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Résumé
La transplantation rénale est le meilleur traitement de 1’insuffisance rénale chronique terminale,

que ce soit en termes d’espérance ou de qualit¢ de vie. Malgré les progres 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 I’incidence et du pronostic du rejet, ce qui pourrait étre expliqué par une
hétérogénéité de leurs caractéristiques intrinseques. Ces caractéristiques dépendent des cellules
responsables de leur sécrétion, plasmocytes a 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 hétérogenes 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 thése 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 deuxiéme 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 a interpréter
les données produites, et de leur colt. 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 these, 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 a

des situations cliniques litigieuses, afin d’évaluer son intérét en pratique courante.



A travers ces travaux, cette thése visait d’une part a améliorer la compréhension de la réponse
humorale en transplantation rénale, afin de contribuer a terme a mieux stratifier le risque
immunologique en transplantation, et d’autre part a améliorer les modalités diagnostiques du
rejet en aidant a la généralisation des outils de biologie moléculaire appliqués aux biopsies de

greffons rénaux.
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Abbréviations

ADCC : antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity
AMR : antibody mediated rejection

CDR : complementarity determining region
CMH : complexe majeur d’histocompatibilité
CPA : cellule présentatrice d’antigenes
CREG: cross-reactive groups.

DSA : donor specific antigen

HLA : Human Leukocyte Antigen

KIR: Killer-cell Immunoglobulin-like receptor
LLPC: long-lived plasma cell

MFTI: median fluorescence intensity

SLPC: short-lived plasma cell

TCMR: T-cell mediated rejection

TCR: T-cell receptor



1 Introduction

1.1 La transplantation rénale en 2023
La transplantation rénale est le meilleur traitement de 1’insuffisance rénale chronique terminale,
que ce soit en termes d’espérance de vie ou de qualité de vie!?. 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 méme année, 3377 greffes rénales ont été réalisées, laissant

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

2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023

mdes 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 I'année 5386 5404 5643 4854 5516 5260
Décédés en attente dans I'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 M-I 57 31 27 10 9| 0|
dont greffes avec DDAC Mil| 178 213 322 250 388 407
Greffes (pmh) 56,3 53,0 53,9 38,3 47,8| 49,4/

Tableau 1: Evolution de la liste d'attente et devenir des candidats en greffe rénale. * : Un
malade est actif au ler janvier s’il n’est pas en contre-indication temporaire au ler janvier. **
. Un malade est inactif au ler janvier s’il est en contre-indication temporaire au ler janvier.
DDAC MI-II : donneur décédé apres arrét circulatoire a la suite d'un arrét cardiaque inopiné
(catégories I et Il de Maastricht). DDAC MIII : donneur décédé apres arrét circulatoire a la
suite de la limitation ou de [’arrét des thérapeutiques (catégories Il de Maastricht) pmh : par

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

De nombreux progres ont été réalisées dans la gestion globale des patients transplantés rénaux.
En particulier, I’avénement d’immunosuppresseurs modernes au cours des années 1990-2000 a
conduit a une drastique diminution de I’incidence du rejet précoce, principalement cellulaire
(TCMR)*. 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
Europe®. En effet, la période précoce post-transplantation n’a pas connu de nouvelle avancée

thérapeutique majeure, et la survie greffon aprés la premiére année de greffe progresse



principalement a la faveur de I’amélioration de la prise en charge globale des patients plutdt
qu’a celle de nouveaux leviers thérapeutiques. De maniére intéressante, il a été montré que cette
stagnation de la vitesse d’amélioration de la survie n’est pas liée a 1’age des donneurs et des

receveurs>.

1.2 Perte de greffon rénal
Le rejet, en particulier le rejet humoral®, est la principale cause d’échec de greffe, impliqué
dans 25 a 50% des pertes de greffon. Classiquement, le rejet est dichotomisé en rejet cellulaire
et rejet humoral (AMR), catégories elles-mémes 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 ’allo-réactivité.

1.3 Allo-réactivité et transplantation rénale
Les antigenes a 1’origine des réponses immunes allo-réactives peuvent étre classés en deux
catégories : les antigénes majeurs d’histocompatibilité, codés au niveau du complexe majeur
d’histocompatibilit¢ (CMH) ou systtme HLA chez I’homme, et les antigénes mineurs
d’histocompatibilité qui sont eux codés hors du CMH. Historiquement, cette distinction entre
antigénes majeurs et mineurs est issue de la capacité particulicre des antigénes du CMH a
induire une forte réponse immunitaire’. Ce n’est que secondairement que les caractéristiques
soutenant cette différence ont été mises en évidence!'?. Celles-ci sont essentiellement liées aux
mécanismes de présentation de I’antigéne concerné, et a la fréquence, au sein du répertoire T,

des lymphocytes capables de le reconnaitre.

Deux mécanismes principaux sont décrits concernant 1’allo-reconnaissance : directe et
indirecte!! (Figure 1).

La reconnaissance directe correspond a I’interaction d’un lymphocyte T du receveur avec un
allo-CMH intact exprimé a la surface d’une cellule présentatrice d’antigéne 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 élevée!? et repose sur une réactivité croisée de
leur TCR contre des complexes CMH autologue/peptide (vis-a-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



plus ou moins dépendante du peptide présenté. En cas de reconnaissance peptide-dépendante,
il a ét¢ montré que les différences de séquences d’acide-aminés du sillon de présentation
peptidique pourraient modifier 1’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 réactivité!31°,

La reconnaissance indirecte, qui est une reconnaissance classique restreinte au CMH autologue
du receveur, correspond a I’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 I’apprétement par la CPA d’un antigéne
majeur (CMH allogénique) ou d’un antigéne mineur (polymorphisme peptidique de protéine
non CMH) aprés son internalisation. Il est a 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-a-vis de molécules du CMH allogéniques (voir paragraphes

suivants).

A coté de ces deux mécanismes, la reconnaissance semi-directe est aussi décrite. Elle
correspond a 1’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 I’équipe lyonnaise ont montré I’existence d’une voie « directe
inversée ». Celle-ci correspond a 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 1’organe transplanté et
lymphocytes B du receveur et aboutissant a 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 donneur!”.
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Direct pathway Indirect pathway Semidirect pathway
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HLA/peptide
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TCR
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Figure 1 : Voies décrites de l'allo-réactivité. La voie "directe inversée" n'est pas représentée.

Figure issue de DeWolf™®.

1.3.1 Systéme et structure des molécules HLA

Les molécules du systtme HLA sont codées par deux régions (I et II) présentes sur le
chromosome 6. Ces régions sont transmises en bloc a la descendance.

Les molécules HLA de classe 1 sont des hétérodiméres transmembranaires présents a la surface
de toutes les cellules nuclées et les plaquettes. Elles sont composées d’une chaine 1égére faite
de B2-microglobuline et d’une chaine lourde de trois unités alpha (1, 2 et 3). Entre les chaines
al et 02 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 hétérodimeres transmembranaires, composés
d’une chaine al/a2 et d’une chaine B1/B2. Le sillon de présentation peptidique est situ¢ dans
I’espace délimité par les chaines al et 1. Ces molécules de classe 2 sont exprimées de manicre
constitutive a la surface des CPA, dont les lymphocytes B, et a la surface des cellules
endothéliales sous certaines conditions, en particulier pro-inflammatoire ou a la suite d’une

agression aigué : 1ésions d’ischémie-reperfusion, néphrite virale... %20,
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A i peptide N-term.

=/ tomembrane  p+4402 (PDB:1M60) Green, B*4405 (PDB: 1SYV) Blue peptide C-term.

Figure 2 : structure d'une molécule HLA de classe 1. (A) Représentation en modele 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 al’’.

En juin 2023, 37 619 alléles HLA sont recensés. Ce nombre important de polymorphismes
résulte de différents mécanismes de mutations ponctuelles, conversions géniques et
recombinaisons homologues, est a mettre en paralléle avec I’avantage sélectif que certains
alléles ont pu permettre au cours de 1’évolution??, principalement de par une capacité accrue a
présenter antigéne infectieux. Aussi, on comprend la relation entre 1’origine géographique
d’une population d’individus et les phénotypes HLA observés dans cette population. A I’opposé
de ces avantages, il est aussi établi que certains phénotypes de CMH vont étre un facteur de
susceptibilité, voire explicatif de certaines pathologies comme le diabéte de type 1, la sclérose

en plaque, ou la maladie caeliaque®.

Ce polymorphisme, intense a 1’échelle allélique, ne s’accompagne pas d’une telle variabilité
protéique. A titre d’exemple, 7 894 alléles HLA-A sont décrites, menant a 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 a 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 genes de la molécule HLA concernée induise une différence
de séquence d’acides aminés, et que ces acides aminés soient accessibles au paratope de
I’anticorps anti-HLA en étant exposés a 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 méme anticorps, ciblant des molécules HLA pourtant non rencontrées par le
receveur. A titre d’exemple, I’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 a 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 2 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 a la création puis a I’enrichissement de
l’algorithme HLAMatchmaker?*?. Ce dernier définit des épitopes appelés éplets,
correspondant a des triplets d’acides aminés immunogeénes, en intégrant les notions de
conformation 3D et d’exposition a la surface de la molécule HLA. L’ajout d’un éplet a
I’algorithme HLAMatchmaker n’est fait qu’apres confirmation expérimentale de 1’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 a chaque bille coatée avec une molécule HLA. En appliquant [’outil
HLAMatchmaker et ces données, il est possible de recouper les informations a un niveau
éplétique. Ainsi, devant I’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
I’immunisation anti-éplet anti-donneur et I’immunisation rapportée a une « third party ». Dans
le méme 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,
I’immunogénicité intrinséque 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 proche?®. Pour ces raisons, entres autres, le bénéfice sur la survie du greffon

et ’utilisation pratique de ces algorithmes sont limitées?’.

1.3.3 Reconnaissance de I’antigéne par un BCR
Pour qu’une protéine puisse étre présentée au lymphocyte T, elle doit étre endocytéé par une
CPA, clivée en courte chainettes d’acides amings, puis chargée dans le sillon de la molécule
HLA. Ainsi, le récepteur du lymphocyte T (TCR) reconnait une protéine dégradée dans une

conformation non-native?®.

A contrario, le récepteur du lymphocyte B (BCR) reconnait un antigéne soluble et non clivé.
Le BCR correspond a I’isoforme transmembranaire d’une immunoglobuline (Ig), et posseéde
donc les mémes caractéristiques en termes de reconnaissance de I’antigene.

Cette immunoglobuline est composée de deux chaines lourdes liées entre elles par un pont
disulfure et de deux chaines légeres, chacune reliée a 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 légéres sont

composées d’un domaine constant (CL) et d’un domaine variable (VL). On peut définir deux
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unités fonctionnelles de I’immunoglobuline : le fragment Fab (antigen binding) et le fragment
Fc (crystallizable). Ces deux fragments vont respectivement jouer un rdle 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 régulicrement 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 étre organisées en plusieurs boucles, les 6
régions CDR étant regroupées a 1’extrémité extérieure de ces replis. La poche délimitée par les
6 CDR est donc sujette a une variabilité d’acides aminés importante et forme le paratope, zone
d’interaction avec I’antigéne. Au centre du paratope est située la région CDR 3 de la chaine
lourde (CDR-H3), région d’interaction majeure avec 1’antigéne, alors que les autres CDR
dessinant le pourtour de cette poche joueraient principalement un role de stabilisation de la
liaison épitope-CDR-H3. La structure du paratope conduit a une taille de surface de contact
avec ’épitope d’une vingtaine d’acides aminés®.

B C

CDR-H1

Figure 4 : structure d'une immunoglobuline (Ig). D’aprés Finlay’’. A : chaines lourdes et
légeres 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 a l’antigene.

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. Apres exposition a un allo-antigéne HLA, un processus de maturation lymphocytaire
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B va s’effectuer, aboutissant a la génération de lymphocytes B mémoires allo-réactifs

responsable d’une réponse humorale prolongée’!.

Lors de la premiére exposition a un allo-antigéne HLA, celui-ci va étre drainé au sein d’un
organe lymphoide secondaire (ganglion lymphatique, rate, plaque de Peyer) ou il sera chargé
sur une CPA : cellule folliculaire dendritique, macrophage ou cellule dendritique selon la taille
de I’antigéne et I’organe lymphoide secondaire. L’architecture particulicre de ces organes
lymphoides secondaires permet de maximiser la concentration et 1’exposition de 1’antigéne a
un lymphocyte B naif IgM" ayant un BCR de faible affinité pour I’antigéne. Lorsqu’un
lymphocyte B naif ne rencontre pas d’antigéne pour lequel il présente une affinité, il recircule

jusqu’a un autre organe lymphoide secondaire®>3?,

La rencontre antigéne/BCR va induire différents réarrangements a la membrane cellulaire (e.g
dimérisation des protéines transmembranaires Igalpha/lgbeta) permettant la formation d’un
complexe transmembranaire transduisant le signal d’activation. Cette activation lymphocytaire
va induire I’expression de molécules de costimulation (e.g CD86/CD80) et d’adhésion, en plus
de la transduction de génes du cycle cellulaire. En parallele, le complexe Ag/BCR va étre
internalisé afin que I’antigene soit apprété et chargé sur une molécule HLA de classe II qui sera
adressée a la membrane cellulaire, afin de présenter le peptide antigénique a un lymphocyte
pre-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
I’environnement cellulaires comme 1’IL-6, vont aboutir a la maturation du TFH de phénotype

CD40L", PD-1%, ICOS"3*%,

Ensuite, deux situations vont pouvoir se produire selon les caractéristiques de 1’interaction B
naif activé/pré-TFH?%37 (Figure 5).

Les lymphocytes B ayant la plus forte affinité pour I’antigéne 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 1’étape de
formation d’un centre germinatif***°. 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 somatique*!, permettant

dans certains cas une amélioration de la spécificit¢é du BCR pour I’antigéne. De cette voie
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peuvent aboutir deux types cellulaires : le plasmablaste extra-folliculaire a courte durée de vie,
et le lymphocyte B mémoire pré-germinatif*?. Le plasmablaste extrafolliculaire a courte durée
de vie garde une capacité de division et sécrete des anticorps ayant une affinité pour I’antigéne
comparativement plus faible par rapport a 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 [gM+ ou possible orientation vers un processus de formation de

centre germinatif.

Dans le cas d’une affinité plus faible pour I’antigéne, le lymphocyte B va s’orienter avec le pré-
TFH vers la génération d’un centre germinatif, ou ces deux cellules sont maturer. Cette
sélection de paratope pré-centre germinatif est une premicre étape de 1’oligoclonalité observée
post-centre germinatif*. 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 CXCR4MCD83!°"CD86'°%) vont
fortement proliférer et subir un hypermutation somatique. L’hypermutation somatique est due
a I’action de I’enzyme activation-induced cytidine deaminase (AID). Celle-ci va introduire de
manigére irréversible des variants dans les séquences VH et VL du géne des immunoglobulines.
Ces variants aléatoires vont induire une modification du paratope, modulant ainsi son affinité.
Dans un second temps, le lymphocyte B de phénotype CXCR4°CD83MCD86"e" va migrer
dans la zone claire du centre germinatif, ou il rentre en contact avec les antigénes présentés par
les cellules folliculaires dendritiques. Si I’intensité d’interaction entre ce variant de paratope et
I’antigéne 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 antigéne et le présenter a un TFH. Plus le paratope sera affin, plus il sera
a méme de capturer 1’antigéne, et d’interagir intensément avec le TFH (plus grande quantité
d’antigénes présentés et plus longs temps de contact), délivrant ainsi les signaux de
costimulation nécessaires a la différenciation du lymphocyte B en lymphocyte B mémoire ou

en plasmablaste*4°,

En plus de la maturation du paratope, le fragment Fc de
I’immunoglobuline va subir une commutation de classe. Jusqu’a récemment, il était considéré
que celle-ci s’effectuait au sein du centre germinatif sous 1’influence des TFH. Néanmoins, des
données récentes sur des modeles murins suggerent que ce switch de classe débute deés

I’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-folliculaire*’. Les anticorps sécrétés par
des lymphocytes B ayant maturés par un centre germinatif ont donc un Fab de haute affinité
pour I’antigéne, 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 séquencage V(D)J permet donc d’étudier le répertoire des
BCR et les caractéristiques pré- ou post-centre germinatif du lymphocyte B via I’étude de la

clonalité du BCR et du nombre de variants accumulés dans les séquences V4.
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Figure 5 : mise en place de la réponse humorale. Figure d'aprés Baumjohan®.

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 étre générés de manicre précoce par le centre
germinatif>’. 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 a
des variants de ’antigéne, comme cela a été montré en immunologie anti-infectieuse!.

Ces lymphocytes B mémoires vont représenter un pool de cellules qui, aprés 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 ou de nouveaux
variants du BCR peuvent survenir’?. Il a été montré que deux populations de B mémoires
peuvent étre identifiées : les IgG" qui se polariseront en SLPC, et les IgM " qui pourront former

un nouveau centre germinatif>>.

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 CD19'°"CD20-CD38"i¢" et leur survie prolongée. Ces
cellules permettent le maintien a 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 réguliérement renouvelée a partir d’un pool de B mémoires. En
outre, la durée de survie de ces cellules est elle-méme sujette a plusieurs facteurs comme la
nature de D’antigéne et I’environnement des niches médullaire’*. 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-HLA, elles sont ciblées par des protocoles de désensibilisation, en

particulier via I’utilisation de Daratumumab®®-7,

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
a longue durée de vie générées lors du 1¢" contact avec I’antigéne, mais aussi issues de nouveau
centre germinatif généré a partir d’'un B mémoire lors d’une ré-exposition a I’antigéne®®. En
transplantation d’organes solides, situation ou 1’antigéne 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 générent un nouveau centre germinatif. De plus, la mise en place
de structures lymphoides dans des organes lymphoides dits tertiaires a été rapportée au cours
du rejet humoral®®®, Il n’est pas établi si ces structures lymphoides sont générées a partir de
lymphocytes B naifs récemment activés ou a partir de lymphocytes B mémoires allo-réactifs

venant peupler 1’organe. Un début de réponse pourrait étre apporté par la publication récente
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d’une étude mettant en évidence, dans un modele 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 a proprement parler n’a pas été

observée’!.

1.3.6 Influence de I’antigéne 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 I’affinité pour un antigéne
des précurseurs B influencent la capacité a générer un centre germinatif®?. Concernant les
caractéristiques de I’antigeéne, sa nature et son éventuel couplage a une protéine de la membrane
bactérienne modulent la réponse humorale®. La taille de I’antigéne modifie aussi les modalités
de sa présentation a un lymphocyte B. En effet, les antigeénes de petite taille vont diffuser
librement au sein des ganglions lymphatiques ou 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 I’intermédiaire de cellules dendritiques folliculaires?!. Certains
PAMPS (pathogens associated molecular paterns) comme les motifs CpG peuvent aussi
moduler la réponse humoralet. Le nombre de sites de liaison possibles sur ’antigéne impacte
aussi la différenciation B®,

Dans le contexte de I’immunisation HLA, de tels paramétres sont également susceptibles
d’influencer la différenciation lymphocytaire B : charge antigénique variable selon I’événement
immunisant (transfusion, grossesse, transplantation), nombre de mismatches d’éplets entre
donneur et receveur, et persistante des allo-antigénes responsable d’une stimulation antigénique

chronique.

1.3.7 Patients hyperimmunisés en transplantation rénale
Dans le systetme 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
derniéres années. Aussi, le terme « hyperimmunisé » ne correspond pas ici a 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 étre

expliqué par exemple par 1’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 a 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 I’utilisation de tests en Single antigen.

Trois grands phénotypes de patients peuvent étre 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 trés 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 a la mise en place d’une réponse humorale anti-HLA :

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

A coté de ces mécanismes, la cross-réactivité semble jouer un role important dans 1’extension
du répertoire anti-HLA.

D’une part, des patients naifs d’événements immunisants mais présentant des anticorps anti-
HLA sont décrits®®. Sur une cohorte mexicaine de 424 donneurs de sang hommes sans
antécédents déclarés d’événements immunisants, des anticorps anti-classe I, anti-classe II, ou
les deux étaient retrouvés dans respectivement 42%, 11% et 12% des sujets en Single antigen®’.
L’hypothese principale pour expliquer la présence de ces anticorps est celle de la réactivité
croisée, essentiellement via les analogies de motifs pouvant étre retrouvés entre antigenes
infectieux et molécules HLA. A titre d’exemple, les polypeptides de certaines souches de
I’HSV ont une homologie de séquence ¢levée avec des molécules HLA-B et -Cw. D’autres
sources de cross-réactivité ont été explorées concernant les antigénes environnementaux et
alimentaires. En transplantation rénale, il a ét¢ montré que ces anticorps dits « naturels » sont

pathogénes au méme titre que les anticorps anti-HLA « classiques »%5.
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D’autre part, en considérant une cellule B sécrétant un anticorps a I’affinité restreinte a un seul
épitope, il a été vu précédemment que des éplets peuvent étre partagés entre plusieurs molécules
HLA®.

De plus, la physiopathologie de mise en place d’une réponse humorale post-GC soutient
I’hypothése que le BCR d’un lymphocyte B mémoire peut présenter une affinit¢é moins
sélective, entrainant une relative poly-réactivité’®7!,

Enfin, on peut noter I’existence d’anticorps dirigés contre des antigénes HLA dénaturés,

exposant des éplets cryptiques non-expos€¢s a la surface de la molécule en situation

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

1.3.9 Heétérogénéité des anticorps anti-HLA
En transplantation, I’évaluation du risque de rejet humoral, que ce soit a priori ou aprés
transplantation, repose principalement sur la recherche d’anticorps anti-HLA d’isotype IgG™>.

Pourtant, la recherche et I’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 a un autre, seuil de positivité défini par rapport au
bruit de fond moyen des contrdles négatifs. Par ailleurs, plusieurs éléments peuvent moduler la
fixation d’un anticorps a la bille coatée : interférences médicamenteuses (par exemple fausse
positivité aprés administration d’IglV), compétition IgM/IgG et effet prozone. Enfin, les
antigénes coatés sur les billes peuvent se dénaturer ou présenter des éplets cryptiques lors de
leur fixation a la bille, exposant des éplets contre lesquels un anticorps pourrait étre affin, alors
que ces éplets ne seraient pas réellement exposés au receveur. De la méme fagon, il a été décrit
des anticorps dirigés contre des cellules apoptotiques, ne revétant pas de ce fait de caractére

pathogéne pour le greffon’2°,

De plus, le typage HLA du donneur peut étre 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 étre mis en évidence

sans anticorps anti-HLA circulant détectabled!.

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

mais ne renseigne pas sur I’affinité de cette réactivité. De méme, les capacités effectrices de
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I’anticorps, et donc leur potentielle pathogénicité, n’est pas évaluée en pratique : sous classe
d’immunoglobuline, capacité a activer le complément ou a recruter les cellules effectrices de
I’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 extrémes d’une poly-réactivité
d’un nombre restreint de clones B (BCR peu mutés et potentiellement peu affins), 8 une mono-
réactivité d’un nombre élevé de clones B (BCR sélectionnés et potentiellement plus affins). Ces
profils de réactivité différentielle pourraient étre liés a une mise en place de la réponse B
différente et sous I’influence du niveau d’exposition antigénique et associés a 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).

Survie Cum

Temps

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 ténu®?. Au-dela des limites techniques et d’interprétation

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

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

Au cours de la réponse allo-immune, il s’avére que les cellules sécrétrices d’anticorps sont
issues d’une population hétérogéne 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 a partir des B mémoires IgM CD27", sécrétant principalement des IgG de forte affinité
pour I’antigéne. L’ensemble de ces cellules est hétérogéne en termes de phénotype, de nombre
de variants accumulés dans le BCR, et d’expression génique. L’impact de ces différents
contingents cellulaire sur 1’incidence du rejet reste a 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 synthése®3-88,

Enfin, des lymphocytes B mémoires dits atypiques ont été décrits dans le cadre des infections
chroniques, les B mémoires avec un phénotype CD27*CD21"%, et les B mémoires fissue-like
CD27-CD21°"CD11c*!, Les fonctions précises de ces cellules B mémoires atypiques ne
sont pas ¢lucidées, bien que trois d’entre elles soient déja identifiées : caractéristiques
d’épuisement, sans sécrétion d’anticorps mise en évidence in vivo et associé a 1’expression de
molécules inhibitrices, des capacités de différenciation moins sensible a ’antigene, et des

capacités de présentation antigénique.

1.3.11 Lymphocytes B mémoires en transplantation rénale
Malgré le rationnel physiopathologique poussant a étudier les lymphocytes B mémoire en
transplantation rénale, les études dédiées a cette condition particuliére sont peu nombreuses.
Ceci peut étre expliqué par la subtilité a mettre en évidence ce contingent cellulaire in vivo®?,
par les particularités du modele de transplantation d’organe solide, et par la difficulté¢ a
construire des études cliniques reliant des conditions immunologiques particuliéres chez des
patients hétérogénes en termes de caractéristiques démographique, d’immunisation et de
régime d’immunosuppresseurs, a des critéres cliniques relevant : incidence du rejet et perte du

greffon rénal.
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Initialement, des structures lymphoides ont pu étre mises en évidence sur des biopsies de
greffon, au sein desquelles des lymphocytes B mémoires CD27" sont identifiés®>.

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 pres 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 sains®.
Des résultats comparables ont été retrouvés dans une étude ciblant spécifiquement les 6

premiers mois de la transplantation®.

Dans la circulation périphérique, plusieurs équipes ont identifi¢ ces lymphocytes B mémoires
sécréteurs d’anticorps anti-HLA. Han et al. ont ainsi mis en évidence apres 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-%.

Par la suite, plusieurs groupes ont réussi a identifier, a partir de sang périphérique et apres
cultures cellulaires, des lymphocytes B mémoire HLA-spécifiques via ELISPOT?’~%°. Ces
lymphocytes B mémoires conduisent a la sécrétion d’anticorps anti-HLA, et leur présence est
dépendante de 1’événement immunisant antérieurs!.

En termes de conséquences cliniques, en utilisant ’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 méme ’anticorps anti-HLA correspondant peut ne pas étre mis en évidence
dans le sérum. Apres transplantation, les patients présentant un AMR plus sévere avaient une
fréquence plus élevée de ces lymphocytes B mémoires HLA-spécifique!®. 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 DSA!?!. Enfin, une autre étude a réussi a mettre en évidence un lien
entre les anticorps anti-HLA issus spécifiquement des lymphocytes B mémoires en pré-

transplantation et ’incidence et la gravité de 1ésions du rejet humoral!?2,

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

dans la circulation périphérique, y compris d’une manicre HLA-spécifique, que les
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caractéristiques de I’événement immunisant sous-tendent leur présence, et qu’ils semblent
impacter I’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 1’endothélium vasculaire sain et
non perméabilis¢é du greffon, et interagissent donc avec leur cible a la surface de
I’endothélium!®. Selon les caractéristiques de ces anticorps (type d’immunoglobuline, sous
classe IgG...) cette liaison va s’accompagner de différents mécanismes conduisant a la lyse de

la cible cellulaire.

La fixation du fragment Fab de I’immunoglobuline a la cellule endothéliale va induire
I’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 a leur surface!'%,

La fraction constante de I’immunoglobuline va elle étre impliquée dans deux autres
mécanismes (Figure 7).

D’une part, le fragment Fc va permettre le recrutement des cellules de I’immunité innée via leur
récepteur FcgR. Les différences d’expression de ces FcgR a la surface de la cellule ainsi que
leur sous-type (FcgRIIIA, IIIB, etc.) modulant leur capacité a interagir avec I’immunoglobuline
fixée a sa cible explique une pathogénicité variable de ce méchanisme!®. Les cellules de
I’immunité innée recrutées et recevant un signal activateur via leur FcgR vont contribuer a
I’ADCC (antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity). L’afflux de ces cellules de
I’immunité innée (monocytes, macrophages, lymphocytes NK) dans la microcirculation vont

définir les 1ésions d’inflammation microvasculaire.

D’autre part, le recrutement du Clq a la fraction constante de I’'immunoglobuline va induire
I’activation de la cascade du complément, aboutissant in fine a 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 Clq selon la sous-classe IgG et la survie du
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greffon a été démontré!%. Le témoin histologique de cette activation est le dépot de C4d au

niveau des capillaires péritubulaires.

Ces agressions endothéliales sont évaluées par ’identification histologique des lésions de
glomérulite, de capillarite péritubulaire, d’artérite, et de dépots de C4d. Une fois la membrane
basale glomérulaire 1ésée, le processus de régénération va conduire a un aspect multi-lamellé
de la membrane basale visualisable en microscopie ¢électroniques, puis a des 1ésions dites en
doubles contours visualisable en microscopie optique (score de Banff cg). Ces I€sions sont

irréversibles et catégorisent le rejet humoral en chronique.
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Figure 7 : mécanismes de pathogénicité d'un anticorps anti-HLA au cours du rejet humoral.

Figure d’aprés Callemeyn'"”.

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

vivo.

En 2013, I’entité AMR sans dépots de C4d a été reconnue par les recommandations de Banff!%®,
Ces biopsies présentent des 1ésions d’inflammation microvasculaire associées a la présence de
DSA. Les arguments en faveur du rejet humoral sont, entre autres, des 1ésions de dédoublements
membranaires rattachées a une étiologie humorale du fait de leur association a la présence de
DSA, sans autres causes de Iésions cg, et sans dépdts de C4d'®, et une signature
transcriptomique équivalente entre biopsies AMR C4d+ et C4d-, suggérant des processus
physiopathologiques similaires'!®. Par ailleurs, il apparait que la relation entre ces dépots de

111

C4d et la survie de greffon est modeste' ', plaidant en faveur d’une spécificité faible des dépdts

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

explique ces AMR C4d-1%,

Les rejets sans DSA sont aussi identifiés par les recommandations de Banff depuis 201512, 11
s’agit d’une situation fréquente pouvant représenter jusqu’a 50% des cas d’une cohorte, se
traduisant le plus souvent par des lésions d’inflammation microvasculaire (MVI) sans DSA.

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

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

Deuxi¢mement, dans la plupart des centres, seuls les anticorps anti-HLA sont recherchés en
pratique clinique, alors que le réle des anticorps dirigés contre des antigénes mineurs sont de

113 Certains de ces antigénes font I’objet d’études réguliéres, parfois

plus en plus décrits
contradictoires, comme les anticorps anti-récepteur de type 1 de 1’angiotensine II ou encore les
anticorps anti-récepteur de 1’endothéline A. Néanmoins deux messages peuvent étre dégagés :
le nombre de polymorphismes nucléotidiques intéressant des protéines transmembranaires ou
sécrétées est corrélé au risque de rejet, indépendamment d’un mismatch HLA''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-HLA!'®,

Troisiémement, I’implication des lymphocytes Naturel Killer (NK) dans I’AMR est en train
d’étre mieux définie'!’!!°. D’une part, les lymphocytes NK sont recrutés via leur récepteur
FcgR lors de la fixation d’une IgG sur I’endothélium du greffon, conduisant a leur activation.
D’autre part, I’activation de ces lymphocytes par la perte de signal inhibiteur est de plus en plus
décrite. En effet, ’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 antigénes mineurs ne sont identifiés que chez peu de patients,
¢cartant cette hypothése. Toujours au sein de ce groupe, il a pu étre montré que la différence de
répertoire KIR inhibiteurs (Killer-cell Immunoglobulin-like receptor) entre donneur et receveur
des lymphocytes NK était corrélée a I’incidence de 1ésions MVI'?, En s’appuyant sur différents
modeles 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
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receveur'?!, conduisant a des Iésions 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 étre proche de celui des AMR DSA+ hormis une intensité des dépots
de C4d moindre'??. Le pronostic global de ces AMR DSA- est variable selon les études, en

gardant a ’esprit que cette catégorie diagnostique englobe différents phénotypes aux voies
physiopathologiques et a I’évolution diverses.
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Figure 8 : mécanismes pouvant expliquer les lésions d'inflammation microvasculaire. Figure
d'aprés Lebraud'?.

1.4.2 Diagnostic du rejet humoral
Le gold-standard actuel pour le diagnostic du rejet reste 1’évaluation anatomopathologie de la
biopsie du greffon associées a la recherche de DSA. Cette évaluation du parenchyme rénale

permet d’établir un diagnostic et d’apporter des informations quant au pronostic'?* de ces

lésions.
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La définition de ces 1ésions 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 I’origine, ces recommandations avaient pour but de
standardiser la nomenclature et les critéres 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 1ésions parenchymateuses
scorée de maniere semi-quantitative de 0 a 3, et plusieurs parameétres additionnels tels que la

microangiopathie thrombotique, la nécrose tubulaire aigué, ou les inclusions virales'?>.

Une fois ces Iésions et parametres évalués, ils sont interprétés selon les recommandations de
Banff!?® 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 a BK virus, 6- autre!?’.

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

rejet humoral les suivants (Tableau 2) :
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TABLE 4 Updates of 2019 Banff classification for ABMR,
borderline changes, TCMR, and polyomavirus nephropathy. All
updates in boldface type*

Category 1: Normal biopsy or nonspecific changes
Category 2: Antibody-mediated changes
Active ABMR: all 3 criteria must be met for diagnosis

1. Histologic evidence of acute tissue injury, including 1 or more of
the following:

o Microvascular inflammation (g > 0 and/or ptc > 0), in the absence

of recurrent or de novo glomerulonephritis, although in the

presence of acute TCMR, borderline infiltrate, or infection,

ptc = 1 alone is not sufficient and g mustbe = 1

Intimal or transmural arteritis (v > 0)"

Acute thrombotic microangiopathy, in the absence of any other

cause

Acute tubular injury, in the absence of any other apparent cause

2. Evidence of current/recent antibody interaction with vascular

endothelium, including 1 or more of the following:

o Linear C4d staining in peritubular capillaries or medullary vasa
recta (C4d2 or C4d3 by IF on frozen sections, or C4d > 0 by IHC
on paraffin sections)

o At least moderate mi dar infl tion (Ig + ptc] 22) in the
absence of recurrent or de novo glomerulonephritis, although in
the presence of acute TCMR, borderline infiltrate, or infection,
pte 2 2 alone is not sufficient and g must be 21

e In d expression of gene t| ipts/classifiers in the biopsy
tissue strongly associated with ABMR, if thoroughly validated

3. Serologic evidence of circulating donor-specific antibodies (DSA
to HLA or other antigens). C4d staining or expression of validated
transcripts/classifiers as noted above in criterion 2 may substitute
for DSA; however thorough DSA testing, including testing for
non-HLA antibodies if HLA antibody testing is negative, is strongly
advised whenever criteria 1 and 2 are met

Chronic active ABMR; all 3 criteria must be met for diagnosis

1. Morphologic evidence of chronic tissue injury, including 1 or more
of the following:

Transplant glomerulopathy (cg > 0) if no evidence of chronic TMA
or chronic recurrent/de novo glomerulonephritis; includes changes
evident by electron microscopy (EM) alone (cgla)

Severe peritubular capillary b. t b itilayering
(ptemil; requires EM)

Arterial intimal fibrosis of new onset, excluding other causes;
leukocytes within the sclerotic intima favor chronic ABMR if there
s no prior history of TCMR, but are not required

2. Identical to criterion 2 for active ABMR, above

3. Identical to criterion 3 for active ABMR, above, including strong
recommendation for DSA testing whenever criteria 1 and 2
are met. Blopsies meeting criterion 1 but not criterion 2 with
current or prior evid of DSA (post plant) may be stated

as showling chronic ABMR, however remote DSA should not be
considered for diagnosis of chronic active or active ABMR

Chronic (inactive) ABMR
1. cg > 0 and/or severe pteml {ptemil)

2. Absence of criterion 2 of current/recent antibody interaction with
the endothelium

3. Prior documented diagnosis of active or chronic active ABMR
and/or documented prior evidence of DSA

TABLE 4 (Continued)

CAd staining without evid
present for diagnosis®

1. Linear CAd staining in peritubular capillaries (C4d2 or C4d3 by IF
on frozen sections, or C4d > 0 by IHC on paraffin sections)

2. Criterion 1 for active or chro