiplex ligation-dependent probe amplification 

SD: standard deviation 

TCMR: T-cell mediated rejection 
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Manuscript 

3.3.4 Introduction 

Despite advances in the pathophysiological knowledge in kidney transplantation (KT) 

immunology, KT rejection remains the major cause of allograft loss8. The current gold standard 

for rejection diagnosis is the histological assessment of KT biopsy with donor-specific antibody 

(DSA) testing. Interpretation of these information is then guided by the Banff 

recommendations, allowing for a histological-based diagnosis152. Nevertheless, pathological 

evaluation suffers from known limitations, such as sampling bias, interobserver variability and 

limited sensitivity and/or specificity for several lesions128,153.  

 

Molecular phenotyping of KT biopsies has been the subject of numerous studies, providing the 

transplant community with new pathophysiological knowledge about transplant immunology 

and a better characterisation of rejection141,142,154. Progressively, molecular phenotyping has 

been applied to clinical care, leading to its introduction in the 2013 Banff classification108. Its 

indication and modalities have been progressively extended up to the current 2019 Banff 

guidelines152. In these guidelines, the expression of previously validated gene transcripts or 

classifier associated with antibody-mediated rejection (AMR) can substitute for microvascular 

inflammation (MVI), C4d and DSA criteria.  

Despite its integration in the Banff guidelines, routine use of biopsy-based transcriptomics as 

currently proposed, is still restricted144. The limited availability of molecular tools is a major 

reason for their sparse use, primarily due to factors like equipment accessibility, financial 

considerations, and the challenge of interpreting data from hundreds of transcripts without clear 

guidelines, particularly when using tools like MMDx or the B-HOT panel from Nanostring. 

Recently, several teams have been working to facilitate the molecular diagnostic use in clinical 

practice, through centralised assessment of biopsy with generation of a report137, development 

of a restricted panel of genes assessed by easy-to-use assays such as RT-PCR155, or through 

identification of the most discriminant genes from a large panel156. 

 

In addition to the limited accessibly of molecular tools, their place and impact in clinical 

practice is yet unclear. Indeed, most of molecular biology studies in KT are dedicated to the 

diagnostic modalities of rejection, aiming at identifying exhaustive gene signatures associated 

with a specific condition. However, several questions remain unanswered: which clinical 

situations may benefit from molecular assessment? What is the proportion of biopsies in these 

situations? Do biopsies diagnosed as AMR through molecular assessment have the same 
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evolution course as those histologically-diagnosed AMR? What is the clinical impact of biopsy-

based transcriptomics in terms of patient management? 

 

According to Banff recommendations, biopsy-based transcriptomics can substitute for certain 

AMR criteria, such as MVI, C4d staining, or DSA. Given the limited use of molecular 

assessment in routine clinical practice, it remains unclear how many biopsies that do not meet 

histological criteria for AMR could be classified as AMR after molecular evaluation. We have 

previously developed a simple molecular assay for the diagnosis of rejection57,157 using  

formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) blocks left over from the routine diagnostic 

procedure. Based on a cost-effective multiplex PCR targeting only 17 genes, this assay enables 

the molecular assessment of all KT biopsies performed at a centre, prospectively or 

retrospectively. 

The aim of this study was to evaluate the whichmpact of integrating this molecular assay in the 

diagnosis procedure of AMR in clinical practice, as proposed by the Banff classification. For 

this purpose, we have applied our assay to all biopsies with features of AMR, but not meeting 

all Banff AMR criteria, sampled on a 4-year period. Our results provide an overview of the 

clinical consequences of integrating biopsy-based transcriptomics assessment, including the 

number of diagnosis reclassifications as well as and their clinical relevance in terms of graft 

outcome. 

 

3.3.5 Material and methods 

3.3.5.1 Biopsies selection 

All KT biopsies performed in Rouen University Hospital from 1st January 2014 to 31st 

December 2017 were retrospectively included. When several biopsies were available for a 

single patient, only the first one was included. Patients were followed until 1st January 2023. 

KT biopsies were performed using an 18-Gauge spring-loaded needle. The fragment dedicated 

to optical microscopy assessment was included in FFPE block. After sampling of FFPE blocks 

for routine staining, they were stored in the dark at room temperature.  

 

3.3.5.2 Biopsies interpretation and groups definition 

All biopsies were assessed according to Banff guidelines. Diagnostic interpretation was 

performed according to Banff 2019 guidelines152 and confirmed with the Banff Automation 

System132 to ensure the absence of misclassification. Three groups were defined:  
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The “AMR” group consisted of biopsies with the full criteria of active or chronic-active AMR, 

independently of biopsy-based transcriptomics. The following criteria were required: 1/ 

histologic evidence of acute tissue injury, 2/ evidence of current or recent antibody interaction 

with vascular endothelium and 3/ serologic evidence of DSA or C4d staining. For the chronic-

active AMR category, only the transplant glomerulopathy criterion assessed by optical 

microscopy was considered, as electronic microscopy was not available for all samples.  

The “undetermined for AMR” group consisted of biopsies that did not meet the three criteria 

of AMR as mentioned above, but would have been considered as AMR if biopsy-based 

transcriptomics had been positive for AMR. This covered three situations: 1- acute tissue injury 

with MVI, C4d staining negative and DSA negative; 2- acute tissue injury without MVI, C4d 

staining negative, DSA negative; and 3- acute tissue injury without MVI, C4d staining negative, 

DSA positive. 

The “control” group consisted of biopsieswhichch did not meet criteria of the two previous 

groups, after the exclusion of biopsies with T-cell mediated rejection (TCMR). 

 

3.3.5.3 Molecular assessment of KT biopsies 

A previously developed molecular assay for the diagnosis of KT rejection was employed57,157. 

This assay uses the remaining FFPE block after its routine use for diagnostic staining. Briefly, 

RNA was extracted from 3 to 5 consecutive 20µm-sections of the FFPE block using Qiagen 

RNeasy FFPE kit. The molecular assay is based on a reverse transcriptase multiplex ligation-

dependent probe amplification (RT-MLPA) assay enabling simultaneous evaluation of a 

previously developed 17-gene expression panel. The gene panel includes inflammation 

associated transcripts (CARD16, CXCL11), B-cell transcript (CD72), T-cell transcripts 

(CTLA4, IFNG, PRF1), NK-cell transcripts (CCL4, FCGR3, GNLY, KLRD1), endothelial-

associated transcripts (CAV1, PECAM, PLA1A, ROBO4) and monocytes/macrophages-

associated transcripts (ADAMDEC1, CCL18, CD68). Relative gene expression levels can be 

interpreted using an open-access classifier (https://kidney-transplant-

classifier.herokuapp.com/). For each obtained molecular profile, the classifier provides a result: 

“molecular signal of AMR”, “molecular signal of TCMR” or “molecular signal of non-

rejection”. Sensitivity and specificity of this classifier to diagnose AMR were both 0.94. For 

non-rejection biopsies, sensitivity was 0.89 and specificity was 0.81. 

Biopsies from the “undetermined for AMR” group with biopsy-based transcriptomics positive 

for AMR were considered as “undetermined for AMR, molecular biology (MB)-positive”. 

Otherwise, they were considered as “undetermined for AMR, MB-negative”. 
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3.3.5.4 Clinical and biological data collection 

Clinical and biological data were retrospectively collected from medical records. DSA were 

monitored systematically once a year and at the time of the biopsy with Labscreen mixed beads 

as screening test, and Labscreen single antigen beads for identification (One Lambda, CA). The 

threshold for positivity was a mean fluorescence intensity above 500. The follow-up period was 

5 years for each patient. 

 

3.3.5.5 Ethical consideration 

This study was conducted in accordance with the Declaration of Istanbul on Organ Trafficking 

and Transplant Tourism. Biopsies collected during the routine care of patients were used for 

secondary research after obtention of their non-opposition, according to the French Jardé’s law. 

The study was part of the project approved by local institutional review board (notice No. 474). 

 

3.3.5.6 Statistical analysis 

Qualitative data are presented as number of patients and percentages. Quantitative data are 

presented as median [25th-75th percentiles] or mean ± standard deviation (SD) according to their 

distribution. Fisher’s or chi-squared tests were used for categorical variables, depending on 

sample sizes. Student’s test, Mann-Whitney U test and Kruskal-Wallis’ test were used for 

continuous variables. KT survival at five years was analysed with Kaplan-Meier survival curve. 

A two-sided p-value < 0.05 was considered statistically significant. Statistical analyses were 

conducted using GraphPad Prism version 6.04, GraphPad Software, La Jolla California USA. 

 

3.3.6 Results 

3.3.6.1 Study population and indications for biopsy-based 

transcriptomics 

Six hundred and seventeen KT biopsies were performed between 1st January 2014 and 31st 

December 2017. Seventy-nine were excluded due to missing DSA and/or C4d data. For 120 

patients, several biopsies were available. Only the first biopsy with signs of rejection or the first 

biopsy in chronological order, if none of them had rejection signs, was included. Therefore, 178 

biopsies were excluded. Eighteen other biopsies were diagnosed as TCMR without AMR 

features. 
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Among the 342 remaining biopsies, 36 already met the criteria for AMR according to usual 

histological and biological criteria, with 20 FFPE blocks available for molecular assessment 

(Figure 1). The other blocks had no remaining tissue (N = 6), were lost (N = 4), or already used 

for other studies (N = 6).  

Out of the 306 remaining biopsies, 43/306 (14.1%) were “undetermined for AMR”, requiring 

molecular assessment according to Banff 2019 guidelines. Precisely, 25/43 (58.1%) presented 

the first Banff criteria with MVI but without C4d staining and without DSA. Four (9.3%) had 

the first Banff criteria without MVI, C4d staining or DSA. Fourteen (32.6%) biopsies fulfilled 

the first Banff criteria with positive DSA, without MVI or C4d staining. Among these DSA-

positive biopsies, 10/14 (71.4%) were performed for de novo DSA with (N = 5) or without (N 

= 5) clinical allograft dysfunction. FFPE blocks were available for all of them. 

Two-hundred sixty-three biopsies were considered as control. Control biopsies FFPE blocks 

were randomly selected to match the 20 AMR FFPE blocks. RNA extraction failed in 3 of them.  

Clinical and biological data of patients included are summarised in Table 1.  

 

 

3.3.6.2 Biopsy-based transcriptomics allows biopsies of 

undetermined diagnosis to be reclassified as AMR 

RNA was successfully extracted from all FFPE blocks of AMR and “undetermined for AMR” 

biopsies. A technical failure of extraction occurred in three control biopsies. Mean RNA 

concentration obtained from extraction was 99.6 ± 44.3 ng/µL, with a 260/280 = 2.5 ± 1.1. 

Molecular assessment was successful in all these cases.  

At the time of the initial pathological assessment, the 43 biopsies “undetermined for AMR” did 

not meet all the usual histological and biological criteria for AMR and were therefore 

considered as non-AMR. After molecular assessment, 24/43 (55.8%) showed a molecular 

signature of AMR, and were thus retrospectively classified into the AMR category. Clinical 

and biological data at the time of the biopsy were comparable between groups with (MB+) and 

without (MB-) a molecular signature of AMR, with similar graft function and Banff scores 

(Table 2). Among biopsies MVI+, C4d-, DSA-, 15/25 (60.0%) had a molecular signal of AMR. 

In the MVI-, C4d-, DSA- subgr¾, 3/4 (75.0%) of biopsies were MB+. In the MVI-, C4d-, DSA+ 

subgroup, 6/14 (42.9%) biopsies were MB+ (Table 3). Of the 10 biopsies performed for de 

novo DSA not fulfilling histological criteria for AMR, 6/10 (60%) of them were MB+. Focusing 

on biopsies performed for de novo DSA without graft dysfunction, 3/5 (60%) were MB+. 
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Among control biopsies, 5/17 (29.4%) were MB+. Due to the absence of other AMR criteria, 

this was not sufficient to classify them into the AMR category. Among the biopsies categorised 

as AMR before molecular assessment, 15/20 (75.0%) were MB+. 

 

3.3.6.3 Death-censored kidney transplant survival grafts 

reclassified as AMR based on biopsy-based 

transcriptomics is similar to that of grafts with AMR 

diagnosed through histological scoring only 

To estimate if the reclassification of undetermined biopsies into the AMR category after 

molecular assessment was clinically relevant, 5-year death-censored KT survival was analysed. 

Median KT death-censored survival of histologically-diagnosed AMR was 1819 days, with 

10/20 (50.0%) graft loss during the follow-up. Death-censored KT survival of the 

“undetermined for AMR” group was not statistically different, p = 0.9, with 20/43 (46.5%) graft 

loss (Figure 2). Only 1/17 (5.9%) KT loss occurred in the control group. 

After molecular assessment, death-censored KT survival between the 4 groups was statistically 

different, p = 0.0005 (Figure 3). The group of biopsies reclassified into AMR after molecular 

assessment had a median death-censored KT survival at 1407 days, with 15/24 (62.5%) graft 

loss, which was comparable to histologically-diagnosed AMR, p = 0.2.  In the “undetermined 

for AMR, MB-” group, 5/19 (26.3%) graft loss occurred. KT survival of this group was not 

statistically different from that in the control group, p = 0.09. Among the “undermined for AMR 

group”, univariate and multivariate Cox analyses were performed to determine risk factors for 

graft loss (Table 4). In multivariate analysis, a negative molecular signal for AMR was 

associated with a decreased risk of death-censored KT loss. 

 

3.3.6.4 “Undetermined for AMR” grafts with biopsy-based 

transcriptomics positive for AMR tend to have 

shorter rejection-free survival.  

Twenty-six patients underwent another KT biopsy following the first one assessed by molecular 

biology: 6 in the control group, 9 in the “undetermined for AMR, MB-” and 11 in the 

“undetermined for AMR, MB+”. No histologically-diagnosed AMR occurred within 2 years 

following the index biopsy in the control group, 1/9 (11.1%) in the “undetermined for AMR, 

MB-“, and 4/11 (36.4%) in the “undetermined for AMR, MB+” group. However, these 
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differences in rejection-free survival at 2 years did not reach statistical significance p = 0.07 

(Figure 4). 

 

3.3.7 Discussion 

The aim of this study was to evaluate the clinical impact of integrating biopsy-based 

transcriptomics for the diagnosis of AMR in routine practice. Over a 4-year period, and 

considering only AMR diagnosis, 14.1% of KT biopsies performed in the centre should have 

been assessed by molecular biology according to the Banff guidelines. Indeed, for these 

biopsies, histological and biological assessments could not exclude or confirm AMR. Among 

these, 55.8% had a molecular signature of AMR, reclassifying them a posteriori into the AMR 

category. These reclassified biopsies had an unfavourable death-censored KT survival, 

comparable to that of biopsies with AMR (regardless of subsequent therapeutic management), 

along with a trend towards shorter rejection-free KT survival.  

 

The molecular characterisation of AMR has benefited from a sustained international dynamic. 

Recently, major studies have provided us with a better comprehension of AMR with or without 

C4d deposition or identified DSA, as well as MVI characterisation141,154,158. In addition to these 

studies primarily focused on deep-phenotyping of biopsies at a molecular level, some classifiers 

have also been proposed based on Affymetrix MMDx system and Nanostring B-HOT 

panel159,160. However, the clinical application of such tools is scarcely explored yet. With a view 

to moving towards a general use of molecular diagnosis, Roufosse’s group recently reported 

two studies155,156. In Toulza et al.’s study, a restricted panel of gene identified from the literature 

was assessed by PCR. The study population was an 8-year retrospective series of biopsy 

samples stored in RNA stabilization solution. Within this non-consecutive cohort, molecular 

assessment for AMR diagnosis was indicated in 16% of biopsies, supporting AMR diagnosis 

in 33% of them. In the Beadle et al.’s study, all biopsies sampled over one year were assessed 

using the Nanostring B-HOT panel. The best predictive genes for AMR were identified and 

integrated into a score with an accuracy value of 0.92. In this one-year cohort, 14% of biopsies 

were undetermined for AMR, of which 12% were associated with AMR according to the built 

molecular classifier. 

In our study, the proportion of biopsies with an indication for molecular evaluation was in the 

similar range (14.1%), despite differences in baseline characteristics, the use of protocol 

biopsies and patient’s management. Overall, it appears from the data from these two centres, 

that biopsy-based transcriptomics to meet the Banff guidelines for AMR diagnosis may be 
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justified in at least 10% of KT biopsies. Importantly, these results are consistent using three 

different technologies: PCR, Nanostring or RT-MLPA. 

The proportion of biopsies reclassified into the AMR category after molecular assessment was 

higher in our study. In addition to the cohort differences inherent in the monocentric nature of 

these studies, this could be explained by differences in the performances of the developed 

diagnostic models. Nevertheless, it should be emphasised that in all these studies, KT survival 

of biopsies undetermined for AMR with positive molecular assessment was significantly 

impaired, underlining the clinical value of molecular diagnosis. Another consistent finding 

within these three studies is the intermediate survival of biopsies undetermined for AMR with 

a negative molecular assessment. For now, this phenotype is not yet clearly defined and may 

benefit from further molecular insights with larger gene panels. 

 

Several limits of our study have to be noted. First, as only a few KT centres have access to 

biopsy-based transcriptomics for the diagnosis of rejection, the study was conducted at a single 

centre. Although all consecutive KT biopsies performed on a 4-year period were included, 

reflecting real-life practice of a centre, the exact proportion of biopsies undetermined for AMR 

that may benefit from molecular assessment may vary on a wider multicentre scale. In the same 

vein, some clinical and biological characteristics at the time of the biopsy may be specific to 

our centre, which may impact survival analyses performed here.  

Secondly, we aimed to simulate the impact of molecular assessment of KT biopsies in terms of 

diagnosis classification. However, this study does not provide information on the reasons for 

biopsy reclassification. For example, molecularly-diagnosed AMR could represent an early 

stage of AMR, or other physiopathological pathways such as NK-mediated AMR. Therefore, 

their potential response-to-treatment, comparatively to histologically-diagnosed AMR remains 

undetermined. Moreover, due to the retrospective nature of this study, no clinical decision was 

made based on molecular results. For these reasons, although biopsy-based transcriptomics may 

change diagnosis, further studies are required to examine the link between molecular diagnosis, 

patient management, and allograft survival. 

Finally, the molecular assay used in this study presents characteristics suitable with clinical use, 

such as simplicity of handling and interpretation and its price. However, its performances are 

likely to be less robust than those of assays based on hundreds of transcripts161.  

 

In conclusion, we applied a molecular assay dedicated to the diagnosis of AMR on a 

retrospective cohort. By doing so, we identified a significant proportion of biopsies with an 
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indication for biopsy-based transcriptomics according to Banff recommendations and among 

them, a significant proportion (50%) of reclassified biopsies into the AMR category. At the 

time of the initial pathological assessment, no therapeutic decision was taken for these 

reclassified biopsies that retrospectively showed poor KT survival. This highlights the pressing 

need to adapt molecular assays to clinical practice and to conduct clinical trials to assess the 

impact and potential benefit of biopsy-based transcriptomics on patient management and KT 

survival.  
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Table 1 

 
 Undetermined for antibody 

mediated rejection, 
N = 43 

Control, 
N = 17 

Antibody mediated rejection, 
N = 20 

p value 

Age at biopsy, years 52 [38-64] 57 [47-70] 38 [31-57] 0.04 

Female, n (%) 19 (44.2) 5 (29.4) 6 (30.0) 0.4 

Cause of end-stage kidney disease, n (%) 
 Diabetes 
 IgAN 
 Other glomerulonephritis 
 Nephrosclerosis 
 Cystic kidney disease 
 Tubulointerstitial or uropathy 
 Other 
 Unknown 

 
4 (9.3) 
4 (9.3) 
12 (27.9) 
2 (4.7) 
5 (11.6) 
8 (18.6) 
2 (4.7) 
5 (11.6) 

 
0 
1 (5.9) 
4 (23.5) 
0 
4 (23.5) 
4 (23.5) 
1 (5.9) 
3 (17.6) 

 
3 (15.0) 
3 (15.0) 
1 (5.0) 
2 (10.0) 
0 
8 (40.0) 
0 
3 (15.0) 

0.2 

Living donor, n (%) 3 (7.0) 2 (11.8) 4 (20.0) 0.3 

Prior solid organ transplantation, n (%) 4 (9.3) 0 1 (5.0) 0.7 

Mismatch HLA A, n (%) 
 0 mismatch 
 1 mismatch 
 2 mismatches 
 Unknown 

 
7 (16.3) 
18 (41.9) 
15 (34.9) 
3 (7.0) 

 
5 (29.4) 
5 (29.4) 
7 (41.2) 
0 

 
3 (15.0) 
6 (30.0) 
10 (50.0) 
1 (5.0) 

0.7 
 

Mismatch HLA B, n (%) 
 0 mismatch 
 1 mismatch 
 2 mismatches 
 Unknown 

 
4 (9.3) 
9 (20.9) 
27 (62.8) 
3 (7.0) 

 
3 (17.6) 
5 (29.4) 
9 (52.9) 
0 

 
2 (10.0) 
6 (30.0) 
11 (55.0) 
1 (5.0) 

0.8 

Mismatch HLA DR, n (%) 
 0 mismatch 
 1 mismatch 
 2 mismatches 
 Unknown 

 
13 (30.2) 
20 (46.5) 
7 (16.3) 
3 (7.0) 

 
4 (23.5) 
8 (47.1) 
5 (29.4) 
0 

 
2 (10.0) 
11 (55.0) 
6 (30.0) 
1 (5.0) 

0.5 

DSA at transplant, n (%) 
 Class I 
 Class II 

 
32 (74.4) 
29 (67.4) 

 
13 (76.5) 
15 (88.2) 

 
17 (85.0) 
16 (80.0) 

 
0.3 
0.1 

Induction therapy, n (%) 
 Antithymocyte globulins 
 Anti IL-2 receptor 

 
20 (46.5) 
23 (53.5) 

 
3 (17.6) 
14 (82.4) 

 
6 (30.0) 
14 (70.0) 

 
0.1 

Biopsy indication, n (%) 
 For cause 
 Protocol 

 
41 (95.3) 
2 (4.7) 

 
16 (94.1) 
1 (5.9) 

 
20 (100.0) 
0 

0.6 
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Maintenance immunosuppressive therapy, n (%) 
 Antiproliferative alone 
 Belatacept and antiproliferative 
 CNI alone 
 CNI and antiproliferative 
 CNI and mTORi 
 mTORi and antiproliferative 
 Corticosteroids 

 
1 (2.3) 
0 
4 (9.3) 
35 (81.4) 
2 (4.7) 
1 (2.3) 
26 (60.5) 

 
0 
0 
1 (5.9) 
12 (70.6) 
3 (17.6) 
1 (5.9) 
11 (64.7) 

 
0 
1 (5.0) 
3 (15.0) 
15 (75.0) 
1 (5.0) 
0 
13 (65.0) 

 
0.5 
 
 
 
 
 
0.9 

Donor-specific antibodies at biopsy, n (%) 
 Yes 
 Class I 
 Class II 
 MFI immunodominant class I 
 MFI immunodominant class II,  
 De novo DSA, n (%) 

 
14 (32.6) 
2 (4.7) 
12 (27.9) 
850 [800-900] 
2536 [1044-3506] 
10 (71.4) 

 
2 (11.8) 
2 (11.8) 
 
 
2800 [1000-4600] 
0 

 
18 (90.0) 
1 (5.0) 
17 (85.0) 
12000 
10100 [4000-13000] 
12 (66.7) 

 
< 0.0001 
 
 
 
0.08 
0.1 

Time from kidney transplantation to biopsy, days 864 [190-2752] 90 [19 – 724] 1096 [370-724] 0.03 

Plasma creatinine at biopsy, µmol/L 166 [125-305] 160 [109-211] 179 [121-206] 0.8 

Proteinuria at biopsy, g/g of creatininuria 1.0 [0.3-2.6] 0.2 [0.1-1.0] 1.0 [0.3-2.2] 0.08 

Banff score 
cg 
ci 
ct 
cv 
mm 
ptc 
t 
i 
g 
ah 
v 
ti 
g + ptc 
i + t 
 C4d positive, n (%) 

 
0.6 ± 1.0 
1.4 ± 0.9 
1.1 ± 1.1 
1.4 ± 0.9 
0.8 ± 0.8 
0.9 ± 0.8 
0.3 ± 0.7 
0.5 ± 0.8 
1.1 ± 0.9 
0.8 ± 1.1 
0.2 ± 0.6 
0.9 ± 0.8 
1.9 ± 1.2 
0.8 ± 1.3 
0 

 
0.0 ± 0.0 
0.8 ± 0.8 
0.5 ± 0.7 
0.6 ± 0.5 
0.3 ± 0.5 
0.2 ± 0.7 
0.2 ± 0.7 
0.1 ± 0.5 
0.2 ± 0.4 
0.2 ± 0.4 
0.0 ± 0.0 
0.5 ± 0.6 
0.4 ± 1.0 
0.3 ± 1.2 
0 

 
0.9 ± 1.1 
1.5 ± 0.9 
1.2 ± 0.8 
0.9 ± 0.9 
1.0 ± 0.7 
1.5 ± 0.9 
0.6 ± 0.8 
0.9 ± 0.7 
1.5 ± 0.7 
1.0 ± 1.2 
0.1 ± 0.3 
1.3 ± 0.6 
3.0 ± 0.9 
1.5 ± 1.4 
2 (10.0) 

 
0.008 
0.002 
0.046 
0.009 
0.01 
< 0.0001 
0.1 
0.0005 
< 0.0001 
0.1 
0.3 
0.004 
< 0.0001 
0.0006 
0.046 

Table 1: baseline characteristics of patients included. Results are expressed as mean ± standard deviation or median [25th-75th] according to their distribution. 

IgAN: IgA nephropathy. HLA: human leukocyte antigen. IL-2: interleukin-2. CNI: calcineurin inhibitors. mTORi: mTOR mammalian target of rapamycin 

inhibitors. MFI: mean fluorescence intensity. DSA: donor-specific antibody.  
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Table 2 

 
 Molecular biology negative, N = 19 Molecular biology positive, N = 24 p value 

Age at biopsy, years 46.8 [32.1-63.4] 53.4 [42.2-65.2] 0.4 

Female, n (%) 8 (42.1) 11 (45.8) 0.9 

Maintenance immunosuppressive therapy, n (%) 
 Antiproliferative alone 
 Belatacept and antiproliferative 
 CNI alone 
 CNI and antiproliferative 
 CNI and mTORi 
 mTORi and antiproliferative 
 Corticosteroids 

 
1 (5.3) 
0 
1 (5.3) 
2 (10.5) 
15 (78.9) 
0 
8 (42.1) 

 
0 
0 
3 (12.5) 
21 (87.5) 
0 
0 
18 (75.1) 

 
< 0.0001 
 
 
 
 
 
0.06 

Donor-specific antibodies at biopsy, n (%) 
 Yes 
 Class I 
 Class II 
 MFI immunodominant class I 
 MFI immunodominant class II,  
 De novo DSA, n (%) 

 
8 (42.1) 
1 (5.3) 
7 (36.8) 
900 
1290 [1076-2536] 
4 (21.1) 

 
6 (25.0) 
1 (4.2) 
5 (20.8) 
800 
3675 [2600-4300] 
6 (25.0) 

 
0.3 
0.9 
0.9 
 
0.3 
0.08 

Time from kidney transplantation to biopsy, days 864 [190-3079] 978 [161-2170] 0.7 

Plasma creatinine at biopsy, µmol/L 150 [116-255] 204 [134-347] 0.09 

Proteinuria at biopsy, g/g of creatininuria 1.3 [0.3-2.8] 1.0 [0.3-2.3] 0.8 

Banff score 
cg 
ci 
ct 
cv 
mm 
ptc 
t 
i 
g 
ah 
v 
ti 
g + ptc 
i + t 
C4d positive. n (%) 

 
0.5 ± 1.0 
1.3 ± 1.0 
1.1 ± 1.1 
1.4 ± 0.9 
0.8 ± 0.5 
0.8 ± 0.9 
0.4 ± 0.8 
0.4 ± 0.8 
0.8 ± 0.7 
0.8 ± 1.2 
0.1 ± 0.2 
1.0 ± 0.9 
1.7 ± 1.1 
0.8 ± 1.4 
0 

 
0.6 ± 1.1 
1.5 ± 0.8 
1.1 ± 1.2 
1.4 ± 1.0 
0.8 ± 1.0 
1.0 ± 0.9 
0.4 ± 0.8 
0.5 ± 0.8 
1.2 ± 0.9 
0.8 ± 1.1 
0.3 ± 0.8 
0.9 ± 0.7 
2.2 ± 1.3 
0.9 ± 1.5 
0 

 
0.9 
0.5 
0.9 
0.9 
0.8 
0.4 
0.9 
0.6 
0.2 
0.9 
0.2 
0.7 
0.2 
0.5 
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Table 2: Baseline characteristics of patients with biopsies undetermined for antibody mediated rejection, according to molecular assessment results. Results are 

expressed as mean ± standard deviation or median [25th-75th] according to their distribution. CNI: calcineurin inhibitors. mTORi: mTOR mammalian target of 

rapamycin inhibitors. MFI: mean fluorescence intensity. DSA: donor-specific antibody. 
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Table 3 

 
Indication for biopsy-based transcriptomics Number of biopsies, N (%) Biopsy-based transcriptomics 

positive for AMR, N (%) 

MVI positive, C4d negative, DSA negative 25/43 (58.1) 15/25 (60.0) 

MVI negative, C4d negative, DSA negative 4/43 (9.3) 3/4 (75.0) 

MVI negative, C4d negative, DSA positive 14/43 (32.6) 6/14 (42.9) 

Table 3: histological and biological features of the 43 “undetermined for AMR” biopsies and 

results of the biopsy-based transcriptomics. MVI: microvascular inflammation, DSA: donor-

specific antibody, AMR: antibody-mediated rejection.  
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Table 4 

 
 Univariate analysis  Multivariate analysis  

 Hazard Ratio (95% CI) p value Hazard Ratio (95% CI) p value 

Age 1.0  (0.9-1.1) 0.9   

Sex (female) 0.9  (0.4-2.4) 0.9   

t 1.1  (0.7-1.9) 0.7   

i 1.3  (0.7-2.2) 0.4   

ti 1.5  (0.9-2.7) 0.2   

v 1.3  (0.6-2.8) 0.6   

cg 1.5  (1.0-2.1) 0.05   

cv 1.8  (1.1-3.1)  0.03 1.1  (0.6-2.3) 0.7 

mm 1.4  (0.8-2.3) 0.6   

ah 1.1  (0.8-1.6) 0.5   

ci 2.3  (1.4-3.9) 0.002 0.9  (0.1-6.1) 0.9 

ct 2.1  (1.4-3.3) 0.0007   

Plasma creatinine 1.0  (0.9-1.1) 0.5   

Proteinuria 1.6  (1.1-2.2) 0.009 1.6  (1.1-2.5) 0.03 

Molecular signal negative 
for AMR 

0.3  (0.1-0.9) 0.03 0.2  (0.1-0.7) 0.02 

Table 4: Univariate and multivariate analyses of risk factor for death-censored kidney 

transplant loss in the "undetermined for antibody-mediated rejection" group. CI: confidence 

interval, AMR: antibody-mediated rejection.  
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3.3.10 Figure legends 

Figure 1: 

Flow-chart.  

The “undetermined for AMR” group included biopsies that did not meet the histological and 

biological criteria for AMR, but could potentially be considered as AMR based the results of 

biopsy-based transcriptomics. Only one biopsy was included per patient, either the first one 

which met criteria of AMR or “undetermined for AMR”, or the first one if none of the biopsies 

met these criteria. Control biopsies were randomly selected to match the number of AMR 

biopsies that were available for biopsy-based transcriptomics. 

DSA: donor-specific antibody. TCMR: T-cell mediated rejection. AMR: antibody-mediated 

rejection. FFPE: formalin-fixed paraffin-embedded. 

 

Figure 2: 

Death-censored kidney graft survival at 5 years according to histological diagnosis. 

Biopsies with all histological and biological criteria of antibody-mediated rejection (AMR) 

were defined as “histological AMR”. The “undetermined for AMR” group consisted in biopsies 

which did not meet the three histological criteria of AMR but would have been considered as 

AMR if the biopsy-based transcriptomics for AMR had been positive. 

Death-censored kidney transplant survival was different between groups defined histologically 

without biopsy-based transcriptomics, p = 0.001. Outcome of the “histological AMR” and 

“undetermined for AMR” groups was similar, p = 0.9. 

AMR: antibody-mediated rejection.  

 

Figure 3: 

Death-censored kidney graft survival at 5 years according to histological and biopsy-based 

transcriptomics. 

Biopsies that met all Banff criteria for AMR regardless of the results of biopsy-based 

transcriptomics were included into the “histological AMR” group. Biopsies which met all Banff 

criteria for AMR after positive molecular assessment were included in the “Undetermined for 

AMR, molecular +” group. Biopsies undetermined for AMR with negative biopsy-based 

transcriptomics for AMR, therefore not reaching criteria for AMR, were included in the 

“Undetermined for AMR, molecular –“ group. 

Death-censored kidney transplant (KT) survival at 5 year was different between these groups, 

p = 0.0005. As the “Undetermined for AMR, molecular +” biopsies were initially considered 
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as non-rejection biopsies, no specific treatment was attempted. KT survival was not statistically 

different between this group and the “histological AMR” group, p = 0.2. KT survival of the 

“Undetermined for AMR, molecular –“and the control groups was not statistically different, p 

= 0.09. KT survival of biopsies “undetermined for AMR”, with or without molecular signature 

of AMR was different, p = 0.001. 

AMR: antibody-mediated rejection. KT: kidney transplant.  

 

Figure 4: 

Rejection-free survival at 2 years. 

A second biopsy was performed after the first index biopsy in 36 patients. A rejection occurred 

in 0/6 patient from the control group, in 1/9 patient (11.1%) from the “undetermined for AMR, 

molecular-“ group, and in 4/11 patients (36.4%) from the “undetermined for AMR, MB+” 

group. Rejection-free survival was not statistically different between groups, p = 0.07. 
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3.3.11 Figures 
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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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4 Caractérisation des lymphocytes B mémoires allo-réactifs chez les patients hyper 

immunisés 

4.1 Introduction et objectifs  

Comme vu précédemment, l’évaluation du risque de rejet repose principalement sur la mise en 

évidence d’anticorps anti-HLA, or celle-ci est grevée de nombreuses limites. Au-delà des 

problématiques liées aux techniques de dosage de ces anticorps, il apparait que les 

caractéristiques de ces derniers -non recherchées en pratique clinique- agit sur leur potentielle 

pathogénicité.  

 

Les caractéristiques de ces anticorps, telle que leur affinité et leur capacité effectrice, dépendent 

de la différentiation des cellules responsables de leur sécrétion, les SLPC et LLPC, et donc des 

lymphocytes B mémoires. En contexte infectieux, il est bien décrit que les lymphocytes B 

mémoires sont hétérogènes en termes de phénotypes (avec contingent CD21low ou tissue-like), 

fonctions, et degré d’hypermutation somatique et de switch isotypique. Les connaissances en 

matière de lymphocytes B mémoire allo-réactifs en transplantation d’organe solide sont encore 

très limitées. Or, la transplantation rénale représente une situation d’immunisation particulière, 

d’une part du fait de la complexité des molécules HLA, et d’autre part du fait de la stimulation 

antigénique chronique associée au greffon. Alors que les LLPC ne sont pas circulants, et donc 

inaccessibles à des explorations peu invasives, il a été montré chez le patient transplanté que 

les lymphocytes B mémoires peuvent être isolés81.  

 

L’objectif de cette deuxième partie de thèse était donc de caractériser les lymphocytes B 

mémoires en transplantation rénale, afin d’évaluer d’une part si ces derniers présentent une 

hétérogénéité phénotypique et fonctionnelle particulière, et d’autre part si celle-ci est en lien 

avec des modalités variables de l’immunisation : type d’évènement immunisant et charge 

épitopique. 

 

Pour ce faire, les lymphocytes B mémoires HLA-spécifique anti A2 et/ou anti A1 de patients 

immunisés en attente de transplantation rénale ont été étudiés à l’aide de la technologie single 

cell, permettant l’analyse de leur répertoire BCR et leur expression génique. 

 

Du fait des délais liés à l’analyse bio-informatique, seuls les résultats préliminaires sont 

présentés ici.  
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4.2 Méthodes 

4.2.1 Méthode de recherche des anticorps anti-HLA 

Le test de dépistage des anticorps anti-HLA était réalisé annuellement ou à la demande du 

clinicien à l’aide du test Labscreen mixed beads. En cas de positivité de ce test, un test 

d’identification par Luminex était réalisé en utilisant le Labscreen Single antigen beads, avec 

un seuil de positivité de MFI à 500 (One Lambda, CA). Ces examens étaient réalisés par 

l’Etablissement Français du Sang de Hauts de France-Normandie. 

 

4.2.2 Sélection des patients 

Il s’agit d’une étude prospective monocentrique menée dans le service de Néphrologie, Dialyse 

et Transplantation rénale du CHU de Rouen portant sur les patients inscrits sur liste de 

transplantation rénale. La période d’inclusion s’étendait du 1er novembre 2021 au 1er aout 2023. 

Tous les patients ayant présenté des anticorps anti-HLA de spécificité anti-A1 et/ou anti-A2 sur 

au moins un examen réalisé dans le cadre du suivi habituel ont été sélectionnés.  

Les patients ayant dont la MFI maximale n’atteignait pas au moins 2000 en Single antigen pour 

un des deux anticorps étaient exclus. Les autres critères d’exclusions étaient : diminution de 

plus de 25% des valeurs de MFI anti-A1 et/ou anti-A2 entre deux examens de Single antigen, 

traitement immunosuppresseur en cours, suivi réalisé dans un centre en dehors de la haute-

Normandie, infection chronique par le VIH, personne privée de liberté par une décision 

administrative ou judiciaire ou personne placée sous sauvegarde de justice/sous-tutelle ou 

curatelle. 

Parmi les patients répondants aux critères d’inclusions et ne présentant pas de critères 

d’exclusions, les spécificités anti-éplets ont été déterminées à l’aide de l’outil HLAMatchmaker 

(version juillet 2020 : http://www.epitopes.net/) et les évènements immunisants antérieurs ont 

été recherchés à l’interrogatoire des patients et dans les dossiers cliniques. 

La non-opposition des patients était recueillie après information orale et écrite. Les patients 

inclus dans l’étude restaient inscrits sur liste d’attente de transplantation. 

L’étude était enregistrée sous le numéro 2021-A02507-34. 

 

4.2.3 Isolement cellulaire 

Tous les patients inclus étaient traités par hémodialyse chronique. Un prélèvement unique de 

50 mL de sang était réalisé sur l’abord vasculaire avant le début de séance. L’ensemble des 

manipulations jusqu’à la reverse transcription de la suspension lymphocytaire B isolée, triée et 

partitionnée en cellules uniques était réalisée le jour du prélèvement, sur sang frais. 
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Le cellules mononuclées étaient isolées du sang périphérique à l’aide d’un gradient de Ficoll 

avec un ratio 1:2 de sang:PBS 1x. Une lyse des hématies par tampon ammonium-chlorure-

potassium était réalisée si nécessaire. Les cellules isolées vivantes et apoptotiques étaient 

comptées manuellement à l’aide d’une cellule de Malassez (>90% viabilité). 

Ensuite, un enrichissement en lymphocytes B était réalisé par tri négatif magnétique à l’aide du 

kit EasySep #19054 (Stemcell, Vancouver). 

 

4.2.4 Marquage cellulaire  

4.2.4.1 Anticorps utilisés 

Plusieurs marquages membranaires ont été réalisés afin de permettre l’identification des 

lymphocytes B anti-A1 ou anti-A2, leur phénotypage membranaire en cytométrie, et 

l’identification de certains de ces marquages membranaires après séquençage. Par ailleurs, au 

cours d’une journée de manipulation, chaque échantillon de patient était marqué par un hashtag 

membranaire, anticorps couplé à un barcode spécifique de patient, permettant lors des étapes 

ultérieures de traiter en une suspension cellulaire unique plusieurs échantillons de patients.  

Ces différents anticorps sont couplés soit à un fluorochrome permettant leur identification en 

cytométrie, soit à un barcode compatible avec le Chromium 10x permettant de tracer la cellule 

marquée par ce barcode après le séquençage. Certains anticorps sont couplés à la fois à un 

fluorochrome et à un barcode. 

Le marquage de spécificité anti-A1 ou anti-A2 était réalisé à l’aide de dextramères HLA 

(dCODE-Dextramer) fournis par Immudex (Copenhague). Ces dextramères sont composés 

d’un dextran, auquel sont couplées des molécules HLA A1 ou A2 chargées d’un peptide non 

relevant. Pour chaque spécificité, deux dextramère étaient utilisés : l’un conjugué à la fois au 

fluorochrome APC (allophycocyanine) et à un barcode compatible Chromium 10x, et l’autre 

conjugué uniquement au fluorochrome PE (phycoerythrine) sans barcode associé. 

Le marquage membranaire en fluorescence était réalisé l’aide d’anticorps anti-humains 

conjugués de spécificités suivantes : CD3 FITC, CD14 FITC, CD15 FITC et CD56 FITC CD19 

APC, CD27 PE/Cyanine 7, et IgD PerCP/Cyanine5.5. Ces anticorps étaient fournis par 

Biolegend (San Diego). 

Des anticorps barcodés anti-CD27 et anti-IgD ainsi que trois hashtags (#1, #2 et #3) ont été 

utilisés au cours de l’étude. Ces anticorps barcodés étaient fournis par Biolegend (San Diego). 
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4.2.4.2 Protocole de marquage 

Le marquage cellulaire a été réalisé selon les recommandations des différents fournisseurs, en 

utilisant des concentrations d’anticorps saturantes.  

Brièvement, tous les lymphocytes B isolés après enrichissement magnétique étaient marqués. 

Après une incubation de 10 minutes des cellules en présence de Fc Receptor Blocking 

(Biolegend) dans du Stain Buffer contenant 0.1g/L d’ADN de sperme de hareng, le marquage 

anti-A1 et anti-A2 était réalisé avec un temps d’incubation de 10 minutes. Ensuite, le marquage 

par les autres anticorps fluorochromes, les anticorps barcodés, et les hashtags était réalisé dans 

le même temps, avec un temps d’incubation de 30 minutes à 4°C. Les anticorps anti-CD27 et 

anti-IgD marqués par un fluorochrome ou barcodés étaient mélangés à une concentration 

équimolaire. 

Deux lavages à l’aide de PBS+BSA 1% étaient réalisés, puis les cellules étaient resuspendues 

dans du PBS-SVF à 2% à une concentration de 1 million de cellule par mL.  

 

4.2.5 Tri cellulaire 

Les lymphocytes B ainsi marqués étaient triés à l’aide d’un trieur BD FACS Aria III. 

Pour chaque patient, l’intégralité des cellules B HLA spécifiques (fenêtre CD19+, CD3-, CD14-

, CD15-, CD56-, dextramère-PE+, dextramère-APC+) étaient triées et chiffrées à partir du 

comptage fourni par le cytomètre. 

Deux autres populations étaient triées : les lymphocytes B naïfs IgD+ CD27- dextramère 

négatifs et B mémoires IgD- CD27+ dextramères négatifs. Ces cellules étaient comptées 

manuellement et poolées aux cellules dextramères-positives avec un ratio 1:1:1. 

Cette stratégie a été choisie en raison de la fréquence attendue faible des lymphocytes B 

dextramère-double-positifs, et du nombre minimal de cellules pouvant être traités par le 

système Chromium (10X Genomics) lors de la partition en cellules uniques : minimum 500 

cellules par piste. Le choix a également été fait d’utiliser les sous-populations naïves et 

mémoires dextramère-négatives comme références pour l’analyse des lymphocytes B  

dextramère-double-positives. 

Du fait de l’utilisation de hashtags spécifiques de patients, ces échantillons étaient ensuite 

poolés et les cellules étaient resuspendues dans 33µL de PBS-SVF 2%. Un à trois échantillons 

de patients pouvaient donc être traités par série de manipulation. 
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4.2.6 Génération des émulsions de cellules uniques 

Cette étape était réalisée selon le protocole « Single Cell 5' Reagent Kits v2 (Dual Index) », 

version décembre 2022, du fournisseur Chromium 10x. 

L’émulsion de cellules uniques était générée en combinant le pool de cellules issues du tri 

cellulaire, le mix de réactifs de PCR, et l’huile de partitionnement. Ces éléments sont ensuite 

chargés dans le Chromium Controller 10x qui permet de générer des gouttelettes lipidiques 

contenant chacune une seule cellule marquée selon le protocole ci-dessous, le matériel 

nécessaire à une RT-PCR, et un identifiant unique de gouttelette.  

Dans un second temps, le contenu des gouttelettes est lysé, permettant à l’ARNm cellulaire et 

aux barcodes des anticorps utilisés d’être « capturés » par les amorces associées à chaque 

gouttelette. Ces amorces sont constituées d’une séquence universelle d’initiation de PCR, d’un 

barcode 10x, d’un identifiant unique à chaque gouttelette (barcode 10x), d’un motif TSO 

(template switch oligo) permettant d’ajouter une séquence 5’ commune à l’ADNc synthétisé 

lors de la reverse transcription.  

Ensuite, une étape de reverse transcription est effectuée, puis le cDNA est amplifié. 

 

4.2.7 Construction des librairies 

Après cette étape, trois librairies ont été construites : la librairie d’expression de gènes, 

permettant d’évaluer approximativement les 1000 transcrits les plus exprimés dans chaque 

cellule, la librairie V(D)J qui permet d’étudier le répertoire BCR, et la librairie des protéines de 

surface, correspondant au marquage par les anticorps barcodés : dextramère A1 et A2, CD27, 

IgD, et hashtags d’identification patient.  

Pour un même échantillon, les 3 librairies partagent un même identifiant 10X Genomics. Les 

hashtags, amplifiés au sein de la librairie de surface, permettent d’identifier chaque patient. 

Lors de la construction de chaque librairie, un « sample index » y est associé, permettant 

réaliser simultanément le séquençage de toutes les librairies construites (Table 1).  
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Jour de 
génération de 

l’émulsion 

Nom du 
patient 
inclus 

Hashtag 
associé au 
patient lors 

du 
marquage 

Barcode 10x d’une 
gouttelette lipidique 

Index 
librairie 

de 
surface 

Index 
librairie 

expression 
de gènes 

Index 
librairie 
V(D)J 

Émulsion 1 

Patient 1 #1 Barcode 10x  

Index A1 Index B1 Index C1 Patient 2 #2 Barcode 10x  

Patient 3 #3 Barcode 10x  

Émulsion 2 
Patient 4 #1 Barcode 10x  

Index A2 Index B2 Index C2 
Patient 5 #2 Barcode 10x  

Émulsion 3 

Patient 6 #1 Barcode 10x  

Index A3 Index B3 Index C3 Patient 7 #2 Barcode 10x  

Patient 8 #3 Barcode 10x  

Table 1 : représentation des différents index et barcodes permettant d'identifier chaque 

échantillon de patient après le séquençage simultané de l'ensemble des librairies. Les librairies 

de surface, d’expression de gènes et V(D)J issues d’une même gouttelette partagent le même 

barcode 10x unique. 

4.2.8 Séquençage des librairies 

Pour chaque librairie, la taille moyenne des fragments d’ADN et leur concentration étaient 

déterminées par électrophorèse à l’aide d’un bioanalyseur Agilent (Santa Clara) utilisant une 

puce à haute sensibilité. La concentration en ADN était aussi vérifiée par quantification 

fluorométrique Qubit (ThermoFisher, Waltham).  

Toutes les librairies ont été poolées pour le séquençage. Les librairies étaient poolées d’après 

les recommandations du fournisseur de façon à ce que 5000 reads soient effectués pour chaque 

librairie de surface, 10000 pour chaque librairie V(D)J, et 35000 pour chaque librairie 

d’expression de gènes. Au sein d’un groupe de librairie chaque échantillon était poolé de 

manière équimolaire. Le séquençage de l’ensemble des librairies issues de tous les échantillons 

a été effectué sur séquenceur NovaSeq lors d’un run unique à l’aide d’une flowcell d’une capité 

de 800 millions de reads afin d’éviter un effet batch. 
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4.3 Résultats 

4.3.1 Patients inclus 

Vingt-et-un patients répondaient aux critères d’inclusion. Pour 4 d’entre eux, un échec 

technique a eu lieu au cours de la manipulation, avant la genèse des émulsions de cellule. Un 

patient n’a pas pu être inclus du fait de l’éloignement géographique et de la nécessiter de réaliser 

la manipulation sur du sang frais. Une patiente a secondairement été exclue pour des 

considérations techniques de séquençage. En effet, pour cette patiente, trop de cellules naïves 

dextramères-négatives ont été poolées aux cellules HLA-spécifiques. Ces cellules ayant un 

intérêt moindre dans l’étude, et du fait des coûts associés au séquençage, il a été décidé de ne 

pas séquencer les librairies de cette patiente.  

Au total, les échantillons de 15 patients ont donc été inclus et effectivement séquencés.  

 

4.3.2 Caractéristiques des patients inclus 

Les données d’immunisation des patients inclus et, le cas échéant, les données de leur donneur 

ont été récupérées dans les dossiers cliniques locaux ou nationaux. La cinétique d’apparition 

des anticorps anti-A1 et/ou anti-A2 a permis d’identifier les évènements responsables de ces 

immunisations. L’algorithme HLAMatchmaker a permis d’identifier les éplets contre lesquels 

les patients sont immunisés, et d’associer ces éplets à une immunisation anti-transplant ou non 

(grossesse, transfusion ou anticorps dits naturels) (Table 2). 

 D’après ces caractéristiques, trois phénotypes sont identifiés et serviront de sous-groupe pour 

l’interprétation des résultats de séquençage : 1- immunisation dirigée contre de nombreux éplets 

après une transplantation d’organe solide ou une grossesse, 1- immunisation dirigée contre peu 

éplets après une transplantation d’organe solide ou une grossesse, 3- immunisation après 

transfusion. 

 
 



 109 

Patient Sexe Age MFI anti-A1 
Immunisation 

suspectée anti-A1 

Nombre 

d’éplets 

anti-A1 

Anti-A1 

anti-

transplant 

Anti-A1 

autre 
MFI anti-A2 

Immunisation 

suspectée anti-A2 

Nombre 

d’éplets 

anti-A2 

Anti-A2 

anti-

transplant 

Anti-A2 

autre 

Nombre 

total 

d’éplets 

ciblés 

Transplantation 

antérieure 
Détransplantation 

Durée 

avec 

greffon 

en 

place 

BEG. M 28      7156 Post transplantation 2 
62GK 

62GE 
 9 1 1 6 ans 

BOU. M 37      23460 Post transplantation 8 

62GK 

107W 

127K 

142TKH 

144KHA 

150AAH 

193AV 

253Q 

 45 1 1 1 an 

LE . M 51      17693 Post transplantation 5  

62GK 

62GE 

107W 

142TKH 

144KHA 

9 1 1 23 ans 

LEB. M 56      970 Post transplantation 4 

62GK 

62GE 

107W 

95V 11 1 1 13 ans 

CAB. M 53 18462 Post transplantation 2 
44KM 

163RG 
      4 1 1 10 ans 

CLO. F 50 22194 Post transplantation 7 79GT 

44KM 

62QE 

65RNA 

76ANT 

163R 

163RG 

21890 Post transplantation 8 

62GK 

62GE 

79GT 

107W 

142TKH 

144KHA 

193AV 

253Q 

 43 1 1 6 mois 

EKA. M 67 13467 Post transfusion 2  
44KM 

163RG 
     7 0 0  

LEU. M 47 10951 Post transplantation 2  
44KM 

163RG 
     9 1 0 12 ans 

LUC. M 40 22517 Post transplantation 6 

44KM 

62QE 

76ANT 

144KR 

163R 

163RG 

      23 1 1 2 ans 

BAL. M 67 21244 

Post transfusion. 

Les éplets anti-

transplant A1 sont 

partagés avec le 

6 

144KR 

144K 

149AH 

166DG 

44KM 

163RG 
21519 Post transplantation 9 

62GK 

62GE 

107W 

127K 

142TKH 

 40 1 0 10 ans 
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A24 :02 du 

donneur. 

144K 

144KHA 

149AH 

150AAH 

BAR. F 49 2648 

Post 

transplantation. Les 

éplets anti-

transplants 

correspondent à des 

éplets partagés avec 

A2 et A24 

présentés par le 

greffon 

4 
149AH 

163RG 

44KM 

163R 
22499 Post transplantation 8 

62GK 

62GE 

107W 

127K 

142TKH 

144KHA 

149AH 

150AAH 

 32 1 1 1 jour 

BEL. M 42 18724 Post transplantation 3  

44KM 

163RG 

166DG 

22841 Post transplantation 3 

62GK 

62GE 

107W 

 33 1 1 1 an 

BRU. M 54 997 Post transfusion 1  163RG 7783 Post transplantation 5  

62GK 

107W 

127K 

142TKH 

144KHA 

22 1 0 8 ans 

CHA. F 54 11267 Post grossesse 4  

44KM 

62QE 

144KR 

163RG 

18403 Post grossesse 3  

62GK 

62GE 

107W 

22 0 0  

TOU. M 59 835 Post transfusion 3  

44KM 

149AH 

163RG 

21700 Post transfusion 7  

62GK 

107W 

127K 

142TKH 

144KHA 

149AH 

150AAH 

13 0 0  

Table 2 : caractéristiques de l'immunisation anti-HLA des patients inclus. Les éplets partagés entre les HLA-A1 et HLA-A2 chez un même patient 

sont matérialisés en gras. Les éplets étant partagés par moins de 3 molécules HLA sont matérialisés en rouge. MFI: mean fluorescence intensity 
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4.3.3 Isolement des cellules et données de cytométrie 

Tous les patients ont été prélevé de 50 mL de sang, directement sur l’abord vasculaire, avant le 

branchement au générateur de dialyse. A partir de ces prélèvements, la médiane [25th-75th] du 

nombre de cellules mononuclées était 42.7 millions [29.9-58.0]. Après enrichissement 

lymphocytaire B, 1.5 millions [0.7-2.0] de lymphocytes B étaient isolés puis marqués pour 

l’étape de cytométrie. La stratégie de gating pour le tri lymphocytaire est représentée en Figure 

1. 

 

 

Figure 1 : Stratégie de tri cytométrique 

Au sein des lymphocytes B CD19+, 77.1% [57.6-82.0] avaient un phénotype de lymphocyte B 

naïf CD27-IgD+, 10.3% [8.0-24.0] un phénotype de lymphocyte B mémoire switché CD27+IgD-

, 5.6% [2 8-8.0] un phénotype de lymphocyte B mémoire non switché CD27+IgD+, et 3.9% 

[3.4-8.0] un phénotype de lymphocyte B switché CD27-IgD+.  

Les lymphocytes doublement marqués par les dextramères HLA représentaient 0.07% [0.05-

0.09] des lymphocytes B CD19+ totaux. Au sein des lymphocytes doubles dextramères, la 

répartition entre les population naïve, mémoires switchée et non switchée, et CD27-IgD+ était 

comparable à celle des lymphocytes B CD19+ non dextramères marqués.  

La répartition de ces populations par patient est fournie dans la Table 3. 
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Le trieur cytométrique BD FACS Aria III fournit un décompte de cellules triées.  

Aussi, d’après le cytomètre, 655 [358-1541] cellules dextramère-doubles positives ont été triés 

par échantillon pour un total de 14837 cellules double marquées par les dextramères. Du fait du 

nombre de cellules par échantillon, ces cellules n’ont pu être recomptées manuellement. 

Néanmoins, la population de cellules B non marquées par les deux dextramères étant plus 

importante, ces dernières étaient recomptées manuellement avant d’être poolées au cellules 

dextramères positives en vue de la génération des émulsions de cellules uniques. Ainsi, il a pu 

être mis en évidence une discordance de -25.3% ± 19.7 entre le comptage du cytomètre et le 

comptage manuel. Aussi, il est estimé qu’environ 11000 cellules dextramères double-positives 

ont effectivement été chargées sur la piste du Chromium Controller 10x. 
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Répartition des sous-populations lymphocytaires B au sein des 

cellules CD19+ 
 

Répartition des sous-populations lymphocytaires B au sein des 
cellules CD19+, doubles dextamères+ 

Patient 
Lymphocyte B 

mémoire switché  
CD27+IgD- 

Lymphocyte B 
naïf  

CD27-IgD+ 

Lymphocyte B 
switché  

CD27-IgD+ 

Lymphocyte B 
mémoire non 

switché  
CD27+IgD+ 

Fréquence des 
lymphocytes 

double 
dextramères 

parmi les 
lymphocytes 

CD19+ 

Lymphocyte B 
mémoire 
switché  

CD27+IgD- 

Lymphocyte B 
naïf  

CD27-IgD+ 

Lymphocyte B 
switché  

CD27-IgD+ 

Lymphocyte B 
mémoire non 

switché  
CD27+IgD+ 

BAL. 8,2% 81,8% 7,5% 2,5% 0,07% 0,0% 75,0% 0,0% 25,0% 

BAR. 4,7% 89,8% 3,6% 2,0% 0,12% 0,0% 91,7% 8,3% 0,0% 

BEG. 7,0% 87,9% 2,5% 2,7% 0,14% 0,0% 92,3% 0,0% 7,7% 

BEL. 9,8% 81,3% 3,3% 5,6% 0,04% 4,8% 76,2% 2,4% 16,7% 

BOU. 7,2% 77,1% 11,6% 4,2% 0,54% 2,4% 85,4% 9,8% 2,4% 

BRU. 20,4% 51,4% 3,9% 24,3% 0,04% 0,0% 47,6% 4,8% 47,6% 

CAB. 34,5% 52,9% 9,7% 2,9% 0,04% 7,9% 76,3% 0,0% 15,8% 

CHA. 15,3% 67,4% 3,7% 13,5% 0,08% 3,9% 69,2% 0,0% 26,9% 

CLO. 31,6% 59,4% 7,1% 2,0% 0,05% 4,7% 83,7% 2,3% 9,3% 

EKA. 27,4% 55,8% 8,9% 7,9% 0,06% 12,2% 59,2% 14,3% 14,3% 

LE . 7,8% 82,2% 3,4% 6,5% 0,09% 6,8% 71,6% 2,3% 19,3% 

LEB. 41,0% 22,2% 9,0% 27,9% 0,09% 11,4% 41,8% 2,5% 44,3% 

LEU. 10,3% 77,4% 7,2% 5,0% 0,07% 3,4% 86,4% 5,1% 5,1% 

LUC. 13,7% 75,7% 3,5% 7,2% 0,05% 0,0% 87,5% 0,0% 12,5% 

TOU. 9,8% 80,4% 2,0% 7,8% 0,07% 0,0% 71,4% 0,0% 28,6% 

Moyenne ± 
déviation standard 

16,6% ± 11,6 69,5% ± 18,2 5,8% ± 3,1 8,1% ± 7,9 0,1% ± 0,1 3,8% ± 4,2 74,4% ± 15,1 3,5% ± 4,3 18,4% ± 14,1 

Médiane  
[1er-3ème quartiles] 

10,3% [8,0 - 23,9] 
77,1% [57,6 - 

81,6] 
3,9% [3,4 - 8,2] 5,6% [2,8 - 7,8] 

0,07% [0,05 - 
0,09] 

3,4% [0 - 5,9] 
76,2% [70,3 - 

85,9] 
2,3% [0 - 4,9] 15,8% [8,5 - 26,0] 

Table 3 : répartition des sous-populations lymphocytaires B CD19+ par patient, au sein de l’ensemble des cellules CD19+ et au sein des cellules 

doubles marquées par les dextramères 
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4.3.4 Données de séquençage 

Les premières analyses bio-informatiques ont permis d’obtenir le décompte des cellules 

effectivement encapsulées lors de la génération des émulsions, puis séquencées (Table 4). 

  Comptage par le cytomètre 

Comptage manuel et 
estimation d’un taux de 

succès d’encapsulation de 
50% 

Données issues du séquençage 

Série 
d'échantillons 

Patient 

Nombre de 
cellules 

théoriquement 
chargées sur 

le Chromium 
10x 

Nombre de 
cellules 

dextramères 
double-
positives 

théoriquement 
chargées 

Nombre de 
cellules 

dextramères 
double-

négatives 
théoriquement 

chargées 

Nombre 
estimé de 

cellules par 

patient 

Nombre 
estimé de 

cellules par 

série 

Nombre de 
cellules 

séquencées 

Pourcentage 
de cellules 
séquencées 

ayant un 
marquage 
hashtag 
patient 

Nombre de 
cellules 

séquencées 

par patient 

A 

BAL. 

5320 
1213 2408 1086 

1596 1981 96.1 
1343 

EKA. 282 566 254 333 
LEB. 291 561 256 227 

B 
BEG. 

5665 
1869 2000 1161 

1700 4229 84.8 
2200 

TOU. 596 1200 539 1386 

C 
BEL. 

5080 
655 2000 797 

1525 3089 56.3 
912 

BRU. 425 2000 728 826 

D 
BOU. 

3450 
561 1044 482 

1038 1300 85.4 
192 

BAR. 763 1089 556 918 

E 

CAB. 

4990 

149 295 133 

1497 2089 87.8 

0 
CLO. 203 274 143 0 
LEU. 2621 1448 1221 1833 

F 

CHA. 

10809 
1005 1600 782 

3243 2290 90.1 
531 

LUC. 2137 2000 1241 737 
LE . 2067 2000 1220 808 

Somme des 
cellules 

 35314 14837 20485 10599 10599 14978  12246 

Table 4 : nombre de cellules triées, chargées dans le Chromium 10x, et effectivement 

encapsulées et séquencées.  

4.4 Discussion 

Du fait des délais liés à l’analyse bio-informatique des données générées, seule la première 

partie des résultats est présentée ici.  

Au total, les cellules de 15 patients ont pu être séquencées. Ces patients présentaient une 

immunisation anti-HLA A1 et/ou anti-HLA A2 stable sur la base de tests Single antigen, et 

répondaient à la définition de patient hyper-immunisés sur la base d’un taux de greffon 

incompatible des 5 dernières années supérieur ou égal à 85%. 

 

En utilisant l’outil HLAMatchmaker, différents profils d’immunisation ont pu être mis en 

évidence. En effet, en appliquant cet outil aux résultats des sérums prélevés successivement au 
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cours du suivi des patients, la cinétique d’apparition des anticorps anti-éplet a été réalisée, 

permettant de suspecter l’évènement à l’origine de l’immunisation : post-transfusion, post-

grossesse, ou post-transplantation. De plus, il a été possible d’identifier si une immunisation 

anti-éplet A1 et/ou A2 était secondaire à une molécule HLA A1 ou A2 effectivement présentée 

par le greffon, ou si elle faisait suite à une immunisation contre un éplet partagé avec une autre 

molécule HLA, lorsque le greffon ne présentait pas la molécule A1 ou A2.  

 

La stratégie de tri a permis d’identifier en moyenne 0.1% ± 0.1 de lymphocytes B HLA-

spécifiques parmi les lymphocytes B CD19+ totaux, pour un total de 14837 cellules B HLA-

spécifiques. Cette faible fréquence de lymphocytes B HLA-spécifiques identifiés en cytométrie 

est en adéquation avec les données connues concernant les lymphocytes B HLA-spécifiques 

dans le cadre de la transplantation rénale145,146, ou peptide-spécifiques dans le cadre de 

l’immunité anti-SARS-CoV-2147, ou de l’immunité anti-bactérienne148. Cette faible fréquence 

de lymphocytes B HLA-spécifiques explique les difficultés à les explorer et donc à les décrire 

dans le cadre de la transplantation149. 

 

Le séquençage BCR dans une situation de transplantation rénale a déjà été étudié. En effet, 

Beausang et al. ont montré que chez les patients hyper-immunisés, il n’y avait pas de clone 

BCR prédominant parmi l’ensemble des lymphocytes B séquencés150. Néanmoins, aucune 

stratégie de tri HLA-spécifique n’était réalisée. Après administration de Rituximab, les auteurs 

montraient une diminution de ce répertoire B avec par ailleurs une augmentation de la 

proportion de lymphocytes B switchés. Ceci pourrait être expliqué par la non-sensibilité au 

Rituximab de cellules telles que les LLPC ayant un BCR très différencié responsables d’un 

répertoire d’anticorps plus restreint. Plus récemment, Pineda et al. ont réalisé une étude avec 

des prélèvements pré- et post-transplantation pendant 24 mois. Ils ont ainsi montré que les 

patients développant un rejet après transplantation avaient un répertoire BCR pré-

transplantation plus large, et qu’après transplantation celui-ci se restreignait avec une 

accumulation de variants au sein des séquences V(D)J et une augmentation de la clonalité 

comparativement aux patients ne développant pas de rejet151. Cette restriction de répertoire était 

présente dès les premiers mois post-transplantation, avec l’occurrence du rejet. Néanmoins, il 

s’agissait dans cette étude d’un séquençage bulk sans isoler spécifiquement les lymphocytes B 

HLA-spécifique, aussi aucune information sur les cellules sécrétrices d’anticorps n’était 

disponible. 
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Dans le cadre de cette thèse, l’analyse de lymphocytes B HLA-spécifiques à l’aide de la 

technologie Single cell va permettre d’étudier individuellement chaque cellule, en fournissant 

des informations quant aux variants V(D)J accumulés, au transcriptome de la cellule en 

identifiant environ les 1000 transcrits les plus exprimés, et aux marqueurs de membranes 

utilisés (ici HLA, CD27 et IgD). L’ensemble de ces informations permettra d’identifier des 

clusters de cellules selon leur phénotype membranaire, leur spécificité anti-HLA, et leur 

fonctionnalité suspectée du fait des transcrits exprimés. Le séquençage V(D)J permettra 

d’apprécier la diversité du BCR et la et la clonalité cellulaire au sein d’un échantillon patient, 

qui seront interprétés à la lumière du profil d’immunisation de chaque patient.  
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5 Discussion et perspectives 

Malgré une activité de recherche importante en immunologie de la transplantation, les outils 

utilisés pour évaluer le risque de rejet ou pour diagnostiquer celui-ci en pratique clinique sont 

peu nombreux et souffrent de différentes limites. 

Au cours de cette thèse, nous nous sommes appliqués à mieux comprendre la physiopathologie 

de la réponse B mémoire anti-HLA et à développer un outil de diagnostic moléculaire appliqué 

aux biopsies de greffons rénaux. 

 

Comme nous l’avons vu, les anticorps anti-HLA ne reflètent que partiellement le risque de rejet. 

L’impact de certaines caractéristiques de ces anticorps, comme les sous-classes IgG, sur leur 

pathogénicité a déjà été étudié, sans améliorer significativement le pouvoir prédictif du rejet de 

ces anticorps. Une des raisons pour cette faible association entre biologie et clinique pourrait 

être que les techniques actuelles de dosage des anticorps en pratique clinique ne reflètent pas 

avec justesse les cellules indirectement responsables de leur sécrétion. En effet, il a été montré 

que ces lymphocytes B mémoires, cellules elles-mêmes non sécrétrices d’anticorps, mais 

précurseur des cellules sécrétrices d’anticorps et accessibles dans la circulation périphérique 

sont hétérogènes en termes de phénotype et de fonction. Bien que les résultats définitifs des 

données issues du séquençage réalisé ne soient pas disponibles, nous avons pu identifier des 

lymphocytes B mémoires HLA-spécifiques chez des patients en attente de transplantation 

rénale, présentant une immunisation anti-HLA d’intensité et d’étiologie (transplantation, 

grossesse, transfusion) variable. Les résultats définitifs devaient permettre de mieux 

comprendre les mécanismes soutenant la réponse allo-réactive et aider à termes à mieux 

stratifier le risque immunologique des patients.  

 

Dans la deuxième partie du travail, nous avons donc développé un outil de PCR multiplex 

évaluant un panel restreint de gènes pour le diagnostic du rejet de greffe rénale et sa 

classification entre rejet cellulaire et rejet humoral. Nous avons ensuite appliqué cet outil à 

différentes situations cliniques, participant d’une part une validation externe, et d’autre part à 

l’exploration de l’intérêt de tels outils en pratique clinique.  

 

A ce jour, le diagnostic du rejet humoral repose sur l’observation de lésions histologiques peu 

spécifiques lorsqu’elles sont considérées une à une, et avec une faible profondeur de détails : 

absence de typage cellulaire, non évaluation des sous-types d’immunoglobulines, absence de 



 118 

mise en évidence d’un DSA au sein du greffon et d’indentification du DSA responsable : anti-

HLA classe 1 ou 2, antigènes mineurs…  

Le phénotypage moléculaire des biopsies de greffons rénaux en utilisant de larges panels tels 

que le MMDx ou le B-HOT panel nous donne donc accès à une nouvelle strate d’informations 

nous permettant de mieux comprendre les voies physiopathologiques du rejet. Dans le cadre du 

rejet humoral, trois sous-types sont reconnus à ce jour : actif, chronique-actif et chronique-

inactif, la lésion signant un rejet dit chronique étant la multi-lamellation de la membrane basale. 

Il semble exister une chronologie entre ces trois phénotypes. Pourtant, certains patients vont 

d’emblée présenter des stigmates de chronicité sans que ce type de présentation clinique ne soit 

réellement expliqué. De même, en intégrant des données non histologiques, on perçoit que ces 

catégories mélangent différents phénotypes de patients : rejet infra-clinique, lentement 

progressif, répondeur ou non à un traitement, AMR actif précoce avec DSA pré existant mettant 

en jeu des réponses B mémoires versus AMR actif tardif avec DSA de novo162… Il est probable 

que le phénotypage moléculaire de ces différentes catégories diagnostiques apporte des 

éléments de réponse permettant de mieux comprendre et refléter cette hétérogénéité : signal 

moléculaire de chronicité peu en faveur d’une réponse aux traitements, différenciation de 

processus pathogènes comme les AMR liés à un DSA et les AMR secondaires au missing self, 

réduction de l’ambiguïté concernant les rejets mixtes (co-incidence d’un AMR et d’un TCMR 

ou autre voie spécifique), identification de signaux cellulaires spécifiques163. 

 

A côté de ces considérations concernant l’affinage des connaissances physiopathologiques, 

l’utilisation éventuelle de tels outils en pratique clinique soulève d’autres questions.  

D’un point de vue technique, au même titre que l’évaluation histologique du greffon souffre 

d’une variabilité inter observateur, la reproductibilité de ces tests doit être évaluée. Au-delà du 

test en lui-même, la phase pré-analytique peut varier d’un centre à l’autre (modalités de fixation 

de la biopsie, de préservation des blocs dans le cadre d’une évaluation sur FFPE, d’extraction 

de l’ARN…), modifiant les caractéristiques de l’ARN extrait en termes de tailles des fragments, 

concentration et pureté, et modifiant potentiellement les résultats d’un même test de biologie 

moléculaire. Aussi, il n’y a pas à ce jour de recommandations quant aux caractéristiques 

requises pour permettre une évaluation moléculaire, par analogie avec les critères définissant 

les biopsies adéquates pour rendre un diagnostic selon le Banff.  

 

Concernant la phase analytique, la multiplicité des plateformes et leurs caractéristiques 

intrinsèques questionnent sur la possibilité de standardisation des résultats obtenus par l’une ou 
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l’autre de ces techniques, et donc sur les possibilités de comparaison inter-centres. Par exemple 

le MMDx utilise un fragment de biopsie conservé dans du RNAlater et implique une étape 

d’amplification de l’ADN, alors que le B-HOT panel du Nanostring utilise un fragment de 

biopsie fixé, ce qui risque de fragmenter les ARNm, et mesure directement les ARNm sans 

étape de pré-amplification. Dans la première étude menée ici, nous avons montré une 

corrélation imparfaite entre les résultats bruts du panel de gènes fournis par la RT-MLPA et par 

le B-HOT panel du Nanostring, bien que l’interprétation globale de ces résultats via l’utilisation 

du classifier était comparable dans 80% des biopsies.  

 

Une des étapes pour l’amélioration de l’accessibilité des outils de biologie moléculaire est la 

réduction du nombre de gènes évalués. Les deux outils actuellement sur le marché évaluent 

plusieurs centaines de gènes, augmentant le coût des technologies. Il est probable qu’un panel 

restreint de gènes suffise pour le diagnostic des principales entités décrites par le Banff. Dans 

l’étude de Beadle et al, les auteurs ont évalué 349 biopsies à l’aide du B-HOT panel (770 gènes). 

A l’aide d’un modèle d’apprentissage supervisé, un panel de 9 gènes a pu être identifié au sein 

de ce panel, avec de bonnes performances de diagnostic du rejet humoral. La même équipe 

avait précédemment identifié un panel de 10 gènes évalués en RT-PCR, aussi pour le diagnostic 

de rejet humoral. Dans un autre travail non publié de Jasper Callemeyn et Maarteen Naesens, 

des performances diagnostiques satisfaisantes étaient obtenues en évaluant uniquement 2 gènes 

pour le diagnostic de rejet humoral. Ces études sont néanmoins focalisées sur le diagnostic du 

rejet humoral. Aussi, il est probable qu’un panel trop restreint de gènes induise une trop grande 

perte d’information et réduise l’utilisation du diagnostic moléculaire à une seule question avec 

une réponse binaire : diagnostic de l’AMR, diagnostic du TCMR, stratification actif/chronique 

actif/chronique inactif… Comparativement, le panel de 17 gènes mis en place ici permet de 

classer les biopsies en trois catégories : AMR, TCMR et contrôle. Aussi, un compromis sera 

probablement à trouver entre nombre restreint de gènes afin de diminuer le coût de la technique, 

mais suffisant pour permettre de répondre aux différentes situations cliniques rencontrées. A ce 

jour, il n’a pas encore été identifié de « panel universel » restreint. 

 

L’impact clinique de tels outils n’est pas non plus défini en termes de volume de biopsies 

pouvant changer de catégorie après évaluation moléculaire et de pronostic de ces biopsies. Dans 

la 2ème étude de cette thèse, nous avons évalué cet impact à une échelle monocentrique pour les 

biopsies suspectes de rejet humoral. Se faisant, nous avons pu montrer qu’environ 10% des 

biopsies de notre centre aurait dû bénéficier d’une évaluation moléculaire, et que celle-ci était 
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en faveur d’un rejet humoral dans 50% des cas. A une plus grande échelle, et en étendant les 

indications de la biologie moléculaires à d’autres situations (TCMR, biopsies avec dépôts de 

C4d sans signes de rejet, biopsies optiquement normales mais faite devant l’apparition d’un 

DSA…), la proportion de biopsies pour lesquelles l’évaluation moléculaire pourrait être 

intéressante n’est pas connue. Aussi, il est difficile à ce jour de juger de la rentabilité 

diagnostique et de l’impact financier de l’implémentation de tels outils. 

 

Une autre limite majeure de l’utilisation des outils de biologie moléculaire, que ce soit dans le 

cadre de la description de voies physiopathologiques ou dans le cadre du soin courant est celle 

d’un gold-standard imparfait. En effet à ce jour celui-ci est l’évaluation histologique guidée par 

la classification de Banff, définissant un nombre limité de catégories diagnostiques. Les limites 

de cette classification ont été précédemment décrites : biais d’échantillonnage et limites 

techniques, variabilité intra- et inter-individuelle, spécificité restreinte des lésions, erreurs dans 

l’utilisation des recommandations. A côté de ces limites, les modifications régulières de la 

classification questionnent. Celles-ci sont effectuées après publications d’études fondamentale 

et/ou cliniques concordantes par au moins deux équipes, permettant théoriquement d’assurer 

un niveau de preuve suffisant.  

Pourtant, en étudiant la première classification de Banff de 1991, on remarque que les lésions 

histologiques définies sont globalement les mêmes qu’en 2023 (g, t, i, v, ah, cg, ci, ct, cv), et 

que les descriptions des rejets TCMR, AMR et la qualification « chronique » de l’AMR ont 

finalement peu évolué depuis126 (Figure 11). En remontant plus en amont encore, on retrouve 

la description histologique du premier rejet de greffe rénale mis en évidence en 1953, décrivant 

un infiltrat interstitiel lymphocytes, un épaississement de la membrane basale glomérulaire, et 

une nécrose tubulaire aiguë sévère164.   
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Figure 11 : classification de Banff en 1991. Figure issue de Solez et al126. 

Aussi, il apparait que les évolutions de la classification de Banff correspondent plus à 

l’accumulation successives de nouvelles couches d’informations sur une base ancienne qu’à 

une modification en profondeur des critères diagnostic du rejet.  

Le rationnel de ces catégories diagnostiques décrites il y a plus de 30 ans peut être questionné. 

Dans deux études récentes de Vaulet et al.165,166 reprenant plus de 3500 biopsies d’entrainement 

et 3800 biopsies de validation, les auteurs ont réalisé une méthodologie de clustering basé sur 

le score de Banff, la présence de DSA et la perte de greffon, indépendamment de la catégorie 

diagnostique définie par le Banff. En se concentrant sur les lésions aiguës (t, i, v, g, ptc, 

thrombis, dépôts de C4d et DSA), les auteurs ont décrit 6 clusters matchant partiellement avec 

ceux définis par le Banff. Pour certains de ces clusters, une forte association avec les groupes 

définis par le Banff était retrouvée. Par exemple un des clusters est composé de biopsies 

optiquement subnormales et ayant un bon pronostic. Dans ce cluster, on retrouvait plus de 90% 

des biopsies dites normales d’après la classification de Banff et 80% des biopsies dites 

« borderline pour le rejet cellulaire », renforçant le rationnel des catégories du Banff. A 

contrario, les AMR définis par le Banff étaient répartis équitablement en deux clusters : un 

premier consistant en biopsies DSA+ associées à des lésions mineures (t, g ou ptc scorées 0 ou 

1) et de plutôt pronostic, et un cluster DSA+ MVI+ de moins bon pronostic. D’autres clusters 

ne trouvaient pas de résonnance avec une catégorie du Banff, par exemple un cluster fait de 

biopsies présentant une glomérulite isolée et de bon pronostic. Enfin, près de 10% des biopsies 
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dites normales par la classification de Banff sont retrouvées dans le cluster numéro 4, dans 

lequel sont aussi retrouvé 46% des biopsies AMR (Figure 12). 

 

 

Figure 12 : représentation de l’analyse en composante principale, calculée à partir des lésions 

histologiques et de la présence de DSA, indépendamment des catégories diagnostiques définies 

par les recommandations de Banff et de la survie des greffons, superposée au clustering semi-

supervisée (haut, gauche) et au catégories diagnostiques définies par la classification de Banff 

de 2019 (haut, droite). Le tableau décrit la distribution des biopsies classées selon le Banff au 

sein des clusters. 

Du fait des limites de l’évaluation histologique, de la classification de Banff, et des différences 

mises en évidences dans les études de Vaulet et al. entre classification diagnostique selon le 

Banff et classification selon les données histologiques, DSA et survie de greffon, on peut 

questionner le rationnel d’appliquer les outils de biologie moléculaire à des groupes de biopsies 

définis par le Banff. En effet, les études actuelles visent à phénotyper ces catégories 

diagnostiques, permettant d’associer à chacune d’entre elle une signature moléculaire. Ceci 

pourrait donc se heurter à deux questions : phénotyper un groupe diagnostic du Banff comme 

l’AMR, sans subdiviser selon des groupes décrits (AMR précoce versus tardif, chronique ou 

non, infra clinique ou avec insuffisance rénale, DSA de novo ou préformé…) permet-il de 

dépeindre correctement un tableau moléculaire, et comment réagir face à une discordance entre 

diagnostic histologique et diagnostic moléculaire ?  
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Le groupe d’Alerta a rapporté qu’au sein d’une cohorte prospective de 1 679 biopsies, les 

résultats histologiques et les résultats du MMDx étaient discordants dans 37% des cas167. Dans 

cette étude, il n’y a pas de conclusions précises sur les raisons de ces discordances, mais on 

peut suspecter que le diagnostic histologique, actuel gold-standard, soit mis en défaut.  

Plusieurs études ont pointé des situations de discordances entre diagnostic histologique et 

moléculaire, en faveur du diagnostic moléculaire.  

Tout d’abord le deuxième article de cette thèse, où des biopsies suspectes d’AMR mais classée 

stricto-sensu en contrôle d’après le Banff présentaient une signature moléculaire d’AMR, avec 

une survie greffon en faveur d’un processus humoral et non d’un contrôle.  

Dans la catégorie « dépôts de C4d sans signes de rejet », Dominy et al. ont mis en évidence une 

positivité du signal moléculaire pour l’AMR dans près de 20% des biopsies, avec une moindre 

survie sans AMR et un odd ratio de 16.3 (1,3-210,6), p = 0.03, pour la survenue ultérieure d’un 

AMR168.  

Concernant les biopsies « borderline for TCMR », il a été montré que 40% de ce biopsies 

présentaient un signal moléculaire de rejet (TCMR, AMR ou mixte) d’après le MMDx, sans 

analyse de survie réalisée169. 

Enfin, isolant les biopsies présentant de l’inflammation dans les zones d’atrophie tubulaire et 

de fibrose (i-IFTA), 36% de ces biopsies répondaient aux critères histologiques d’AMR, 

proportion augmentant à 56% en utilisant le MMDx170. 

Des incertitudes existent donc quant au diagnostic final lorsque l’histologie et l’évaluation 

moléculaire sont discordants. Pourtant, ce sont les situations dans lesquelles le diagnostic 

moléculaire serait le plus rentable, puisque pour les cas concordants, le diagnostic moléculaire 

dans sa forme actuelle (diagnostique et non pronostique) n’aurait pas de valeur ajoutée. 

 

Il faut mentionner un dernier obstacle à l’implémentation des outils de biologie moléculaire en 

pratique clinique. Il est supposé que ces outils permettront d’améliorer le diagnostic, 

principalement du rejet, des patients transplantés rénaux. Cependant, les traitements actuels du 

rejet, en particulier l’AMR, sont décevants avec une survie du greffon médiocre171. On peut 

supposer que les difficultés à mettre en évidence un traitement efficace du rejet humoral 

peuvent être dues en partie à l’hétérogénéité des biopsies au sein d’une catégorie définie par le 

Banff. Aussi, le diagnostic moléculaire pourrait affiner le diagnostic du rejet humoral, 

identifiant des voies physiopathologiques précises pouvant être ciblées par des thérapeutiques 

particulières. Néanmoins il n’existe pas à ce jour d’essai clinique guidé par l’outil moléculaire 
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permettant d’évaluer si l’ajout de cette modalité diagnostique impacte in fine la survie du 

greffon rénal.  

 

Au total, le diagnostic moléculaire offre de nouvelles perspectives dans le diagnostic du rejet 

de greffe rénale, que ce soit dans le cadre de la description de voies physiopathologiques, ou 

alors dans la prise en charge des patients transplantés rénaux. Néanmoins, le développement de 

ces outils n’est que récent, et leur utilisation est encore limitée. De ce fait, la place et l’impact 

de ces nouveaux outils en clinique ne sont pas encore connus. A travers cette thèse, nous avons 

voulu développer un test compatible avec la pratique clinique et apporter des éléments de 

réponse quant au bénéfice d’implémenter un tel outil en routine.  Sur la base de ces résultats, il 

semble possible pour un centre de transplantation rénale de se doter d’un outil de biologie 

moléculaire afin de diagnostiquer une proportion de rejets non diagnostiqués par les techniques 

histologiques standards. Il reste à analyser l’impact de l’utilisation de ces outils à une plus large 

échelle et de manière prospective, et à déterminer si le diagnostic de rejet via l’utilisation 

d’outils moléculaire modifie la prise en charge et à terme la survie du greffon. 
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6 Conclusions 

Le rejet de greffe, en particulier humoral, reste la première cause de perte de greffon rénaux en 

2023, pourtant, les mécanismes immunologiques responsables ces rejets sont mal compris, et 

les modalités diagnostiques du rejet souffrent de différentes limites 

 

L’étude des cellules effectrices d’une partie de ces rejets, les lymphocytes B mémoires, se 

heurte à des difficultés techniques du fait de leur faible fréquence dans la circulation 

périphérique. En utilisant une technique de séquençage en cellules uniques, nous avons pu isoler 

des lymphocytes B mémoires HLA-spécifiques chez des patients immunisés en attente de 

transplantation d’organe. L’étude phénotypique et transcriptomique de ces cellules ainsi que le 

séquençage du BCR devraient permettre d’étudier l’hétérogénéité phénotypique et 

fonctionnelles de ces cellules, déjà rapportée dans le champ des maladies infectieuses, mais non 

encore explorée dans le cadre de l’allo-réactivité. Ces résultats devraient aider à mieux rendre 

compte du risque immunologique individuel.  

 

Dans la seconde partie de ces travaux, un test de diagnostic moléculaire utilisable en routine a 

été mis en place. Ces outils, pourtant recommandés par le consortium de Banff, ne sont pas 

utilisés en pratique clinique, du fait entre autres de leur complexité d’utilisation. En développant 

un outil de diagnostic moléculaire revêtant des caractéristiques compatibles avec son 

implémentation en pratique clinique, nous avons visé à améliorer les modalités diagnostiques 

du rejet, en particulier humoral. Dans un second temps, nous avons montré que ces outils ont 

un intérêt en pratique clinique, puisqu’ils permettent de mettre en évidence une certaine 

proportion de rejets non diagnostiqués par les techniques usuelle de néphropathologie.  

 

Ce travail devrait ainsi contribuer à un raffinement de la stratification du risque immunologique 

des patients en attente de transplantation rénale, et à une amélioration du diagnostic du rejet.  
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8 Annexes 

8.1 Article “Daratumumab for antibody-mediated rejection: is it time to target 

the real curpit?” 

Cet article rapporte le cas d’une patiente hyper-immunisée avec DSA pré-existants à la 
transplantation, et illustre l’intérêt potentiel d’une utilisation en pratique courante d’un outil de 
biologie moléculaire.  
 
Une biopsie protocolaire a été réalisée à 8 jours post-transplantation, classée en non-rejet 
d’après les recommandations de Banff. 
Une seconde biopsie a été réalisée à 3 mois devant une dégradation de fonction, celle-ci 
présentait les caractéristiques d’un rejet humoral. 
Une troisième biopsie a été réalisée après traitement du rejet humoral, avec un phénotype 
intermédiaire. 
 
Ces trois biopsies ont été rétrospectivement analysées avec le panel de gène développé RT-
MLPA. Les deux premières biopsies présentaient un signal moléculaire de rejet humoral, qui 
n’était plus présent sur la troisième biopsie post-traitement. Si la biologie moléculaire avait été 
réalisée de manière prospective lors de la première biopsie, celle-ci aurait présenté l’ensemble 
des critères pour être considérée comme un rejet humoral.  
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A B S T R A C T

We report the case of a sensitized woman who underwent successful transplantation after a

desensitization protocol, with an optically normal 8-day biopsy. At 3 months, she developed

active antibody-mediated rejection (AMR) due to preformed donor-specific antibodies. It

was decided to treat the patient with daratumumab, an anti-CD38 monoclonal antibody. The

mean fluorescence intensity of donor-specific antibodies decreased, pathologic signs of

AMR regressed, and kidney function returned to normal. A molecular assessment of bi-

opsies was retrospectively performed. By doing so, regression of the molecular signature of

AMR was evidenced between the second and third biopsies. Interestingly, the first biopsy

revealed a gene expression profile of AMR, which helped retrospectively classify this biopsy

as AMR, illustrating the relevance of molecular phenotyping of biopsy in high-risk situations

such as desensitization.

1. Case report

We report the case of a 48-year-old woman requiring hemo-

dialysis since 2016. She had 9 pregnancies, leading to the

development of anti-human leukocyte antigen (HLA) class I and

class II antibodies, resulting in a calculated panel-reactive anti-

body status of 100%.

After 5 years on the kidney transplant (KT) waiting list, a

desensitization protocol was initiated.1 Rituximab at 375 mg/m2

was administrated, and 2 weeks later, immunoadsorption was

Abbreviations: AMR, antibody-mediated rejection; DSA, donor-specific antibody; KT, kidney transplant; MFI, mean fluorescence intensity; SCr, serum creatinine; POD, postoperative day; TCMR, T

cell–mediated rejection.
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started (Globaffin, Fresenius; total plasma volume treated, 100

mL/kg per session, 5 sessions a week for 2 weeks, and later 3

sessions weekly until KT, coupled with hemodialysis), without

intravenous immunoglobulins, according to local practices.2

Anti-HLA antibodies were monitored weekly using the Labscreen

single antigen bead assay (One Lambda). For each anti-HLA

antibody with a mean fluorescence intensity (MFI) of <5000,

the corresponding antigen was considered acceptable3 (Sup-

plementary Material).

Six weeks later, a kidney from a 33-year-old deceased donor

was allocated. The panel-reactive antibody calculated on this day

decreased to 98%. In serum sampled on the day of KT, 5 donor-

specific antibodies (DSAs) were evidenced (Table). T- and B-cell

flow cytometric cross-matches were positive in serum collected

prior to desensitization therapy (ratio, 1.78 and 4.78, respec-

tively) and on the day of transplantation (ratio, 1.64 and 3.29,

respectively) (Supplemental Material). In these sera,

complement-dependent cytotoxicity cross-matches were nega-

tive. Induction immunosuppressive treatment included 100 g of

thymoglobulin from postoperative day (POD) 0 to 5 and pulse

corticosteroids (500 mg before surgery and 125 mg on POD 0).

The maintenance immunosuppressive regimen was a combina-

tion of tacrolimus (trough levels of 8-10 ng/mL), mycophenolate

mofetil (1000 mg daily), and corticosteroids (10 mg daily). Rit-

uximab at 375 mg/m2 was reinfused on POD 6. On day 8, the

level of serum creatinine (SCr) reached a plateau at 59 μmol/L,

and a protocol KT biopsy was performed. Pathologic examination

revealed mild, acute tubular necrosis, without microvascular

inflammation; C4d staining was negative; and DSAs were posi-

tive, without rebound. No specific treatment was initiated, and the

patient was discharged.

Then, kidney function progressively deteriorated to an SCr

level of 113 μmol/L, with proteinuria with 0.1 g/g of creatininuria at

3 months. A KT biopsy was performed, which showed glomer-

ulitis (g2) and peritubular capillaritis (ptc1), without C4d staining.

DSA were still positive, without de novo DSAs. According to the

Banff recommendations, the diagnosis of active antibody-

mediated rejection (AMR) was made. The patient was treated

with 5 immunoadsorption sessions, and maintenance immuno-

suppression was similarly maintained.4 The MFI of DSAs

decreased, and immunophenotyping showed no persistent

CD19þ B cells. Considering that the previously administered

rituximab did not deplete B-cell subsets that do not express

CD20þ, such as plasmablasts and short-lived or long-lived

plasma cells, in the face of DSA secretion persistence, it was

decided to treat the patient with daratumumab. Daratumumab at

16 mg/kg was infused weekly, starting 1 week after the last

immunoadsorption session, for 7 weeks (the eighth-last infusion

was canceled because of concomitant pyelonephritis). Four

weeks after the first infusion, B-cell lymphopenia (<5/mm3),

T-cell lymphopenia (78 CD3þ/mm3), and increased activation of

CD4þ and CD8þ T cells were observed. Indeed, 7% of CD4þ and

41% of CD8þ T cells expressed the early activation marker CD69

(compared with 1% and 21%, respectively, at baseline), whereas

CD25 expression was observed in 54% of CD4þ and 8% of CD8þ

T cells (versus 40% and 0%, respectively, at baseline). After the

last daratumumab infusion, the MFI of DSAs was reduced. At

month 6 after KT, the SCr level decreased to 68 μmol/L (Fig. 1),

and a new KT biopsy was performed, which showed regression

of microvascular inflammation (glomerulitis scored g2, peri-

tubular capillaritis scored ptc1), without arterial intimal thickening

or transplant glomerulopathy and with negative C4d staining.

Figure 1. Timing of the pretransplant and posttransplant interventions. Rituximab at 375 mg/m2 was administrated 2 weeks before the beginning of

immunoadsorption and was reinfused on day 6 after transplantation. Before kidney transplantation, immunoadsorption was performed using Globaffin

columns (Fresenius). The total plasma volume treated was 100 mL/kg per session, 5 sessions a week for 2 weeks, and later 3 sessions weekly until

kidney transplantation, coupled with hemodialysis. For antibody-mediated rejection treatment, 5 immunoadsorption sessions were performed, and

daratumumab at 16 mg/kg was infused weekly for 7 weeks. After treatment, kidney function returned to normal and histologic signs of antibody-

mediated rejection regressed. ATN, acute tubular necrosis; DSA, donor-specific antibody; g, glomerulitis; IAD, immunoadsorption; KT, kidney trans-

plantation; Prot, proteinuria (expressed as g/g of creatininuria); ptc, peritubular capillaritis; RT-MLPA, reverse transcriptase multiplex ligation-dependent

probe amplification; RTX, rituximab; SCr, serum creatinine.
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At that time, our center had developed a molecular assay for

the diagnosis of KT rejection using formalin-fixed, paraffin-

embedded KT biopsies.5 The 3 biopsies were retrospectively

assessed using this assay. The biopsy performed at month 3 had

a gene expression profile of AMR, in line with microscopic ex-

amination findings. The biopsy performed after AMR treatment,

showing regression of AMR-related lesions, no longer presented

a molecular profile of AMR. The first protocol biopsy performed

on day 8 had a molecular profile of AMR. Considering optical

microscopy findings, anti-HLA DSAs, and this molecular profile,

the first protocol biopsy was, therefore, retrospectively consid-

ered as active AMR (Fig. 2).5 This illustrates the relevance of

molecular phenotyping of biopsy to provide diagnosis of AMR,6

especially in high-risk situations such as desensitization.

At 12 months after KT, the patient was doing well, with an SCr

level of 67 μmol/L.

2. Discussion

Consensual treatment of active AMR is based on plasma-

pheresis, intravenous immunoglobulins, and optional rituximab to

remove circulating antibodies and limit their de novo production.4

However, this strategy may be inefficient to deplete B-cell

subsets responsible for sustained antibody secretion. Indeed,

mature B-cell response requires the formation of a germinal

center. In this center, differentiation of long-lived plasma cells,

which produce high-affinity IgG immunoglobulins, and memory B

cells occurs. After antigenic restimulation, memory B cells rapidly

differentiate into high-affinity, IgG-secreting, short-lived plasma

cells and can generate secondary germinal centers.7 The

membrane phenotypes of these cells influence their sensitivity to

therapeutics used in transplantation. Indeed, rituximab targets

CD20þ cells, depleting precursors of antibody-secreting cells,

including memory B cells, but does not directly target long-lived

plasma cells.

Plasmablasts, plasma cells, and, to a lower extent, memory

B cells express the membrane protein CD38. Because CD38 is

highly expressed by myeloma cells, it has been proposed as a

target in the treatment of myeloma, leading to the development

of daratumumab, a human anti-CD38 IgG1k monoclonal anti-

body. This therapy depletes CD38þ cells through antibody-

dependent, cell-mediated cytotoxicity; complement-dependent

cytotoxicity; and apoptosis and is associated with a decrease

in antibody levels.8 Its efficiency in myeloma has been

demonstrated, with a higher complete response rate and

improvement in progression-free survival, leading to its

Figure 2. Optical microscopy, immunofluorescence, and molecular biology assessment of 3 consecutive kidney transplant biopsies. The reverse

transcriptase multiplex ligation-dependent probe amplification assay enables simultaneous evaluation of a restricted panel of genes. For the molecular

assessment of kidney transplant biopsies, a 17-gene panel was used,5 including endothelial-associated genes (PLA1A, ROBO4, CAV1, and PECAM),

natural killer cell–associated transcripts (CCL4, KLRD1, FCGR3, and GNLY), monocyte/macrophage-associated genes (CD68, CCL18, and ADAM-

DEC1), inflammation-related transcripts (CARD16 and CXCL11), T-cell–associated transcripts (CTLA4, PRF1, and IFNG) and B cell–related transcripts

(CD72). A support vector classifier has been previously developed to facilitate molecular data interpretation. Using this classifier, the molecular profiles

of the first and second biopsies were compatible with antibody-mediated rejection. The third biopsy no longer presented a molecular profile of

antibody-mediated rejection. Considering optical microscopy findings, anti-human leukocyte antigen donor-specific antibodies, and the molecular

profile, the first protocol biopsy was retrospectively considered an active antibody-mediated rejection. ATN, acute tubular necrosis; C4d, C4d deposit

assessed by immunofluorescence; DSA, donor-specific antibody; g, glomerulitis; NK, natural killer; ptc, peritubular capillaritis.
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widespread use both in newly diagnosed and relapsed or re-

fractory myeloma.9-12 Considering the efficiency of dar-

atumumab in depleting nonmalignant antibody-secreting cells,

it has also been successfully used in several

antibody-mediated diseases13 such as autoimmune hemolytic

anemia, systemic lupus erythematosus, cold agglutinin dis-

ease, and Evans syndrome.14-16

In transplantation, daratumumab was evaluated in an exper-

imental model of desensitization prior to KT.17 In this study,

daratumumab led to a decrease in preformed DSAs and plas-

mablast count. The authors also reported their experience of 2

AMR cases unresponsive to the standard of care, in which dar-

atumumab infusions led to a decrease in DSAs and intragrafts

plasma cells, with clinical improvement. The use of daratumumab

in AMR with de novo DSAs has also been reported in 4 case

reports in heart and kidney transplantation and appeared to

successfully decrease the MFI of DSAs and pathologic signs of

rejection.18-22

In the case we report, AMR was attributed to persistent

preformed DSAs despite the desensitization protocol, which

decreased ~2 folds after CD38-depleting therapy concomitantly

to reversion of functional, molecular, and pathologic AMR. This

is in line with the concept that sustained production of patho-

genic alloantibodies may originate predominantly from long-

lived plasma cells differentiated following intense immunizing

events such as pregnancy.23 Given the relative ineffectiveness

of current treatments, it is likely that such treatments targeting

these antibody-secreting cells will find a place, in combination

with other B cell–depleting therapies, in both AMR and

desensitization.

These results seem promising; however, attention should be

paid to the possible risk of T cell–mediated rejection (TCMR)

following daratumumab use. Here, no TCMR episode occurred.

However, Scalzo et al24 recently reported the case of a patient

treated prior to KTwith daratumumab as maintenance therapy for

multiple myeloma. Four days after KT, performed 2 weeks after

the last daratumumab infusion, the patient underwent grade IIB

TCMR, which was successfully treated with thymoglobulin. In

another case report, Doberer et al20 reported the coincidence of

multiple myeloma and chronic, active AMR 13 years after KT.

Daratumumab infusion led to regression of both myeloma and

AMR; however, a protocol biopsy performed 3 months after

daratumumab initiation revealed subclinical tubulointerstitial in-

filtrates, which decreased after steroid pulse therapy. Finally, the

occurrence of TCMR was also observed in a primate model of

daratumumab-based desensitization before KT.17

This case illustrates the challenging management of highly

sensitized patients receiving KT, who require close monitoring for

AMR occurrence. To this end, recent diagnostic tools, such as

molecular assessment of biopsy, are useful. Finally, dar-

atumumab, which directly targets antibody-secreting cells rather

than their precursors, may be of interest in desensitization and

AMR treatment.
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8.2 Autres articles publiés pendant cette thèse, sans rapport direct avec celle-ci 

Dans cette section, seule la première page de chaque article est présentée. 

 
8.2.1 Switch from calcineurin inhibitors to belatacept in kidney transplant 

patients with chronic-active antibody mediated rejection results in 

lower decline in kidney function at three years 
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Abbreviations

AMBR  Antibody Mediated Rejection

ca-ABMR  chronic-active Antibody Mediated Rejection

CNI  Calcineurin Inhibitors

D0  Day 0

DSA  Donor Specific

eGFR  estimated Glomerular Filtration

HR  Hazard Ratio

KT  Kidney Transplantation

MFI  Mean Fluorescence Intensity

Donor Specific Antibodies (DSA) bind to the donor endothe-

lial cells, ultimately resulting into allograft vasculopathy, 

the canonical lesion of chronic-active ABMR (ca-ABMR). 

Another source of chronic endothelial damages in the scope 

of kidney transplantation (KT) is the use of Calcineurin 

Inhibitors (CNI). In this setting, Belatacept, a co-stimu-

lation blockade molecule, has emerged as an interesting 

alternative, improving eGFR in situations of impaired graft 

endothelium, such as Extended–Criteria Donors and chronic 

vascular changes [1]. Moreover, recent studies broaden indi-

cations of Belatacept to patients with a high immunological 

risk with benefits in reducing DSA titer [2]. Therefore, we 

conducted a retrospective multicentric study to assess the 

beneficial effect on KT function and survival of a switch 

from CNI to Belatacept in case of ca-ABMR.

Based on pathology databases from four KT centers, 

all KT biopsies performed between 2007 and 2020 were 

screened and selected when they met all ca-ABMR diagnosis 

criteria according to Banff 2019 classification. All patients 

with a diagnosis of ca-ABMR and switched to Belatacept 

were included. The control group consisted of all patients 

from Rouen pathological database with a histological diag-

nosis of ca-ABMR who remained on CNI. Day 0 (D0) was 

the day of the biopsy. Detailed method is available in sup-

plementary data 1.

Nineteen patients were switched to Belatacept at the 

time of ca-ABMR diagnosis and compared to 58 control 

patients. Baseline characteristics are detailed in supplemen-

tary table S1.

There was one death in the control-group at month-16, 

with functioning KT. After the diagnosis of ca-ABMR, there 

was no acute rejection in any group. At one, two and three 

years, death-censored KT survival in the Belatacept-treated 
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8.2.2 Lesson for the clinical nephrologist: immune monitoring of human 

JC-polyomavirus in kidney transplantation 
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CMV  Cytomegalovirus

EBV  Epstein Barr virus
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KT  Kidney transplantation

PML  Progressive multifocal leukoencephalopathy

PRES  Posterior reversible encephalopathy syndrome

MMF  Mycophenolate mofetil

MRI  Magnetic resonance imaging

The case

We report the case of a 53-year-old woman who under-

went kidney transplantation (KT) for IgA nephropathy in 

2012, from a 59-year-old deceased donor. After induction 

with anti-thymocyte globulin (ATG, 100 mg/day for 5 days), 

the immunosuppressive regimen included mycophenolate 

mofetil (MMF) 2 g/day, tacrolimus (trough levels 8–10 ng/

mL) and corticosteroids (10 mg/day). Cytomegalovirus 

(CMV) serology was negative in the recipient and donor, 

Epstein-Barr Virus serology was positive for both. On 

day-38, she developed Posterior Reversible Encephalopa-

thy Syndrome (PRES). After excluding other etiologies 

of PRES, tacrolimus was discontinued and replaced by 

belatacept. Following the switch, neurological symptoms 

rapidly receded, and hospital discharge occurred on day-74. 

Several cerebral Magnetic Resonance Imaging (MRI) were 

performed until total regression of PRES lesions.

After KT, she developed three herpes zoster recurrences, 

Bowen’s disease and Norovirus gastroenteritis, requiring a 

decrease in MMF dosage to 500 mg/day.

In August 2017, she complained of vertigo. A cerebral 

MRI found abnormalities evocative of Progressive Multifo-

cal leukoencephalopathy (PML) (Fig. 1a), which was con-

firmed by the detection of JCV RNA in the cerebrospinal 

fluid. Belatacept and MMF were then withdrawn (latest 

injection end-September) and corticosteroids were main-

tained at 10 mg/day. Concomitantly, total lymphocyte count 

was 0.160 G/L.

To assess the restoration of T-cell immunity to JCV after 

immunosuppressive treatment discontinuation, we used an 

IFNɣ ELISpot assay (supplementary data 1).

The first IFNɣ ELISpot was done in December 2017 

(month-2 after PML diagnosis and immunosuppressive drug 

withdrawal). Low but significant numbers of JCV-specific T 

cells reactive to 2/5 antigens were identified (83 specific T 

cells/106 CD3 + T cells) despite severe lymphopenia (0.245 

G/L with CD3 + T lymphocytes = 0.036 G/L) (Fig. 2). At 

month-6, CD3 + T cell count slightly improved (0.201 G/L) 

and the IFNɣ ELISpot assay identified an increased response 

to JCV, both in its magnitude (3.6-fold) and diversity (4/5 

positive antigens) (Table 1). This immunological restora-

tion was associated with an improvement in neurological 

and radiological examinations. Thereafter, despite persis-

tent lymphopenia < 0.300 G/L, IFNɣ ELISpot showed con-

stant enrichment in JCV-specific T cells up to month-10 

(11.7-fold compared to baseline). Based on these results 

and stable CD3 + T cell counts around 0.200 G/L, 1 mg/day 

sirolimus was introduced. However, at month-12, worsening 

of lymphopenia (CD3 + T cells = 0.060 G/L) prompted its 
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8.2.3 Kidney Transplant T Cell–Mediated Rejection Occurring After 

Anti-CD19 CAR T-Cell Therapy for Refractory Aggressive Burkitt-

like Lymphoma With 11q Aberration: A Case Report 

 

Kidney Transplant T Cell–Mediated Rejection Occurring

After Anti-CD19 CAR T-Cell Therapy for Refractory

Aggressive Burkitt-like Lymphoma With 11q Aberration:

A Case Report

Tristan de Nattes, Vincent Camus, Arnaud François, Gr!egoire Dallet, Christophe Ferrand, Dominique Guerrot,
Mathilde Lemoine, Florence Morin, Catherine Thieblemont, Elena-Liana Veresezan, Sophie Candon,
Jean-Baptiste Latouche, and Dominique Bertrand

Post-transplant lymphoproliferative disorder is a growing complication of kidney transplantation and is
associated with a poor prognosis. Anti-CD19 chimeric antigen receptor (CAR) T-cell therapy is an
important new treatment option modifying the outcome of refractory hematological cancers. Here, we
report the case of a 40-year-old kidney transplant recipient who developed a Burkitt-like lymphoma
with 11q aberration 5 years after transplantation. After 3 unsuccessful lines of chemotherapy, it was
decided to treat the patient with anti-CD19 CAR Tcells as a salvage therapy. Three months after CAR
T-cell infusion, she experienced a grade IIB T cell–mediated rejection with severe tubulitis (T3), slight
interstitial inflammation (I1), and severe intimal arteritis (V2) with blood suffusion. Among T cells infil-
trating the graft, some of them expressed the anti-CD19 CAR. CAR Tcells within the graft and in blood
samples were also detected by droplet digital polymerase chain reaction. Function of the kidney
transplant improved after corticosteroid treatment and remained stable. However, lymphoma pro-
gressed, with a massive pulmonary mass leading to the patient’s death 10 months after CAR T-cell
infusion.

Introduction

Post-transplant lymphoproliferative disorder is an impor-
tant complication of kidney transplantation (KT) that is
associated with a poor prognosis. Anti-CD19 chimeric
antigen receptor (CAR) T-cell therapy is an important new
approach to treating hematological and other malig-
nancies. We report the case of a 40-year-old KT recipient
who developed a Burkitt-like lymphoma with a chromo-
some 11q aberration 5 years after transplantation. After
standard chemotherapy proved unsuccessful, she was
treated with anti-CD19 CAR T cells as a salvage therapy.
Three months after CAR T-cell infusion, she experienced a
grade IIB T cell–mediated rejection. Among T cells infil-
trating the graft, some of them expressed the anti-CD19
CAR. CAR T cells within the graft and in blood samples
were also detected by polymerase chain reaction (PCR).

Case Report

In January 2013, a 40-year-old woman with kidney failure
related to IgA nephropathy received a KT from a living
donor with 4 HLA mismatches: 2 in class I and 2 in class II.
There was no history of previous HLA sensitization events
and no HLA antibodies were detected at the time of
transplantation. Lymphocytotoxicity and flow cytometric
crossmatch assays were both negative. After trans-
plantation, her serum creatinine concentration (Scr) was
70 μmol/L (0.8 mg/dL) and remained stable for 5 years,
without any complication or rejection episode. Her
immunosuppressive regimen was a combination of

tacrolimus (8 mg twice daily, trough level 5.4 ng/mL) and
azathioprine (75 mg daily).

Five years after transplantation (January 2018), the
patient developed a high-grade, Epstein-Barr
virus–negative, Burkitt-like lymphoma with 11q aberra-
tion,1 revealed by a cervical nodal localization, without
extranodal involvement. Azathioprine was stopped and she
received chemotherapy.

First-line therapy based on weekly rituximab infusions
for 4 weeks in February 2018 failed and extranodal
involvement appeared, reaching breast nodes, thyroid,
mediastinum, ovaries, and the graft. Tacrolimus was
stopped and only corticosteroids were continued (pred-
nisone 20 mg per day).

She then received second-line chemotherapy with rit-
uximab, vincristine, methotrexate, cyclophosphamide,
doxorubicin, and prednisolone (RCOPADM), with partial
response. This treatment was completed in August 2018
with rituximab, methrotrexate, and cytarabine (R-CYM),
combined with intrathecal methotrexate plus cytarabine
prophylaxis followed by vincristine, doxorubicin, cyclo-
phosphamide, and prednisolone. Unfortunately, in
September 2018, fluorodeoxyglucose–positron emission
tomography/computed tomography (PET/CT) revealed an
ovarian and pulmonary relapse. An ovarian biopsy
confirmed lymphoma progression.

Third-line chemotherapy with rituximab, ifosfamide,
carboplatin, and etoposide was introduced, followed by an
autologous stem cell transplantation with BEAM condi-
tioning in February 2019. In May 2019, PET/CT revealed a

Complete author and article
information provided before
references.
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8.2.4 CD86 occupancy in belatacept-treated kidney transplant patients is 

not associated with clinical and infectious outcomes 

 

 
Am J Transplant. 2022;00:1–8.    | 1

AJT
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1  |  INTRODUC TION

Kidney transplantation (KT) is the best therapeutic option for pa-

tients with end- stage renal disease, improving both the quantity 

and quality of life. Despite recent advances in the management of 

kidney transplanted patients, especially in early- transplantation, 

long- term graft survival stagnates, which could be partially due to 

nephrotoxicity of immunosuppressive therapies.1 Indeed, although 

calcineurin inhibitors (CNI) was a major breakthrough for kidney 

transplant survival and function, acute and chronic nephrotox-

icity of these drugs is now a hindrance to improving KT life span, 

especially considering the increasing number of expanded criteria 

donors and vascular grafts.2 Belatacept, a co- stimulation blocker,3 

has emerged as an interesting and safe alternative improving KT 

Received: 11 August 2021  | Revised: 10 February 2022  | Accepted: 10 February 2022

DOI: 10.1111/ajt.17005  
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The CD86 occupancy assay has been developed to measure the number of 

CD86 molecules unbound to belatacept, but its association with clinical outcomes 

has not been assessed yet.

All kidney transplant patients switched to belatacept in our center between 2016 

and 2018 were included. Blood samples were collected before each infusion for 

1 year to assess CD86 occupancy by CD86 antibody cytometry staining on the sur-

face of CD14+ monocytes. Results were expressed as the median fluorescence inten-

sity (MFI) value of CD86 staining. At each infusion, the MFIDay of infusion/MFIDay 0 ratio 

was calculated.

Forty- one patients were consecutively included. After every 2- week infusion pe-

riod, CD86 MFI ratio dropped from 1.00 to 0.73 [0.57– 0.98], p = .07. However, this 

ratio progressively increased to 0.78 [0.53– 1.13] at 1 year, which was not statistically 
different from pre- switch ratio, p = .4. Over the first year, the MFI ratio coefficient 
of variation was 31.58% [23.75– 38.31]. MFI ratio was not different between patients 
with or without opportunistic infections: 0.73 [0.60– 0.88] versus 0.80 [0.71– 1.00], 
p = .2, or between patients with or without EBV DNAemia, p = .2.

Despite previous in vitro results, the CD86 occupancy assay suffers from a high 

intra- individual variability and does not appear to be relevant to clinical outcomes.

K E Y W O R D S
belatacept, CD86, kidney transplant, opportunistic infection, therapeutic monitoring



 150 

8.2.5 Humoral response to a fourth dose of mRNA vaccine in kidney 

transplant recipient responders to three doses of mRNA vaccine 

 
 

Clinical Kidney Journal, 2022, vol. 0, no. 0, 1–3
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Humoral response to a fourth dose of mRNA vaccine
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Kidney transplant recipients (KTRs) experience a low rate of

seroconversion after severe acute respiratory syndrome coro-

navirus 2 (SARS-CoV-2) messenger RNA (mRNA) vaccine, even

after three or even four or five consecutive doses [1]. Further-

more, in KTR responders to vaccine, we recently reported a de-

cline in both humoral and cellular immunity 6 months after

a third mRNA vaccine dose [2]. Such a rapid decline is trou-

bling because of the high probability of reduced vaccine effec-

tiveness against variants of concern and breakthrough infection

in KTRs.

Here, we report the extension of our previously published 80-

KTR prospective cohort [2], evaluating whether the strategy of

administering a fourth dose ofmRNA vaccine 6months after the

third dose prevented the decline of humoral immunity inKTR re-

sponders to the initial vaccine schedule. The immune response

to anti–SARS-Cov-2 mRNA vaccine was assessed by measuring

anti-spike receptor-binding domain immunoglobulin G (IgG) an-

tibodies (ARCHITECT IgG II Quant test; Abbott, Abbott Park, IL,

USA) {positivity threshold = 8.5 binding antibody unit [BAU]/mL}

[3]. A low response to vaccine was defined by an antibody titer

less than 264 BAU/mL 1month after injection [4]. This study was

approved by the local ethics committee (CERNI No. E202137), and

we obtained informed consent for all participants.

All KTRs had an initial vaccine schedule consisting of three

doses of BNT162b2mRNA vaccine. Among them, 49 of 80 (61.2%)

developed specific anti–SARS-Cov-2 antibodies, and 31 of 80

(38.8%) were seronegative. Notably, the repartition of an im-

munosuppressive regimen differed among these patients,with a

higher proportion of belatacept-treated patients in the seroneg-

ative group after the third dose (Supplementary Table 1). Among

KTR responders to the third dose, 40 of 49 (81.6%) received a

fourth vaccine dose after a median time of 6.26 months after

the third dose {interquartile range [IQR]: 5.82–6.94} (Figure 1).

Characteristics of these 40 KTRs are summarized in Supplemen-

tal Table 2. No modification of immunosuppressive therapy was

performed during the study period. No patient had a history

of SARS-Cov-2 infection. Median antibody titer increased from

302 BAU/mL (IQR: 67–971) 1 month after the third dose to 1117

BAU/mL (IQR: 416–2554) 1month after the fourth dose (P< .0001).

The median increase in antibody titer was 204% (IQR: 85–671).

The number of KTRs with a low antibody titer (<264 BAU/mL)

decreased from 18 of 40 (45%) at 1 month after the third dose

to 8 of 40 (20%) 1 month after the fourth dose of mRNA vac-

cine (p = .0002). Clinical and biological characteristics of KTRs

with low or high antibody titer after the fourth dose are re-

ported in Supplemental Table 3. Humoral response 1 month af-

ter the second, third, and fourth doses of vaccine is reported in

Figure 2. During the median 5.1 (IQR: 4.1–5.5) months of follow-

up after the fourth dose, 5 of 40 (12.5%) KTRs developed a SARS-

Cov-2 infection, confirmed by polymerase chain reaction on
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Rejet humoral d’allogreffe rénale et allo-immunisation HLA 
La transplantation rénale est le meilleur traitement de l’insuffisance rénale chronique terminale, que ce soit en termes d’espérance 
ou de qualité de vie. Malgré les progrès réalisés en immunologie de la transplantation et dans la gestion globale des patients 
transplantés, la principale étiologie de perte de greffon reste le rejet, et en particulier le rejet humoral. 
 
L’évaluation du risque de rejet humoral repose principalement sur le dosage des anticorps anti-HLA dirigés contre le greffon. 
Pourtant, il apparait que ces anticorps ont un faible pouvoir prédictif de l’incidence et du pronostic du rejet, ce qui pourrait être 
expliqué par une hétérogénéité de leurs caractéristiques intrinsèques. Ces caractéristiques dépendent des cellules responsables de 
leur sécrétion, plasmocytes à courte et longue durée de vie, et donc indirectement des cellules responsables du maintien du pool de 
ces cellules sécrétrices d’anticorps : les lymphocytes B mémoires. Il a été montré en pathologies infectieuses que ces lymphocytes 
B mémoires sont hétérogènes en termes de phénotype, de fonction, de degré de clonalité et de diversification de leur BCR (B-cell 

receptor). Néanmoins, ceci n’a pas encore été analysé en transplantation rénale. Un des objectifs de cette thèse était d’étudier le 
degré d’hétérogénéité des lymphocytes B mémoires HLA-spécifiques chez des patients immunisés en attente de transplantation 
rénale. Pour ce faire, une analyse en cellule unique de lymphocytes B mémoires HLA-spécifiques de patients présentant différents 
contextes et degré d’immunisation a été réalisée, dans le but d’identifier leurs caractéristiques phénotypiques et transcriptomiques 
et la diversification de leur répertoire BCR. 
 
La deuxième partie des travaux s’est concentrée sur les modalités diagnostiques du rejet de greffe rénale. Depuis quelques années, 
des outils de biologie moléculaire sont disponibles, permettant d’évaluer des centaines de transcrits exprimés dans le tissu de biopsie. 
Ces outils donnent la possibilité de décrire de nouvelles voies physiopathologiques, et potentiellement d’améliorer le diagnostic du 
rejet, en particulier le rejet humoral. Néanmoins, leur utilisation en pratique courante est restreinte du fait de leur faible disponibilité, 
des difficultés à interpréter les données produites, et de leur coût. De plus, du fait de cette sous-utilisation en pratique clinique, leur 
impact exact dans la prise en charge des patients n’est pas déterminé. Au cours de cette thèse, un outil de diagnostic moléculaire 
ayant des caractéristiques compatibles avec une utilisation en pratique clinique a été développé. Celui-ci permet de diagnostiquer le 
rejet et de le classer en rejet humoral ou cellulaire. Dans un second temps, cet outil a été confronté à des situations cliniques 
litigieuses, afin d’évaluer son intérêt en pratique courante. 
 
À travers ces travaux, cette thèse vise d’une part à améliorer la compréhension de la réponse humorale en transplantation rénale, 
afin de contribuer à terme à mieux stratifier le risque immunologique en transplantation, et d’autre part à améliorer les modalités 
diagnostiques du rejet en aidant à la généralisation des outils de biologie moléculaire appliqués aux biopsies de greffons rénaux.  
 

 

Kidney transplant rejection and HLA alloimmunisation. 
Kidney transplantation is the best treatment of end-stage renal disease, improving life quality and quantity. Despite advances in 
pathophysiological knowledge of kidney transplant immunology, kidney transplant rejection remains the major cause of allograft 
dysfunction, especially antibody-mediated rejection. 
 
Antibody-mediated rejection risk assessment is based on the evaluation of donor-specific anti-HLA antibodies. However, these 
antibodies have a poor predictive value for incidence and prognosis of rejection. This could be explained by the heterogeneity of 
their intrinsic characteristics. These characteristics depend on cells responsible for their secretion, which include short- and long-
lived plasma cells. Consequently, they indirectly depend on the cells responsible for maintaining the pool of these antibody-secreting 
cells, such as memory B cells. In infectious diseases, it is known that memory B cells are heterogeneous in terms of phenotype, 
function, degree of clonality, and diversification of their B-cell receptor (BCR). However, this heterogeneity has not been examined 
in the context of kidney transplantation. 
 
The aim of the first part of this thesis was to study the heterogeneity of HLA-specific memory B cells in sensitised patients on 
kidney transplant waiting list. To this end, single-cell analysis of HLA-specific memory B cells from patients with various 
aetiologies and degrees of immunisation was performed. This led to their phenotypic and transcriptomic characterisation and to the 
assessment of their BCR repertoire. 
 
The second part of this thesis was dedicated to the diagnosis of kidney transplant rejection.  
In recent years, biopsy-based transcriptomics has emerged, enabling the assessment of hundreds of transcripts in kidney biopsy 
tissue. These tools provide the opportunity to elucidate new physiopathological pathways and potentially enhance the diagnosis of 
rejection, especially humoral rejection. However, their application in clinical practice is still limited due to their restricted 
availability, required expertise for data processing and interpretation, and cost. Furthermore, their exact impact on patient 
management remains undetermined. Here, a molecular diagnostic tool with characteristics suitable for clinical use was developed. 
This tool enables the diagnosis of rejection and its classification between antibody-mediated and T-cell mediated rejection. 
Subsequently, this tool was assessed in ambiguous clinical situations to evaluate its impact in clinical practice. 
 
Through these studies, this thesis focused on enhancing our understanding of the humoral response in renal transplantation, which 
could help improving immunological risk stratification in transplantation. Additionally, it aimed to improve biopsy-based 
transcriptomics in the diagnosis of kidney transplant rejection. 
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Transplantation rénale, allo-réactivité, lymphocyte B mémoire, analyses en cellules uniques, rejet de greffe, rejet humoral, 
néphropathologie, diagnostic moléculaire 
 


