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2 RESUME

Les anticorps anti-HLA spécifiques au donneur (DSA) sont considérés comme une
contre-indication de la transplantation rénale. lls peuvent se développer suite a
I'exposition d’allo-antigenes présents lors de transfusion sanguine, de grossesse ou de
greffe d’'organe. Des procédés existent pour les détecter et ces procédés sont devenus
de plus en plus sensibles avec le temps, permettant la détection d’anti-HLA présents en
faible titre. Pour évaluer les conséquences d’'une greffe malgré la présence de ce type
de DSA, nous avons analysé rétrospectivement, en utilisant des méthodes de détection
contemporaine, une cohorte de 176 volontaires greffés entre 1994 et 2006 a I'hopital
Notre-Dame a la recherche d’anticorps anti-HLA non identifiés par les moyens de
'époque. Vingt-quatre DSA ont été identifiés chez 17 patients (9,6 %). Le groupe de
patients avec DSA montre un pourcentage de survie du greffon réduit comparé au
groupe de patients témoins (p = 0,005). Les patients possédant plus de 1 DSA n’ont
pas un taux de survie inférieur a ceux n’en possédant qu’un seul (p = 0.8858). Tous les
patients ayant un DSA dirigé contre les molécules du locus A (5) ont perdu leur greffon.
La présence de DSA, méme de faibles réactivités, doit étre considérée dans la prise de
décision au moment de la greffe et si possible évitée.

Mots-clés : [HLA; DSA; greffon; transplantation; rejet; survie; rénal]
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presenting cells)

C

CMF. Test de compatibilité croisée par cytométrie en flux
(flow crossmatch)

CMH. Complexe majeur d'histocompatibilité

D

DAMP. Motifs moléculaires associés aux dommages
(damage-associated molecular pattern)
DSA. Anticorps spécifiques contre les antigenes HLA du

donneur (donor specific antibody)

E

EBV. Virus Epstein-Barr (Epstein-barr virus)
ELISA. Dosage immuno-enzymatique sur support solide

(enzyme-linked immunosorbent assay)

Fc. Fragment cristallisable

FKBP. Protéine de liaison FK (FK Binding Protein)

G

GM-CSF. Facteur de croissance de colonies de
granulocytes et de macrophages. (Granulocyte-

macrophage colony-stimulating factor)

H

HLA. Antigenes leucocytaires Humain (human leukocyte

antigens)

1gG. Immunoglobilines de type G
1I-2. Interleukine 2

IMPDH. losine monophosphate déshydrogénase

M

MAC. Complexe d’attaque membranaire (membrane
attack complex)
mTOR. Cible de la rapamycine chez les mammiféres

(mammalian Target Of Rapamycin)

N

NFAT. Facteur nucléaire des cellules T activées (Nuclear
factor of activated T-cells)

NK. Cellule tueuse naturelle (Natural killer cell)

(o)

OATP-C. Anion organique transporteur du polypeptide C

(organic anion transporter of polypeptide C)

P

PAMPs. Molécules largement répandues et associées aux
pathogenes (pathogen-associated molecular patterns)

PCR. Réaction en chaine par polymérase (polymerase chain
reaction)

PRR. Récepteurs de reconnaissance de motifs (pattern
recognition receptor)

PTLD. Syndrome lymphoprolofératif post transplantation

(Post-transplant lymphoproliferative disorder)

XIII



Tc. Lymphocyte T (T cell)
TCR. Récepteur des lymphocytes (t-cell receptor)
TGF-B. Facteur de croissance tumorale béta (tumor growth

factor beta)

TGN. Nucléotides thio-guanine(Thioguanine nucleotide)

TNF-a. Facteur de nécrose tumorale alpha (tumor necrosis

factor alpha)

X1V



6 REVUE DE LITTERATURE - SYSTEME IMMUNITAIRE ET
TRANSPLANTATION

De nombreux facteurs ont contribué au succés de la transplantation rénale. De la
premiere transplantation rénale effectuée en 1953 par Jean Hamburger a Paris [1] a
l'identification du complexe majeur d’histocompatibilité en 1958 par Jean Dausset [2] en
passant par le développement de la pharmacopée immunosuppressive [3], les objectifs
ont toujours été les mémes. lls sont de prolonger et d’'améliorer la vie des patients en
méme temps que d’allonger la durée de vie de leurs greffons tout en minimisant les effets
secondaires associés aux immunosuppresseurs. Malgré ses limites, la transplantation
représente donc un traitement de choix a l'insuffisance rénale [4]. L’insuffisance rénale,
d’étiologie diverse, mais en constante augmentation dans la population, requiert que le
patient soit placé sous dialyse, un traitement colteux et limitant la qualité de vie du
patient [5]. Selon une étude de la Fondation canadienne du rein en 2012, une
transplantation, en comparaison avec le maintien d’'un seul patient sous dialyse,
permettrait a la société d’économiser environ 250000$ sur cing ans [4].
Malheureusement, la disponibilité des organes provenant de donneurs cadavériques est
insuffisante comparée a I'augmentation des besoins [6]. L’attribution des organes au
Québec est effectuée selon un algorithme considérant plusieurs éléments de fagon a
optimiser le succes de la transplantation [5, 6], parmi ceux-ci, la compatibilité
immunologique entre le donneur et le patient en attente de greffe [6]. Cette derniére est
définie, entre autres, par I'absence chez le patient d’anticorps spécifiques contre les
antigénes du complexe majeur d’histocompatibilité du donneur (donor specific antibody),
DSA. La présence de DSA prégreffe est associée au rejet hyperaigu survenant de
quelques heures a quelques jours post-transplantation [7, 8]. De méme, la présence de
DSA prégreffe est également un facteur limitant la survie du greffon a court et moyen
termes [7, 9-18]. Ces anticorps anti-HLA peuvent se développer suite a une exposition a
des antigénes HLA du non-soi, conséquence de transfusions sanguines, de
transplantations antérieures ou de grossesses [7, 19, 20]. Lorsque I'un de ces anticorps
est dirigé contre un antigéne HLA présent chez un donneur potentiel, la greffe doit
préférentiellement étre éludée afin de protéger le patient des conséquences d’'un rejet
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précoce ainsi que pour éviter la perte d'un organe qui pourrait étre adéquat pour un autre
receveur sur la liste d’attente. Cependant, les anticorps anti-HLA d’un receveur potentiel
doivent étre parfaitement identifiés afin de ne pas causer de préjudices inutiles en
diminuant les opportunités de transplantation de ces patients dont un ou des anticorps

anti-HLA ont été ajoutés a tort sur une liste d’'inacceptables [21].

6.1 Systéme immunitaire inné

Le systéme immunitaire dispose de la lourde responsabilité de nous défendre
contre une myriade d’agresseurs potentiels de tailles et d’origines trés diversifiées. Il
possede un ensemble de mécanismes moléculaires et cellulaires de premiere ligne, mais
également des instruments biologiques de réponses spécialisées ainsi qu'une mémoire
immunologique permettant une réponse rapide en cas de réexposition. Pendant
longtemps, les scientifiques se sont creusés les méninges pour expliquer les réponses
immunologiques. C’est par la tolérance centrale des molécules du soi que la
reconnaissance des molécules du non-soi par les thymocytes est possible. Avant les
années 1960, la transplantation d’organe restait marginale, les tentatives de greffes

échouaient, le corps rejetait 'organe.

La plupart des organismes vivants ont développé des mécanismes biologiques
pour lutter contre les bactéries, les virus ou les parasites. La premiére ligne de défense
contre les agents infectieux est composée des barriéres physiques: la peau et les
muqueuses. Une fois ces barrieres franchies, c’est au tour des cellules du systéme
immunitaire inné d’identifier et d’éliminer la menace potentielle [22]. Les granulocytes et
les monocytes, cellules du systeme immunitaire inné, sont pourvus de récepteurs de
reconnaissance de motifs (PRRs). Parmi les différents PRR, notons la famille des Toll
like receptors (TLR) présents chez I'ensemble des cellules. Ces récepteurs sont
spécifiques pour une panoplie de motifs moléculaires associés aux pathogenes
(PAMPs), mais non retrouvés chez I'espéce héte [23]. L’activation d’'un PRR par un
PAMP enclenche la réponse immunitaire par l'activation de génes codant pour des

médiateurs de linflammation. Les chimiokines sont entre autres responsables du



recrutement des cellules immunitaires au site d’activation tandis que des cytokines
contribuent a I'activation de ces cellules [22]. Une description plus détaillée du rble des
cytokines et de leurs effets se retrouve dans le tableau 1. Ces médiateurs chimiques
permettant I'activation et la régulation de la réponse immunitaire peuvent servir de cible
thérapeutique dans la transplantation d’organe. La production de ces médiateurs a
également comme conséquence d’augmenter la perméabilité vasculaire dans la région
atteinte et ainsi accroitre I'afflux sanguin aux sites d’inflammation. L’augmentation de
'apport sanguin combinée aux médiateurs d’attractions permet a de nombreux
neutrophiles et granulocytes de rejoindre le site, provoquant rougeur et enflure. De
méme, certains médiateurs pyrogéniques feront augmenter la température corporelle,

aidant le corps a se débarrasser de ces pathogénes [22].

Tableau 1 : Résumé des cibles et effets de certaines cytokines’

Cytokines Sources Cibles Effets
IL-1(IL-1a et -B) Macrophages, cellules Cellules Th et B et autres Activation
dendritiques, cellules
endothéliales, autres
cellules
IL-2 Cellules Th1 Cellules Th, Tc et NK Activation et prolifération
IL-3 Cellules Th, Tc et NK Cellules hématopoiétiques et Prolifération et différenciation des cellules
mastocytes progénitrices
IL-4 Cellules Th2, mastocytes, Lymphocytes B et T, Prolifération, commutation isotypique,
NK mastocytes, macrophages induction de I'expression des CMH de classe
I
IL-5 Cellules Th2, mastocytes Eosinophiles Prolifération et différenciation
IL-6 Macrophages, Cellules Cellules plasmatiques, Différenciation et sécrétion d’anticorps
Th2 lymphocytes B
IL-8 Moelle osseuse, thymus Neutrophiles Chimiotaxie
IL-9 Cellules Th2 Cellules Th, mastocytes, Induit la réponse inflammatoire
éosinophiles

! Adaptation libre du tableau Types of cytokines du site web https://www.sinobiological.com/Types-of-

cytokines.html.



IL-10 Cellules Th2 Macrophages, APC Anti-inflammatoire

IL-11 Moelle osseuse Progéniteurs de lymphocytes Différenciation
B
IL-12 Macrophages, Cellules Tc, NK Prolifération et différentiation en synergie
lymphocytes B avec IL-2
IL-13 Cellules Th Macrophages, lymphocytes B Inhibition des cytokines proinflammatoires
IL-16 Lymphocytes Cellules Th Chimiotaxie
IL-18 Cellules hématopoiétiques Cellules T, NK Pro inflammatoire; facteur induisant I'lFN-y

et cellules non
hématopoiétiques

IFN-a Leucocytes Inhibition de la réplication virale

IFN-B Fibroblastes Inhibition de la réplication virale

IFN-y Cellules Th1, Tc, NK Plusieurs cellules dont Inhibition de la réplication virale, inhibition de
macrophages la prolifération cellulaire, inhibition du

changement de classe d'isotype

TNF-a Macrophages Cellules tumorales, Cytotoxique, induit la sécrétion de cytokine
polymorphonucléaires,
leucocytes, macrophages

TNF-B Cellules T Cellules tumorales, Cytotoxique, favorise la phagocytose
neutrophiles, macrophages

Les cellules du systéeme immunitaire inné agissent comme sentinelles et sont les
meédiateurs de la réponse adaptative via les cellules présentatrices d’antigenes (APC)
[22-27].

6.1.1 Role dans la transplantation

Le systéme immunitaire inné joue d’autres réles que la présentation des antigénes
dans la transplantation. Les cellules du systeme immunitaire inné comme les

granulocytes, les macrophages et les cellules dendritiques sont les premiers répondants



aux signaux envoyeés par I'organe transplanté. Lors de la transplantation, des cellules de
'organe du donneur sont endommagées (trauma, ischémie, reperfusion, etc.) [28, 29].
Ces dommages libérent dans le milieu extracellulaire des motifs moléculaires associés
aux dommages (DAMP)[29]. Ceux-ci sont reconnus par les PRR des cellules du milieu
environnant et ménent a la production et I'activation de molécules de la cascade du
complément. Les molécules de la cascade du complément peuvent également pousser
les cellules endothéliales vasculaires a s’activer et a produire des médiateurs de
linflammation, tel le TGF-3, I'lL-6 et I'lL-8. La production de cytokines et chimiokines
attire neutrophiles, macrophages, cellules dendritiques et lymphocytes au site. Elles
favorisent également la diapédése et permettent linfiltration de cellules immunitaires
dans I'espace interstitiel [10, 27]. Les DAMP vont également servir a activer les cellules
dendritiques naives en cellules dendritiques effectrices via I'expression élevée de co-
récepteurs B7 contribuant a I'activation des lymphocytes T naifs [23-27, 29]. Les DAMPs
joueront également un réle dans I'activation de fibroblastes et de pericytes contribuant a
une fibrose cellulaire menant a la perte de fonctions du greffon [9]. Les cellules NK
possédent des ligands permettant la reconnaissance des fragments Fc des IgG et sont
capables, suivant cette liaison, d’activer la cascade du complément. L’endocytose par les
macrophages M1 suivant I'apoptose des neutrophiles contribue a diminuer I'inflammation
par le changement de phénotypes des macrophages [25]. Il est important de préciser que
limplication du systéme immunitaire inné dans la transplantation n’est pas qu’a court
terme aprés la transplantation. Tout dommage a l'organe transplanté ménera a une

réponse semblable [29].

6.2 Systeme immunitaire adaptatif

6.2.1 Le complexe majeur d’histocompatibilité

C’est en 1958 que Jean Dausset, un immunologiste francais, découvre les génes

codant pour le complexe majeur d’histocompatibilité, appelé HLA (human leukocyte
antigens). Le systéme HLA est situé sur le chromosome 6 comprenant 'ensemble des



génes codant les antigénes des classes du complexe majeur d’histocompatibilité, le CMH
de classe |, divisé en loci A, B et C, et le CMH de classe I, divisé principalement en loci
DRB1, DRB3, DRB4, DRB5, DQA, DQB, DPA et DPB. La polygénie, le polymorphisme
ainsi que la codominance de ces génes font de tous les individus, a I'exception des
jumeaux homozygotes, des étres uniques d’'un point de vue immunologique. Il s’agit de
'ensemble de genes le plus polymorphe chez I'espéce humaine. Le tableau 2 dénombre
le nombre d’alléles inventoriés par classe. Les deux alléles des génes maternels et
paternels s’expriment en codominance. Le complexe majeur d’histocompatibilité est

divisé en trois classes [30].

Tableau 2: Polymorphisme des génes HLA?

Numbers of HLA Alleles

HLA Class | Alleles 17,191
HLA Class Il Alleles 6,716

HLA Alleles 23,907
Other non-HLA Alleles 186

Les molécules HLA de classe |, comprenant les antigenes A, B et C, sont
présentes sur toutes les cellules nucléées. Elles sont composées d'une chaine a a trois
domaines et d’'une sous-unité, la B2-microglobuline, non polymorphe. Les domaines a1
et a2 forment la niche peptidique. Il s’agit d’'une cavité permettant la liaison stable d’'un
peptide de 8 a 10 acides aminés. Le peptide est principalement lié a la molécule de
classe | par ses extrémités, nommeé résidus d’ancrage. Ces résidus d’ancrage vont varier
selon l'alléle et le locus, permettant a une grande variété d’antigenes de se lier et d’étre
exportés a la surface cellulaire. Les CMH de classe | présentent normalement les
antigénes intracellulaires, mais, dans des cas particuliers, chez des APC, il est possible
par transport rétrograde que le CMH de classe | présente des antigénes extracellulaires.

Les molécules HLA de classe | induisent généralement une réponse par les lymphocytes

2 Extrait du site internet : http:/hla.alleles.org/nomenclature/stats.html. Consulté le 12 sept 2019.



http://hla.alleles.org/nomenclature/stats.html

T CD8. Le CMH de classe | agit également comme inhibiteur de I'activation des cellules
NK. En absence de CMH de classe |, les cellules NK provoqueront I'apoptose de cette

cellule nucléée [22].

Les molécules HLA de classe Il, comprenant les antigénes DR, DQ et DP, sont
présentes sur les APC ainsi que sur des cellules épithéliales et endothéliales en milieu
inflammatoire. Elles sont composées d’une chaine a a deux domaines et d’'une chaine 3
également a deux domaines. Ces chaines forment un hétérodimére lié de fagon non
covalente. Les chaines alpha et béta sont également polymorphes. Les sous-unités a1 et
B1 forment la niche peptidique. Cette cavité n’étant pas fermée a ses extrémités, la
longueur des peptides pouvant s’y lier n'est théoriquement pas limitée. Par contre, les
peptidases présentes dans le milieu vont cliver les extrémités pour laisser un peptide
d’entre 13 a 17 acides aminés. Les résidus d’ancrages sont moins limités, I'approche
consensuelle les définit comme ceci : notons en position 1 : un acide aminé hydrophobe,
en position 4 : un acide aminé chargé négativement et en position 9 : un autre acide
aminé hydrophobe. Les molécules HLA de classe |l présentent des antigénes issus de
'espace extracellulaire et apprétés dans I'endolysosome des APC. Les molécules HLA

de classe Il induisent une réponse par les lymphocytes T CD4 [31, 32].

Les génes de la classe Ill du complexe majeur d’histocompatibilité codent
essentiellement pour quelques protéines de la cascade du complément. Ces génes sont
peu polymorphes et, a ce jour, ils ne semblent pas jouer de réle majeur dans la

transplantation [1].

La nomenclature moléculaire des génes codant le HLA suit la logique suivante : le
locus du géne associé est d'abord indiqué, suivi d'un astérisque (HLA-A*). L'alléle codant
pour une protéine disctincte est ensuite identifié par un minimum de 2 et un maximum de
4 champs distincts, séparés par deux points et ayant chacun une signification précise. Le
premier champ correspond au groupe sérologique de lallele (HLA-A*02). Le deuxiéme
champ indique la spécificité de la protéine exprimée (HLA-A*02:01). Le troisieme champ

réfere aux différents alléles présentant des mutations silencieuses dans la région



codante (HLA-A*02:01:01). Finalement, le quatrieme champ est utilisé pour identifier des
différences dans la région non codante (HLA-A*02:01:01:02), ainsi que des variants dont
I'expression est anormale (HLA-A*02:01:01:02N) [33, 34].

Le polygénisme et I'expression en codominance de méme que la grande diversité
allélique des CMH dans la population rendent chaque individu pratiquement unique. La
sélection thymique des cellules T et la tolérance centrale des cellules B ménent a la
tolérance spécifique de tout peptide du soi et donc de leurs propres HLA. En héritant d'un
chromosome 6 de chacun des parents, seuls les jumeaux monozygotes sont
immunologiquement identiques. La polygénie et le polymorphisme des génes HLA
rendent la diversité théoriquement infinie, mais un phénoméne la limite : le déséquilibre
de liaison. Celui-ci est défini par une conservation préférentielle de deux génes a travers
les générations qui ne peut étre expliquée par le hasard. L’association entre ces deux
génes s’explique en partie par la proximité de ces deux génes sur un méme chromosome

et la probabilité plus faible d’'une recombinaison entre ces deux génes [33].

6.2.2 Développement thymique

Issus de la moelle osseuse, les précurseurs des lymphocytes T doivent passer par
plusieurs étapes avant d’entrer dans la circulation systémique. En effet, il est primordial
gu’ils possédent a leur entrée des fonctions effectrices spécifiques a un antigéne du non-
soi. Il est possible d’arriver a ce résultat grace aux capacités de réarrangement des
génes codant pour les récepteurs des thymocytes. Le TCR est composé d’'une chaine
béta (structure de segments VDJC) et d’une chaine alpha (VJC) permettant plusieurs
tentatives d’assemblages de TCR fonctionnels. L’enzyme terminal desoxynucleotidyl
transferase (TdT) ajoute aléatoirement des nucléotides aux jonctions des segments V-J
et V-D-J contribuant grandement a la diversité des récepteurs de cellules T. Les cellules
épithéliales du cortex thymique expriment les CMH de classe | et Il, permettant la
sélection positive des thymocytes. Par la suite, il y a sélection négative; la
reconnaissance spécifique par le TCR d’'un complexe constitué d’'un peptide du soi et

d'un CMH du soi entraine I'apoptose de ces thymocytes immatures autoréactifs. Les



lymphocytes T naifs vont ensuite se retrouver dans la circulation systémique et
préférentiellement dans la rate et dans les ganglions lymphatiques suite a 'attraction par
des chimiokines [22, 34-36].

6.2.3 La présentation d’antigéne

Les cellules dendritiques, issues de la lignée myéloide, forment une population
hétérogéne responsable de la surveillance de la présence de pathogeénes par la capture
via le PRR, la dégradation dans le lysosome par des enzymes protéolytiques ainsi que
dans le transport des molécules présentatrices d’antigéne a la surface cellulaire menant
a la présentation des antigénes aux cellules du systéme immunitaire adaptatif [22, 27].
Bien que d’autres types cellulaires puissent jouer le role d'APC (macrophages,
lymphocytes B), les cellules dendritiques sont celles qui favorisent la meilleure réponse a

'antigéne présenté [22, 26, 34].

La présentation d’antigéne peut se faire par trois voies. La premiére, la voie
endogéne dégrade des protéines intracellulaires via le protéasome et présente les
antigénes a la surface par des CMH de classe |. La voie exogéne présente les molécules
du milieu extra cellulaire via le CMH de classe Il. La voie croisée présente des molécules
d’origine exogéne, mais par le CMH de classe |. Dans le cadre de la transplantation, c’est
la présence de CMH allogénique indépendamment de I'antigéne présenté qui provoque
le rejet. Bien que jouant un rdle marginal dans la physiologie menant au rejet, les
antigénes exogénes des cellules du donneur présenteront éventuellement des antigénes
issus de la dégradation de ses CMH aux cellules lymphocytaires du receveur, menant a
I'activation de la réponse adaptative et, en absence de traitement, au rejet cellulaire. La
deuxiéme voie est exogéne et limitée aux APC [34]. L’endocytose de molécules solubles
par les APC méne a la présentation d’antigene via des CMH de classe Il. Dans le cadre
de la transplantation, des CMH (solubles, sur exosome, sur débris cellulaires ou intacts
sur des cellules du donneur) peuvent étre présentés via les CMH de classe Il et mener a
la réponse humorale. De méme, la présentation croisée peut se faire chez les APC [34].

Il s’agit de fragments cellulaires libérés dans la circulation suite a la nécrose cellulaire,



entre autres. Ces débris sont endocytés, mais la présentation de certains antigénes
s’effectue via le CMH de classe |. Lors d’une transplantation, de nombreuses cellules de
'organe transplanté sont endommagées, augmentant la prévalence de la présentation

croisée [34].

Les molécules d’adhésions cellulaires sont un systéme redondant qui est présent
a la surface des APC. Il permet de stabiliser une liaison (APC)CMH-Tc de faible affinitée.
Si le TCR reconnait un antigéne présenté par le CMH auquel il est restreint, il s’y lie de
facon stable. Il s’agit du premier signal. La maturation de cellules T naives en cellules T
activées dépend de deux autres signaux, essentiels pour la prolifération clonale. Les
molécules de costimulation envoient un signal de survie, ce qui promeut I'activation de
génes codant entre autres pour IL-2 et BCL-2, favorisant ainsi la survie et la prolifération
des lymphocytes T. La présence de cytokines pro-inflammatoires dans le milieu permet
la prolifération cellulaire des cellules T activées en cellules T effectrices. Les cellules T
naives CD8 nécessitent une concentration élevée de molécules de costimulation pour
étre activées [22, 34-36].

6.2.4 Réponse cellulaire

Les Tc CD8+ effectrices sécrétent une combinaison de perforine/granzyme sur
toutes les cellules exprimant I'antigéne spécifique présenté par le CMH de classe | et ce,
méme en l'absence de molécule costimulatrice. L’activité granzyme perforine force la
cellule ciblée a entrer en apoptose. En transplantation, un rejet médié par les
lymphocytes T est causé par la reconnaissance directe des HLA de classe | a la surface
des cellules épithéliales. Ce type de rejet est caractérisé par une infiltration de
lymphocytes T activés ainsi que de macrophages dans l'espace interstitiel. Des
lymphocytes T infiltrés, seule une minorité est spécifique de I'antigéne. Une grande
libération d'IFN-y dans le milieu active les cellules épithéliales vasculaires qui
surexprimeront les CMH de classe | et exprimeront les CMH de classe Il. Cette réponse
augmente la susceptibilité a I'alloreconnaisance [22, 34].
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Les T CD4+ se lient au CMH de classe Il sur les APC. Les différentes cytokines
sécrétées par les cellules du systéme immunitaire inné moduleront leurs différenciations
en cellules T CD4+ effectrices selon le type de cytokines de leur troisieme signal de
survie. [27, 34].

En présence d'IFN-y et d’IL-12, ils deviennent des CD4-Th1. Ces CD4-Th1
produisent de I'lL-2 et de I'IFN-y, contribuant a activer les cellules du systéme
immunitaire inné, tels les macrophages, et contribuent a la sécrétion de chimiokine

d’attraction. En transplantation, ils augmentent le rejet par la réponse cellulaire [22].

En présence d’IL-4, ils deviennent des CD4-Th2. Ces CD4-Th2 sécréteront de I'lL-
4, qui contribue a activer les lymphocytes B, et favoriseront un développement
d’anticorps spécifiques. En transplantation, I'activation préalable de Th2 spécifiques aux
peptides d’'un antigéne HLA allogénique auquel le receveur est exposé (grossesse,
transfusion ou greffe préalable) favorisera la production d’anticorps spécifiques contre
ces HLA [34].

En présence d’IL-6 et de TGF-B, mais en I'absence d’IL-4 et d’IL12, ils deviennent
des CD4-Th17. Ces CD4-Th17 produisent de I'lL-17, favorisant le recrutement de
neutrophiles [22, 27].

6.3 Réponse humorale

6.3.1 Développement des lymphocytes B

Les lymphocytes B sont issus des progéniteurs hématopoiétiques dans la moelle
osseuse. A partir d’'un précurseur lymphoide, les chaines lourdes d'immunoglobuline p se
réarrangent et sont co-exprimées avec les chaines de substitution lIégére, pour devenir

une cellule Pro-B précoce. Si le réarrangement initial est inefficace, 'autre chromosome
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servira. Si ce dernier est également non efficace, la cellule Pro-B entrera en apoptose.
Lors d’'une recombinaison réussie des segments V-DJ (Pro-B tardif), le réarrangement de
la chaine lourde de l'autre chromosome s’arréte. Il s’agit de I'exclusion allélique. Lors du
réarrangement DJ et V-DJ, 'enzyme terminal desoxynucleotidyl transferase (TdT) ajoute
aléatoirement des nucléotides aux jonctions contribuant grandement a la diversité des
récepteurs de cellules B. La cellule entre au stage Pre-B et, a ce stade, la chaine lourde
M se lie a la chaine de substitution Iégére et forme le Pre-BCR (B-cell receptor) a la
surface cellulaire. Ensuite, les génes de la chaine légere des Ig se réarrangent au niveau
des segments VJ pour se lier & une chaine p et produire un IgM. A ce stade, la cellule se
nomme lymphocyte B immature. Ces cellules sont exposées via leurs récepteurs de
cellules B aux molécules du soi environnantes. Les cellules non réactives maturent et
peuvent quitter la moelle osseuse et rejoindre la circulation sanguine. Cette sélection se
nomme tolérance centrale. Les cellules autoréactives peuvent tenter de réarranger les
génes de la chaine alpha pour modifier la spécificité ou I'avidité de leur récepteur. Les
cellules autoréactives seront éliminées. Les lymphocytes B naifs rejoignent la circulation
et se retrouvent principalement dans les ganglions lymphatiques suite a I'attraction [1, 3-
5].

6.3.2 Activation des lymphocytes B

L’activation des lymphocytes B naifs peut se faire de deux fagons. La premiére est
indépendante du thymus (TI). Il s’agit principalement d’'une activation par des débris
microbiens reconnus par le récepteur des cellules B et reconnus également par des
PAMPs a la surface cellulaire. |l est aussi possible pour les lymphocytes B Tl d’étre
activés lorsque plusieurs récepteurs sont activés par liaison croisée provoquée par un

épitope microbien répétitif.

L’activation des lymphocytes B par la voie dépendante du thymus requiert la
présence de cellules T CD4+ activées reconnaissant le méme antigéne. Cette liaison se
fait principalement a la bordure des zones des cellules B et des zones des cellules T

dans les organes lymphoides secondaires. La liaison est alors stabilisée par LFA-1 et
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ICAM-1. La synapse immunologique se forme. Elle comprend les trois signaux
d’activations TcR-BcR, CD40L-CDA40 et IL4-IL4R respectivement. Ces signaux activent le
lymphocyte B qui se met a se diviser en plasmablastes et en lymphocytes B mémoires.
Les plasmablastes secretent initialement des IgM. Lorsqu’ils changent de classe sous
I'effet des molécules de costimulation et de cytokines, ils se divisent tout en sécrétant
des IgG. Des mutations somatiques se produisent aléatoirement dans la région V des
IgG lors de la division des lymphocytes B. Les plasmablastes ayant une meilleure affinité
pour l'antigéne sont conservés et se multiplieront a leur tour. La compétition pour
'antigéne augmente l'affinité des anticorps produits. Lorsque le plasmablaste perd sa
capacité a se diviser ainsi qu’a exprimer le CMH de classe I, il devient un plasmocyte.
Les plasmocytes produisent massivement des anticorps IgG (ou autres isotypes) ayant
une grande affinité pour I'antigene. lls peuvent rester dans les organes lymphoides, ou
leur demi-vie sera réduite, ou retourner dans la circulation systémique, préférentiellement
la moelle osseuse. A chaque stade du développement des plasmablastes et des
plasmocytes, des cellules mémoires sont produites et conservées. Cette mémoire
immunologique rend possible une réponse rapide ultérieure face a une nouvelle

exposition a I'antigéne en question.

6.3.3 Roles des anticorps

Les différentes classes d'immunoglobulines ont différents réles et une distribution
aux sites physiologiques propres a chacun de ces roles [22]. Le tableau 3 résume leurs
différences. L’activité immunologique des anticorps se distingue en plusieurs réles :
'opsonisation, la neutralisation, I'activation des mastocytes, I'activation de la cascade du
complément et le recrutement de monocytes, l'activation des cellules NK via leur
fragment Fc ainsi que I'activation des cellules endothéliales par liaison des anticorps aux

CMH de classe Il. La figure 1 schématise le role des DSA dans la transplantation [22].
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Figure 1 : Physiologie des dommages causés par les DSA’

L’opsonisation permet aux monocytes d’internaliser des bactéries pathogénes ou
des fragments de particules étrangéres. Les anticorps se lient a la surface du pathogéne
ou du fragment pour lequel ils sont spécifiques. Les récepteurs Fc a la surface des
monocytes reconnaissent les fragments constants des anticorps et activent 'endocytose

menant a leur internalisation [22].

La neutralisation est I'effet d’empécher la liaison de molécules potentiellement
dangereuses a leurs cellules cibles. Certaines bactéries relachent des toxines qui ont un
effet délétere sur le milieu environnant. La liaison anticorps/toxines empéche la liaison de
la toxine a un récepteur cellulaire. De la méme fagon, des anticorps spécifiques aux
protéines virales de surface peuvent empécher l'internalisation de ces virus en se liant
[22].

L’activation de la cascade du complément peut se faire de trois facons : la voie
classique, la voie des lectines et la voie alterne. Dans le cas des anticorps, c'est

principalement la voie classique qui est empruntée. Tel que vu a la figure 1, le complexe

3 Figure 1: 37. Mehra, N.K. and A.K. Baranwal, Clinical and immunological relevance of antibodies in solid

organ transplantation. Int J Immunogenet, 2016. 43(6): p. 351-368.
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C1q se lie sur le fragment constant de deux anticorps physiquement rapproché. Une

cascade s’ensuit, menant au dép6t de C4b a la surface de I'endothélium et a la formation

du complexe d’attaque membranaire. Le complexe d’attaque membranaire forme un pore

a travers la cellule menant a I'apoptose de celle-ci. Egalement, des sous-produits de la

cascade du complément ne prenant pas part a la formation du MAC, entre autres les

anaphylatoxines C3a et Cba, agissent comme chimiokine pour les monocytes. En

transplantation, un dépét de C4d est associé a un rejet causé par des anticorps [18, 23].

Tableau 3 : Fonctions et propriétés biologiques des différentes classes et sous-

classe d’anticorps*

IgM | IgD IgG1 IgG2 IgG3 IgG4 IgA IgE
Neutralisation + - ++ ++ ++ ++ ++ -
Opsonisation + - +++ - ++ + + -
ADCC - - ++ - ++ - - _
Allergie - - + - + - - +4++
MAC ++ - ++ + +++ - + -
Traverse + - - - - - +++ -
épithélium
Traverse barriere | - - +++ + ++ +/- - -
placentaire
Diffusion +/- - +++ +++ +++ +++ ++ +
extravasculaire
* Adaptation libre de la figure 9.19 de Janeway’s Immunobiology. Page 401. 22. Murphy, K.e.a.,

Janeway's Immunobiology, ed. 7. Vol. 7. 2008. 887.
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7 DIAGNOSTIC ET PREVENTION DU REJET

7.1 Les critéres de Banff

Les critéres de Banff sont une nomenclature pour le diagnostic par biopsie du rejet
rénal. Suivant une réunion tenue en 1993 dans la ville de Banff au Canada, les premiers
outils de mesures de diagnostic ont été établis par les participants de cette réunion.
Inspirés par la nomenclature du rejet cardiaque, ces critéres visaient a uniformiser les
standards pour le diagnostic. Les critéres de 1993 ont fait I'objet de nombreuses
révisions et adaptations depuis. On distingue présentement six classements des formes
du rejet. L’évaluation repose sur la région rénale atteinte ainsi que sur l'intensité de la
réaction [38-40].

Biopsie normale, aucun rejet

Rejet causé par les anticorps

Rejet limite, suspicion plus ou moins forte d’un rejet cellulaire
Rejet cellulaire

Fibrose interstitielle et atrophie tubulaire, étiologie inconnue

2R

Autre cause (par exemple, toxicité médicamenteuse)

Le diagnostic du rejet permet a I'équipe de médecins traitants de cibler le bon
moyen de lutter contre le rejet. Par exemple, le traitement pour un rejet cellulaire est
'augmentation de la médication immunosuppressive. Ce traitement, dans le cas d’un
rejet associé a une toxicité médicamenteuse, aura pour conséquence d’amplifier le

probléme.

7.2 La pharmacopée immunosuppressive

De nombreux agents immunosuppressifs se sont succédé avec les années,

augmentant la durée de vie des greffons [41] et des greffés. Un protocole
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immunosuppressif fiable avec des controles fréequents d’évaluation de niveaux circulant
est nécessaire pour la tolérance de l'organe transplanté. Toutefois, la majorité de ces
agents immunosuppressifs ont des effets secondaires puissants et puisque le patient
devra généralement étre sous médication jusqu’a la fin de sa vie, les dosages doivent

étre optimisés.

7.2.1 Inhibiteurs de calcineurine

Le tacrolimus ou FK506 est une lactone macrocyclique hydrophobe. Il fut
découvert en 1987 par une équipe de chercheurs japonais durant I'étude de

'actinomycéte Streptomyces tsukubaensis [42].

La cyclosporine est un polypeptide cyclique isolé en 1971 du champignon
Tolypocladium inflatum. Il fut approuvé en 1983 comme molécule pharmacologique

immunosuppressive [34].

La calcineurine est une phosphatase ayant pour cible le facteur de transcription
NFAT. Le tacrolimus est un inhibiteur de la calcineurine plus efficace que la cyclosporine
a la méme dose [43]. Il apparait de 10 a 100 fois supérieur pour bloquer la synthése d’IL-

2 que la cyclosporine [44].

La structure cyclique du tacrolimus comprend 23 éléments ; la cyclosporine est,
quant a elle, composée de 11 acides aminés. Leurs états lipophiles leur permettent de se
retrouver dans le cytosol des lymphocytes T et ainsi bloquer leur prolifération [43-45]. Le
mode d’action immunosuppressif du tacrolimus s’exerce lorsque ce dernier se lie a une
immunophiline, la FKBP [43]. L'action de la cyclosporine s’exerce par liaison a la
cyclophiline A [43]. Ces liaisons respectives favorisent alors la liaison de leur
immunophiline a un complexe comprenant entre autres la calmoduline et la calcineurine.
C’est l'action de ce complexe qui inhibe l'activité phosphatase de la calcineurine [45].
Comme le transport des facteurs nucléaires des cellules T activées (NFATc) dépend de

leur état de phosphorylation, linhibition de Il'activité phosphatase de la calcineurine
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empéche la migration de NFATc a travers la membrane nucléaire. Il en résulte que
NFATc ne peut aller se lier aux facteurs de transcription AP-1. Comme le complexe
NFATc:AP1 est responsable de I'activation de la transcription de génes requis pour
I'activation des lymphocytes T (dont l'interleukine 2, le ligand de CD40 et le ligand de
Fas, FasL), l'inhibition de l'activité phosphatase de la calcineurine par le tacrolimus ou la
cyclosporine empéche la prolifération cellulaire et bloque les fonctions effectrices des
cellules T. Ce mode d’action est schématisé a la figure 2. Plus spécifiquement chez le
lymphocyte T, le tacrolimus ou la cyclosporine réduisent I'expression d’'IL-2 ainsi que de
lIL-3, I'lL-4, le GM-CSF et du TNF-a. lls réduisent également la prolifération cellulaire
des lymphocytes T et inhibent I'apoptose induite par I'antigéne [22]. Indirectement, les
inhibiteurs de la calcineurine agissent également sur les lymphocytes B en diminuant leur
prolifération suite a une réduction de la présence de cytokines (normalement produites
par les lymphocytes T activés). Comme la calcineurine est présente ailleurs dans
plusieurs types cellulaires de l'organisme humain, I'action du tacrolimus et de la
cyclosporine s’exerce également dans ces milieux. Ce qui en fait un bon agent
immunosuppressif est en lien avec le faible taux de calcineurine a lintérieur des
lymphocytes T comparativement aux autres cellules contenant de la calcineurine. A faible
dose, les inhibiteurs de la calcineurine agissent sur les lymphocytes T sans trop perturber
l'activité des autres cellules contenant la calcineurine [22, 34]. Les principaux effets

secondaires des inhibiteurs de calcineurine sont énumérés dans le tableau 4.

7.2.2 Inhibiteurs de mTOR

La rapamycine est issue d'une bactérie filamenteuse se retrouvant sur l'ile de
Paques, Streptomyces hygroscopicus. Elle a été isolée vers la fin des années 70 par des
chercheurs montréalais de chez Ayerst [46]. La rapamycine se lie a MTORC1 inhibant la
sérine-thréonine kinase mTOR. Cette inhibition empéche la phosphorylation de P70S6K1
et de 4E-BP1, causant l'arrét en phase G1 du cycle cellulaire des lymphocytes T [43].
Elle diminue également la production d’interféron par les cellules dendritiques. Un des
avantages de la rapamycine est son absence de néphrotoxicité [43].
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7.2.3 Agents antiprolifératifs

L’azatropine fut 'un des plus importants agents immunosuppressifs des années
1960 a 1990. L’AZA libére du 6-mercaptopurine. Son métabolite actif, le 6-TGN, s’intégre
a 'ADN et ’TARN comme étant une purine, interférant dans le cycle de division cellulaire.
Ce mode d’action est illustré a la figure 2. D’autres études ont permis de démontrer que
'un de ses métabolites, le 6-thio-GTP, remplacerait le GTP dans la voie de signalisation
de la molécule co-stimulatrice CD28, inhibant ainsi le signal. L’absence de signal de co-
stimulation induirait 'apoptose [47]. Cette molécule inhibe également la réplication des
lymphocytes B et T activés et réduit le nombre de monocytes en inhibant I'activité des
promyélocytes dans la moelle osseuse. Sa forte toxicité et le développement de
nouvelles molécules ont rendu son utilisation marginale [34, 43]. Les principaux effets

secondaires sont énumérés dans le tableau 4.

L’acide mycophenolique, molécule active du mycophenolate mofetil, agit par
blocage de la synthése de novo des purines en inhibant I'activité enzymatique de
'IMPDH (losine monophosphate désydrogénase), qui est de catalyser la production de
guanosine monophosphate a partir d’ionosine monophosphate, également précurseur de
'adénosine monophosphate. La diminution de guaninosine monophosphate et
laugmentation d’adénosine monophosphate débalancent le niveau des purines et
empéchent la production de novo des purines. La réplication s’arréte en phase S1 [34,
43].

7.2.4 Corticoglucostéroides

Les glucocorticoides ont un effet a la fois sur linhibition des facteurs pro-
inflammatoires IL-1, IL-2, GM-CSF, INF-y et TNF-a et l'activation des facteurs anti-
inflammatoires IL-10 et TGF-B. lls agissent en se liant aux protéines du noyau, activant
ou inhibant la transcription des génes associés [34]. lls sont principalement utilisés a

haute dose dans les premiéres semaines apres la transplantation et sont graduellement
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diminués. Certaines équipes de suivi post-transplantation en arrétent 'administration et
d’autres maintiennent une dose faible a vie. Les effets néfastes a long terme de la prise
de ces molécules a haute dose dépassent les bénéfices (déminéralisation, rétention
d’eau, enflure, diabéte, etc.) [41, 43, 48].

7.2.5 Les anticorps monoclonaux et protéines de fusion

Ce sont des anticorps spécifiques dirigés contre des cibles moléculaires présentes sur
des lymphocytes. Les anticorps sont développés chez une autre espéce puis humanisés
pour permettre leur reconnaissance et la destruction de leur cellules cibles via le mode

d’action habituel des anticorps.

Alemtuzumab : Il s’agit d’anticorps monoclonaux humanisés dirigés contre le CD52.
Principalement utilisé dans les cas de leucémie récalcitrante, il est parfois également
utilisé dans le protocole immunosuppressif d'induction au moment de la greffe [34].

Basiliximab : 1l s’agit d’anticorps IgG monoclonaux chimériques souris/humain
ciblant le CD25, une sous-unité du récepteur IL-2 des cellules T activées. |l est utilisé

dans le protocole immunosuppressif d'induction au moment de la greffe [3, 34, 43]

Belatacept : Il s’agit d’'une protéine de fusion combinant les génes CTLA-4 au
fragment Fc des IgG. Il se lie aux molécules co-stimulatrices CD80 et CD86 des cellules
présentatrices d’antigénes et empéche la liaison avec le CD28. L’absence de co-

stimulation empéche I'activation des cellules T naives [34, 49].

Antithymocytes : Il s’agit d’anticorps IgG polyclonaux purifiés issus de
limmunisation de chevaux et/ou lapins avec des lignées lymphocytaires humaines. |l est
utilisé dans le protocole immunosuppressif d'induction au moment de la greffe causant

une lymphopénie [49].

Les principaux effets secondaires des anticorps monoclonaux sont énumérés dans

le tableau 4.
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Figure 2 : Cibles et mode d’action des immunosuppresseurs’®
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Tableau 4 : Résumé des principaux agents immunosuppressifs, mécanismes et effets

secondaires®

Agent pharmacologique | Description Mécanismes Effets secondaires
Cyclosporine Peptide cyclique de 11 | Se lie a la cyclophiline Hypertension
acides aminés issus de | pour inhiber I'action de la | Néoplasie
Tolypocladium phosphatase calcineurine, | Hyperlipidémie
inflatum ce qui prévient Diabete mellitus
I'activation des Nephrotoxicité : syndrome
lymphocytes T hémolytique-urémique
Neurotoxicité
Hyperplasie des gencives
Hirsutisme
Tacrolimus Antibiotique Se lie a FKBP pour inhiber | Semblable a la cyclosporine avec

macrolide issu de

I'action de la phosphatase

incidence moindre (Hirsutisme non

Streptomyces calcineurine, ce qui présent)
tsukubaensis prévient I'activation des
lymphocytes T
Sirolimus (rapamycine) Antibiotique Se lie a FKBP et inhibe Hyperlipidémie

macrolide triene issu

de S. hygroscopicus

I'activité de mTOR, ce qui
empéche la traduction
par les ribosomes des
facteurs de croissance
cellulaire, empéchant

I’expansion clonale

Guérison tardive de blessures
Augmente la toxicité des CNI
(inhibiteur de calcineurine)
Ulcéres buccaux
Thrombocytopénie
Pneumonie

Pneumopathie interstitielle

Néoplasie

6 Adaptation libre des tableaux 10.2 et 10.4 du livre Transplant Immunology pages 247-252. 34. Li, X.C,

Transplantation immunology, ed. AST. 2016: Wyley Blackwell.
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Acide mycophenolique

Acide
mycophenolique issu

de moisissure de

Inhibe IMPDH, ce qui
débalance I'équilibre

GMP-AMP nécessaire a la

Syndrome gastro-intestinal
Neutropénie

Anémie légere

pénicillines synthese de novo des Néoplasie
purines, ce qui inhibe la
prolifération des
lymphocytes T et B
Azathioprine Libére du 6- Les 6-mercaptopurine Leucopénie
mercaptopurine intégrent I’ADN comme Diminution de moelle osseuse
thioguanine, ce qui Macrocytose
interfere avec la Toxicité hépatique
réplication d’ADN et
perturbe les purines de
novo
Prednisone Convertie par le foie Action dose dépendante Cataractes
en prednisonolone lls agissent en se liant aux | Hypertension
protéines du noyau, Hyperglycémie
activant ou inhibant la Ostéoporose
transcription des génes Symptome de type Cushing
associés Croissance perturbée
Antithymoglobuline IgG de lapin Anticorps cytotoxiques Syndrome de relachement de
IgG de chevaux contre les antigenes de cytokine sévere
surface des lymphocytes (Edéme pulmonaire
T, inhibition de leurs Insuffisance rénale aigué
activations Syndrome gastro-intestinal
Perturbation du systeme nerveux
central
PTLD
Basiliximab Anticorps chimériques | Blocage sélectif du Problémes gastro-intestinaux

monoclonaux contre

IL-2R

récepteur IL-2 des cellules
T activées, inhibe I’action

d’IL-2

Réaction d’hypersensibilité
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Belatacept Protéine de fusion ; Il se lie aux molécules Co- | Augmente le risque associé au CNI
CTLA-4 combiné avec stimulatrice CD80 et CD86 | pour PTLD

la fraction FC des IgG des cellules Non conseillé au Pt EBV négatif
présentatrices Augmente le risque de rejet médié
d’antigénes et empéche par les lymphocytes T

la liaison avec le CD28 Multifocal leuco-encéphalopathie
tardive

Risque de tuberculose en

population endémique

7.2.6 Les effets secondaires et risques associés

Tous les immunosuppresseurs présentent des effets secondaires qui ne sauraient
étre ignorés. Sans étre une liste exhaustive, notons des tremblements, des migraines, de
linsomnie, de la diarrhée, une hyperglycémie, le diabéte sucré, de I'hypertension et
surtout une fonction rénale perturbée. De plus, il existe un risque plus grand chez une
personne immunosupprimée de contracter des maladies dites « opportunistes » telles les
infections virales, bactériennes et fongiques ainsi que certains types de cancer,
notamment du systéme lymphatique et du cancer de la peau [51]. Les inhibiteurs de
calcineurine sont nettement néphrotoxiques. Les effets néphrotoxiques peuvent étre
aigus ou chroniques. L’insuffisance rénale aigué se développe conséquemment a
'augmentation des résistances vasculaires rénales par 'augmentation de la sécrétion
d’endothéline, un vasoconstricteur, et par une diminution de facteurs vasodilatateurs
suite a I'exposition aux inhibiteurs de calcineurine, ce qui, a terme, diminue le flux
sanguin rénal. Les effets des inhibiteurs de calcineurine sur I'expression rénale de la
cyclooxygénase-2 affectent le métabolisme de 'ACH, ce qui perturbe I'équilibre entre les
agents vasoconstricteurs et vasodilatateurs [44]. Une autre explication se trouve dans la
mise en marche du systéme rénine angiotensine aldostérone par effet direct des
inhibiteurs de calcineurine sur les cellules juxtaglomérulaires [42, 45, 51]. L’effet net est
la réduction du flux sanguin menant a I'établissement d’un cercle vicieux accélérant les
effets néfastes. [51] En plus, il apparait que I'exposition aux inhibiteurs de la calcineurine

augmentera la contractilité des muscles lisses en modifiant les flux calciques. Il peut
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également se produire un artériolithe aigue. Cette pathologie provoque un syndrome
hémolytique et urémique [34, 43, 51]. L’artériolithe aigué n’est pas dose dépendante et
nécessite l'arrét immeédiat des inhibiteurs de calcineurine. Dans le cas d'une
néphrotoxicité chronique, la pathologie vasculaire méne a une hyalinose artériolaire, la
pathologie tubulo-interstielle, a une fibrose tubulo-interstitielle a atrophie tubulaire.
L’atteinte glomérulaire méne a un gonflement de la capsule de Bowman et probablement
une hyalinose segmentaire et focale. Le retour a 'hnémodialyse ou une seconde greffe
rénale s’impose. Il existe également un risque pour le développement d’'un syndrome
lymphoprolifératif post-transplant (PTLD). Le PTLD est une atteinte du systéme
lymphatique associé au développement de tumeur ganglionnaire ou extra-ganglionnaire.
La prévalence de cette pathologie chez les greffés est d’environ 10 % et la présence du

virus EBV y est fortement associée [34] [51].

7.2.7 Recherches et développement de molécules immunosuppressives

Les recherches actuelles sur les molécules immunosuppressives s’efforcent
d’explorer les différents liens entre le polymorphisme de génes clés (CYP3A4, CYP3AS,
ABCB1) impliqués dans la cinétique et le dynamisme des molécules actuellement sur le
marché, mais aussi sur les génes pouvant diminuer la toxicité du produit (CAV1, codant
une protéine de la fibrose tissulaire) [42, 44, 52, 53]. La forte toxicité associée aux
molécules des inhibiteurs de calcineurine nécessite un contréle de dosage des niveaux
sanguins extrémement rigoureux afin d’éviter les effets cytotoxiques (en particulier pour
les reins) chez le patient. L’identification des alléles ayant un rble dans la clairance et la
biodisponibilité du produit de méme que dans certains génes codant pour des protéines
effectrices permettra peut-étre de prédire la vitesse de métabolisation et ainsi ajuster le
dosage initial en fonction de I'association du profil génétique du donneur avec celui de
son greffon [42, 44, 52, 53]. La grande diversité des agents immunosuppressifs permet
aujourd’hui aux cliniciens d’établir des protocoles pour favoriser la tolérance
pharmacologique de l'organe transplanté tout en cherchant a diminuer les effets
secondaires potentiels. Dans le cas de la transplantation rénale, I'approche typique

actuelle consiste en une combinaison de type inhibiteur de calcineurine avec un agent
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antiprolifératif. Actuellement pour les patients du CHUM, la combinaison la plus souvent
retrouvée parmi les patients est tacrolimus avec mycophenolate mofetil [34, 54]. Les
stratégies meédicamenteuses varient plus particulierement au moment de la
transplantation. L’induction a l'aide d’agents ou de mécanismes de déplétion d’anticorps
va varier selon le degré d'immunisation de chaque patient et sera décidée par le clinicien.
Certains vont privilégier I'ajout de corticostéroides au moment de la transplantation suivi
d’un retrait rapide (< 7 jours) ou tardif (= 6 mois) [34]. Concernant la stratégie de
minimisation a long terme de l'utilisation des CNI, trois stratégies sont reconnues : la
réduction des doses, la substitution de I'agent et I'évitement. Des trois stratégies, seule la
réduction des doses a démontré un effet bénéfique sur la fonction rénale a long terme
[55]. II est important de noter que les agents pharmacologiques actuels ne peuvent
empécher les effets d’'une immunisation préalable contre les antigénes du donneur [51,
56].

7.3 Méthodes d’évaluation de compatibilité tissulaire

7.3.1 Les premiers pas

En 1969, Patel et Terasaki ont jeté les bases de ce qu’allaient devenir les tests de
compatibilité croisée sérologiques : des lymphocytes T et B prélevés chez un donneur
potentiel sont mis en contact avec le sérum d’un receveur. Les lymphocytes expriment
les antigénes HLA et le sérum contient (ou non) des anticorps anti-HLA [8]. En présence
d’anticorps anti-HLA spécifiques au donneur, les protéines du complément se fixent aux
anticorps, ce qui permet la formation du complexe d’attaque membranaire (MAC). Le
pore formé par le MAC permet linfiltration d’'un colorant ajouté au milieu rendant possible
l'interprétation du test de compatibilité [8]. Les tests de compatibilité croisée sérologiques
ont gagné en sensibilité grace a l'ajout d’anticorps anti-immunoglobulines humaines
(AHG) [57, 58]. L’'ajout ’AHG permet de repérer les DSA présents en plus faible
concentration en augmentant la densité de fragments Fc a la surface cellulaire,

essentielle dans le recrutement des protéines du complément [20, 58].
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Il faut comprendre que les méthodes sérologiques décrites précédemment étaient
également utilisées pour l'identification sérologique des antigenes HLA des patients et
des donneurs. Par I'emploi d’'un panel de sérum contenant des anticorps anti-HLA
préalablement caractérisés et couvrant 'ensemble des spécificités susceptibles d’étre
retrouvées dans la population locale [59], il est possible d’identifier les différents
antigénes HLA exprimés a la surface cellulaire. De méme, avec un panel de cellules dont
les antigénes HLA sont connus, il est également possible d’identifier sérologiquement la
présence d’anticorps anti-HLA spécifiques dans un sérum donné [59]. Par contre, ces
tests sont limités en terme de sensibilité, les anticorps circulant doivent étre en plus
grande concentration pour étre détectables. Il se peut donc que des subtilités alléliques
du typage ou de la spécificité des anticorps anti-HLA ne puissent étre résolues a ces

niveaux de sensibilité.

7.3.2 Les nouvelles méthodes

Depuis, les tests de compatibilité croisée ont été améliorés en distinguant des
concentrations de plus en plus faibles d’anticorps anti-HLA circulants. Ces améliorations
impliquent entre autres I'utilisation de tests de compatibilité croisée sérologiques utilisant
la cytométrie en flux [59]. Cette méthode nécessite une incubation du sérum du receveur
avec des lymphocytes du donneur potentiel et l'utilisation d’anticorps spécifiques aux
lymphocytes T (anti-CD3), lymphocytes B (anti-CD19) et d’'un anti-lgG humaines, chacun
de ces anticorps étant couplé a un fluorochrome particulier. L’excitation de leurs
flurochromes respectifs a I'aide de lasers permet d’'identifier une incompatibilité et méme
de discriminer une incompatibilité causée par des anticorps contre les molécules HLA de
classe Il. Ce test a été raffiné par la suite avec I'ajout d’enzymes protéolytiques
permettant de réduire la liaison non spécifique d’immunoglobulines a la surface des
lymphocytes B exprimant des récepteurs de portion Fc [60]. Ces méthodes ont permis de

mieux apparier donneur et receveur et d’'augmenter ainsi la survie du greffon [1, 59-62].
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Avec les avancées du domaine de la biologie moléculaire et la découverte des
procédés de réaction en chaine par polymérase (PCR), des méthodes génomiques ont
vu le jour, entrainant l'identification des antigénes HLA a un niveau allélique [63, 64]. Les
méthodes de génotypage se sont constamment améliorées et se sont étendues a
'ensemble des loci codant des molécules HLA de classes | et Il. Parallélement, des
méthodes de détection d’anticorps en phase solide ont vu le jour. Des antigénes HLA
uniques sont produits dans des systémes d'expression eucaryotes, purifiés et liés
individuellement dans un puits d’'une microplaque de support (dans le cas des méthodes
utilisant la technologie ELISA) ou sur des microsphéres identifiables par une
concentration unique de deux colorants (dans le cas des méthodes utilisant la cytométrie
en flux) [59, 65-69].

7.3.3 La complexité de I'identification des anticorps anti-HLA

Les avancées technologiques permettent aujourd’hui une sensibilité accrue dans
la détection d’anticorps anti-HLA spécifiques et permettent d’estimer leur concentration
relative dans le sérum [12]. Ces analyses permettent de détecter une présence certaine
d’anticorps anti-HLA sans que celui-ci ne cause de réaction positive dans les tests de
compatibilités classiques. De nombreuses études se sont penchées sur les
conséquences de greffes effectuées en présence de ces anticorps anti-HLA [11, 15, 17,
18, 70-72]. La majorité de ces études conclut a un impact négatif des DSA sur la fonction
ou la survie du greffon rénal. Certaines se sont notamment penchées sur les risques et
les bénéfices de considérer ces anticorps comme étant inacceptables ainsi que les colts
associés [73]. Apres tout, durant des années, les transplantations ont été effectuées
dans lignorance de ces DSA présents en faible concentration. D’autres études ont
démontré une variabilité des résultats obtenus entre les différents lots de trousses
utilisées, selon les laboratoires et en fonction de I'expérimentateur, rendant difficile
l'interprétation adéquate des résultats obtenus [68, 74, 75]. Certains se sont aussi
attardés a discriminer les DSA nuisibles selon lisotype [10], leur titre relatif [18] et une
pléiade d’autres facteurs [21, 30, 76, 77], sans toutefois faire consensus dans le milieu.

Ces études avaient pour but de faciliter la réponse aux objectifs dualistes des
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laboratoires d’histocompatibilité et des équipes de transplantation, soit permettre et
faciliter 'accessibilité a la transplantation pour tout patient se qualifiant pour une telle
chirurgie, tout en assurant la sécurité du patient et la viabilité a long terme de I'organe
offert. Augmenter le nombre de spécificités d’anticorps anti-HLA inacceptables a ces
patients réduit les opportunités de leur trouver un donneur compatible [21, 78]. Il est donc

important d’identifier les DSA ayant un effet réel sur la survie du greffon.
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8 MATERIEL ET METHODES

Cette étude rétrospective sur une cohorte de patients Québecois est a notre
connaissance la premiére de ce genre. La recherche d’anticorps anti-DSA et leurs
diagnostics s’est de plus en plus raffinée avec le temps. Les criteres et les moyens
d’investigations pour I'attribution d’organe depuis 2006 sont différents de ceux de 1994-
2006 au Québec. Les critéres du Québec et la population sont également différents de
ceux des Etats-Unis. Il nous apparait essentiel d’'investiguer le réle que des anticorps
anti-DSA non détectés au moment de la greffe peuvent avoir joué sur la survie du greffon
rénal. L’objectif de cette étude est d’identifier des patients ayant recu un greffon rénal
entre les années 1994 et 2006 inclusivement et d’analyser leur serum pré-greffe prélevé
le plus prés avant la greffe a la recherche d’anticorps anti-HLA. Avec les anticorps anti-
HLA retrouvés, nous allons effectuer une analyse de compatibilité croisée virtuelle contre
les antigénes HLA de leur donneur. Nous envisageons que les patients ayant des
anticorps anti-HLA contre leur donneur (DSA) présentent un pourcentage de survie du
greffon dans le temps inférieur aux autres patients. Nous aimerions également
investiguer le role des DSA contre les antigénes de la classe | versus ceux de la classe
II, de méme que le réle des DSA dirigés contre les antigénes des différents loci. Nous
envisageons que les DSA dirigés contre les antigénes de classe | provoquent une perte
de greffon plus précoce que ceux ayant des DSA contre les antigénes de classe Il. Nous
aimerions également comparer les traitements immunosuppressifs recus car durant la
période de temps a I'étude, de nouvelles molécules immunosuppressives ont été mises
sur le marché. Nous comparerons la survie du greffon rénal selon le type de traitements
recus. Comme les nouvelles générations de ces molécules présentent moins d’effets
secondaires que leurs prédécesseures, nous envisageons un pourcentage de survie du

greffon rénal plus élevé.

8.1 Identification et recrutement des patients

Une cohorte d’environ 406 patients greffés rénaux de I'hépital Notre-Dame entre
1994 et 2006 inclusivement et ayant un donneur typé a I'INRS-IAF a été identifiée.
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Environs 305 patients étaient vivants au 31 décembre 2015. Ces patients, qui ont été
suivis en clinique post-greffe pour un minimum de cing ans, ont été contactés pour cette
étude rétrospective. Nous avons tenté de contacter par téléphone un maximum de trois
fois 'ensemble des patients ciblés pour les recruter dans cette étude. Les patients
rejoints se sont fait lire un verbatim (voir annexe 13.1) d’acceptation de communication
par la poste. Les patients n'ayant pas été rejoints durant cette période ont regu par la
poste les documents explicatifs de notre étude (voir annexe 13.2) ainsi qu’un formulaire
d’adhésion (voir annexe 13.3) avec enveloppe de retour prépayée. Cent-soixante-seize

patients ont accepté de participer a notre étude.

La consultation du dossier médical du patient a permis de compiler certaines
informations pertinentes a notre étude. La non-adhérence au traitement a été établie et
documentée par le médecin traitant. Le délai de la reprise de fonction rénale (delayed
graft function, DGF) est défini comme « le besoin de dialyse dans les 168 premiéres
heures (7 jours) post greffe ». La fin de vie du greffon est définie comme « le premier
recours a la dialyse chronique post greffe et une greffe subséquente ». La présence de
rejet humoral (antibody-mediated rejection, AMR) ou de rejet cellulaire a été déterminée
par les valeurs cliniques obtenues suite a une biopsie et classées en fonction des critéres
de Banff. Dans le cadre de cette étude rétrospective, les évaluations invasives
complétées et jugées nécessaires au bon suivi clinique du patient ont été utilisées aux
fins d’analyses de la fonction rénale menant au diagnostic dAMR. Les évaluations
sanguines et urinaires complétées et jugées nécessaires au bon suivi clinique du patient
ont été utilisées pour le suivi de la fluctuation du taux de filtration glomérulaire dans le
temps. Les autres valeurs ont été obtenues par révision du dossier médical du patient.
Aucune autre comorbiditité n’a été extraite des dossiers médicaux des patients. Les

patients ne souhaitant pas participer a I'étude n’ont fait I'objet d’aucune analyse.

8.2 Recherche d’anticorps

Dans le cadre de cette étude, nous avons été approchés par une compagnie

souhaitant implanter leur nouvelle gamme de produits de détection d’anticorps anti-HLA
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en phase solide. Sans étre le seul facteur dans la prise de décision, les prix de cette
compagnie étaient avantageux et nous avons considéré utiliser leurs produits. De plus,
I'évantail d’anticorps anti-HLA identifiables par cette méthode est Iégérement différente
d’'un point de vue allélique de celle utilisée au laboratoire. Cette différence peut nous
permettre de mieux caractériser I'étendue de l'immunisation des patients. Nous avons
donc décidé d’évaluer leurs produits et leurs méthodes afin de pouvoir éventuellement

les utiliser.

Le principe et la méthode de LIFECODES LSA™ sont ceux-ci: un panel de
microbilles couvertes d’antigénes HLA purifiés et ayant une concentration unique de
deux colorants pour chaque antigéne est fourni pour chaque classe d’antigénes HLA. Le
sérum est incubé avec les microbilles sur microplaque pendant 30 minutes a température
piéce puis subit quatre lavages par aspiration inverse avec un tampon. Un conjugué
d’anticorps caprin anti-lgG humain couplé a de la phycoérythrine est ajouté et incubé 30
minutes. Les microplaques ont été lues a l'aide du Luminex 200 fluoroanalyzer. Les

résultats ont ensuite été analysés avec le logiciel Match IT-Ab.

Trois méthodes utilisant chacune leurs valeurs seuils sont disponibles pour

I'identification des anticorps anti-HLA présents :

1. BCM: Valeur en MFI (mean fluorescence antibodies) corrigée par le bruit de fond
(Background corrected MFI value) -- Valeur en MFI brute des données moins la

valeur du bruit de fond en MFI.
2. BCR: Ratio corrigé par le bruit de fond (background corrected ratio) -- Ratio
obtenu par le quotient de I'équation suivante : BCM divisé par le MFI du témoin

calculé (CalcCON) du locus de I'antigéne.

3. AD-BCR : Ratio corrigé par le bruit de fond et ajusté a la densité d’antigéne sur les

billes (antigen density background corrected ratio) -- Ratio obtenu par le quotient
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de I'équation suivante : BCR divisé par la quantité relative d’antigéne pour chaque

bille (fourni par le fabricant dans les feuilles explicatives spécifiques du lot).

Un minimum de deux de ces méthodes doit donner un résultat positif pour
l'identification d’anticorps anti-HLA inacceptables, soit un anticorps pouvant causer le
rejet humoral si le patient recevait un greffon portant I'antigéne spécifique. Nous avons
donc cherché a corréler les résultats obtenus entre la méthode préalablement validée a
notre laboratoire et cette nouvelle méthode. Nous avons parallélement évalué 43 patients
aux différents profils d’immunisation anti-HLA et identifié les meilleurs valeurs seuils pour

chaque méthode et chaque classe d’anticorps anti-HLA.

La présence et I'abondance relative d’anticorps anti-HLA ont été mesurées pour
les deux classes d’antigénes (I & Il) pour chaque patient par des analyses de détection
d’anticorps en phase solide a partir de sérum pré-greffe le plus prés de la date de
transplantation. Leurs sérums pré-greffe étaient conservés a une température maximale
de -40 °C et aucun sérum n’était antérieur a quatre mois avant la greffe. Les anticorps
anti-HLA spécifiques du donneur ont été classés DSA selon des valeurs seuils
préétablies [18, 21]. Les analyses de détection d’anticorps ont été effectuées a l'aide de
réactifs vendus par la compagnie Immucor Lifecodes. En bref, les spécificités HLA pour
chaque classe se retrouvent a la surface de microsphéres identifiables par une
concentration unique de deux colorants. Dix microlitres de sérum pré-greffe sont mis en
incubation pour 30 minutes sur une plaque rotative et a température piéce avec 40 ul de
microsphére en suspension. Apres trois lavages avec un tampon phosphaté par
aspiration inverse, 50 ul d’'une solution contenant un conjugué d’anti-lgG-PE a une
dilution de 1/10 est ajouté puis incubé pendant 30 minutes sur une plaque agitatrice, a
I'abri de la lumiére et a température piece. L’échantillon est ensuite lu au fluoro-analyseur

Luminex et interprété par le logiciel Match-It AB (voir figure 3).

Cette méthode de détection d’anticorps a été validée dans notre laboratoire et
ajustée pour que les seuils de détection représentent les criteres utilisés pour le

diagnostic d’anticorps anti-HLA. Lorsqu’une ou des spécificités d’anticorps anti-HLA
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étaient présentes, une comparaison avec les HLA du receveur a été effectuée pour
discriminer la présence d’anticorps contre le soi. Par la suite, la comparaison s’effectuait
avec son donneur pour identifier des anticorps HLA spécifiques au donneur. Le donneur

ayant été préalablement typé lors de son inscription comme donneur potentiel.

Si des anticorps anti-HLA étaient dirigés contre un locus non analysé, nous

effectuions un génotypage pour le locus manquant par SSO (voir 8.1.3 pour description).
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Figure 3 :Exemple d'identification d'anticorps DSA 1/2
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Figure 4 :Exemple d'identification d'anticorps DSA 2/2

Légende : sérum de patient testé pour ces spécificités d’anticorps anti-HLA de classe Il par SAB Lifecodes
LSA™ class Il. Les données HLA du patient et de son donneur ont été extraites a partir de la base de
données du laboratoire d’histocompatibilité INRS-IAF. Les images des génotypes du receveur (gauche) et
du donneur (droite) sont issues du logiciel Histotrac. L'image du dépistage d’anticorps anti-HLA provient du
logiciel Match-IT Antibody.

La figure 3 permet de montrer un exemple d’identification de DSA. Les valeurs de
la partie supérieure sont extraites de nos bases de données et affichées avec le logiciel
HistoTrac. La partie supérieure gauche expose diverses informations d’un des receveurs
a l'étude, la partie supérieure droite est réservée au donneur de ce patient. Cette
juxtaposition permet de repérer les différences au niveaux des HLA entre eux. Les
valeurs encerclées mettent 'emphase sur un mismatch au niveau des antigénes du locus
DQ. La partie inférieure démontre le panel de la réactivité des anticorps anti-HLA contre

les antigénes de la classe Il présent dans le sérum analysé. Aprés les avoir organisés du
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plus réactif au moins réactif selon la valeur AD-BCR, il est possible d’observer que ce

receveur était préalablement sensibilisé contre des antigénes spécifiques des DQ7.

8.3 Génotypage de HLA

Les génotypages de donneurs ont été effectués avec la méthode Lifecodes HLA
SSO Typing - rapid de chez Immucor pour compléter le génotypage manquant HLA A, B,
C, DRB1, DRB3, DRB4, DRB5 et DQA1 DQB1, DPA1 et DPB1. L’amplification de
séquences specifiques correspondant a la spécificité allélique du locus a été effectuée
par PCR-SSO (sequence-specific oligonuclotide) en utilisant des amorces couplées a la
biotine. Suivant I'extraction de 'ADN, 80ng d’ADN est mis en présence de 1U d’ADN
polymérase et de 6 pl de solution principale contenant, entre autres, des amorces
spécifiques, des nucléotides et du MgCl,, pour un total de 20 ul. L’échantillon d’ADN est
ensuite amplifié dans un thermocycleur via des cycles de changement de température

(voir ci-dessous).

Tableau 5 : Température d’amplification d'ADN par la méthode Lifecodes SSO HLA
Typing -Rapid

Etape Température (°C) | Temps (secondes) | Cycle
1 95 90 1
95 15
2 60 30 12
72 30
95 10
3 63 30 28
72 30
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L’hybridation des amplicons se fait via dénaturation des doubles fragments d’ADN
suivie d’hybridation aux fragments complémentaires présents sur une gamme de
microbilles ayant une concentration unique de deux colorants les rendant identifiables
par lecture au Luminex. Par la suite, I'ajout de SAPE (streptavidine-phycoérythrine)
permet la liaison streptavidine-biotine et la phycoérythrine permet de les détecter par
lecture de la fluorescence au Luminex. Les résultats sont ensuite analysés avec le
logiciel Match-IT DNA. L’ensemble des billes positives et négatives permettent
l'identification des alléles de I'’échantillon. Le tableau ci-dessous décrit les températures

utilisées par le thermocycleur pour I'hybridation sur microbilles.

Tableau 6 : Température d’hybridation d'ADN complémentaire par la méthode
Lifecodes SSO HLA Typing -Rapid

Etape Température (°C) | Temps (minutes) | Cycle
1 97 1 1
2 47 10
3 47 8
4 56 8

8.4 Analyses statistiques

Les analyses statistiques test de Log-Rank, test de courbe ROC (Receiver
Operator Characteristics), régression de Cox, analyse de survie Kaplan-Meir et Anova de

méme que leurs graphiques associés ont été produit avec le logiciel MEDCALC® v18.6.
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9 RESULTATS

Les analyses de recherche d’anticorps anti-HLA de cette étude, tel que
préalablement décrite dans la section 8.1.2 du matériels et méthodes, ont été effectuées
avec des trousses de détection d’anticorps anti-HLA d'une compagnie différente
(Lifecodes) de celle utilisée principalement dans notre laboratoire d’histocompatibilité
(One Lambda). Une des raisons de ce choix répondait aux contraintes monétaires liés a
cette étude. Ces nouvelles trousses sont moins dispendieuses tout en ayant quelques
spécificités antigéniques distinctes. Afin de s’assurer de la validité des résultats a obtenir,
nous avons analysé en paralléle différents sérums avec les deux méthodes puis nous
avons calibré les valeurs seuils afin que le résultat obtenu soit au plus prés identique

avec la méthode One Lambda.

9.1 Validation de détection d’anticorps LSAI et LSAIl LIFECODES
LSA™
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Figure 5 : Validation de la valeur seuil AD-BCR pour les anticorps anti-HLA de
classe | en se basant sur les résultats obtenus par LABScreen

Légende : 43 sérums de patients différents ont été testés pour leurs spécificités d’anticorps anti-HLA de
classe | par SAB LABScreen® Single Antigen (Résultat OL) ainsi que par SAB Lifecodes LSA™ class I. En
se basant sur les résultats obtenus par LABScreen® Single Antigen pour le groupe de sérum négatif (0,
n=4225), et le groupe de sérum positif (1 ,n=236), nous avons identifié la meilleure valeur seuil applicable a
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SAB Lifecodes LSA™ class | AD-BCR. Les analyses statistiques et les graphiques ont été complétés par le
logiciel MEDCALC® v18.6.

La Figure 5 nous permet d’observer, pour les anticorps anti-HLA de classe |, une
sensibilité de 99,6 % et une spécificité de 99,9 % pour une valeur seuil AD-BCR de 4,4.
Ceci nous permet d’affirmer que les résultats obtenus par SAB LIFECODES LSA™

Classe | sont fidéles a ceux obtenus par SAB LABScreen® Single Antigen.
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Figure 6 : Validation de la valeur seuil BCR pour les anticorps anti-HLA de classe |
en se basant sur les résultats obtenus par LABScreen

Légende : 43 sérums de patlents différents ont été testés pour leurs spécificités d’anticorps anti-HLA de
classe | par SAB LABScreen® Single Antigen (Resultat OL) ainsi que par SAB Lifecodes LSA™ class I. En
se basant sur les résultats obtenus par LABScreen® Single Antigen pour le groupe de sérum négatif (0,
n=4225), et le groupe de sérum positif (1 ,n=236), nous avons identifié la meilleure valeur seuil applicable a
SAB Lifecodes LSATM class | BCR. Les analyses statistiques et les graphiques ont été complétés par le
logiciel MEDCALC® v18.6.

Avec une sensibilité de 97,0 % et une spécificité de 100 %, I'utilisation de la valeur

seuil BCR de 4,5 pour les anticorps anti-HLA de classe | nous permet d’affirmer que les
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résultats obtenus par SAB Lifecodes LSA™ class | sont fideles a ceux obtenus par SAB

LABScreen® Single Antigen, selon la Figure 6.
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Figure 7 : Validation de la valeur seuil BCM pour les anticorps anti-HLA de classe |
en se basant sur les résultats obtenus par LABScreen

Légende : 43 sérums de patients différents ont été testés pour leurs spécificités d’anticorps anti-HLA de
classe | par SAB LABScreen® Single Antigen (Résultat OL) ainsi que par SAB Lifecodes LSA™ class I. En
se basant sur les résultats obtenus par LABScreen® Single Antigen pour le groupe de sérum négatif (0,
n=4225), et le groupe de sérum positif (1 ,n=236), nous avons identifié la meilleure valeur seuil applicable a
SAB Lifecodes LSA™ class | BCM. Les analyses statistiques et les graphiques ont été complétés par le
logiciel MEDCALC® v18.6.

Avec une sensibilité de 94,1 % et une spécificité de 84,1 %, l'utilisation de la
valeur seuil BCM de 500 MFI pour les anticorps anti-HLA de classe | nous permet
d’affirmer que les résultats obtenus par SAB LIFECODES LSA™ classe | sont quasiment
représentatifs de ceux obtenus par SAB LABScreen® Single Antigen selon la Figure 7.
Notons un 16% de discordance au niveau de la spécificité. Des trois méthodes de
diagnostic, la valeur BCM est la moins rigoureuse.
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Figure 8 : Validation de la valeur seuil AD-BCR pour les anticorps anti-HLA de
classe Il en se basant sur les résultats obtenus par LABScreen

Légende : 43 sérums de patients différents ont été testés pour leurs spécificités d’anticorps anti-HLA de
classe Il par SAB LABScreen® Single Antigen (Résultat OL) ainsi que par SAB Lifecodes LSA™ class Il.
En se basant sur les résultats obtenus par LABScreen® Single Antigen pour le groupe de sérum négatif (0,
n=6142), et le groupe de sérum positif (1 ,n=256), nous avons identifié une valeur seuil applicable & SAB
Lifecodes LSA™ class Il AD-BCR. Les analyses statistiques et les graphiques ont été complétés par le
logiciel MEDCALC® v18.6.

Avec une sensibilité de 100 % et une spécificité de 98,8 %, I'utilisation de la valeur
seuil AD-BCR de 8 pour les anticorps anti-HLA de classe Il nous permet d’affirmer que
les résultats obtenus par SAB LIFECODES LSA™ classe Il a la Figure 8 sont

représentatifs de ceux obtenus par SAB LABScreen® Single Antigen.
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Figure 9 : Validation de la valeur seuil BCR pour les anticorps anti-HLA de classe I
en se basant sur les résultats obtenus par LABScreen

Légende : 43 sérums de patients différents ont été testés pour leurs spécificités d’anticorps anti-HLA de
classe Il par SAB LABScreen® Single Antigen (Résultat OL) ainsi que par SAB Lifecodes LSA™ class Il.
En se basant sur les résultats obtenus par LABScreen® Single Antigen (pour le groupe de sérum négatif (0,
n=6142), et le groupe de sérum positif (1 ,n=256), nous avons identifié une valeur seuil applicable & SAB
Lifecodes LSA™ class Il BCR. Les analyses statistiques et les graphiques ont été complétés par le logiciel
MEDCALC® v18.6.

Avec une sensibilité de 83,6 % et une spécificité de 100 %, I'utilisation de la valeur
seuil BCR de 9 pour les anticorps anti-HLA de classe Il nous permet d’affirmer que les
résultats obtenus par SAB LIFECODES LSA™ classe Il a la Figure 9 sont représentatifs
de ceux obtenus par SAB LABScreen® Single Antigen.

44



14000
13000
12000
11000
10000
9000
8000
7000
6000
5000
4000

3000
>2500

X% Sens: 57.4

(LG

i N“\\“‘“““‘“““‘ S Spec: 98.8
w

2000

e

1000

-1000

RESULTAT OL

Figure 10 : Validation de la valeur seuil BCM pour les anticorps anti-HLA de classe
Il en se basant sur les résultats obtenus par LABScreen

Légende : 43 sérums de patlents différents ont été testés pour leurs spécificités d’anticorps anti-HLA de
classe Il par SAB LABScreen® Single Antigen (Resultat OL) ainsi que par SAB Lifecodes LSA™ class Il.
En se basant sur les résultats obtenus par LABScreen® Single Antigen pour le groupe de sérum négatif (0,
n=6142), et le groupe de sérum positif (1 ,n=256), nous avons identifié une valeur seuil applicable a SAB
Lifecodes LSA™ class Il BCM. Les analyses statistiques et les graphiques ont été complétés par le logiciel
MEDCALC® v18.6.

Avec une sensibilité de 57,3 % et une spécificité de 98,8 %, l'utilisation de la
valeur seuil BCM de 2500 pour les anticorps anti-HLA de classe Il nous permet d’affirmer
que les résultats obtenus par SAB Lifecodes LSA™ classe Il sont faiblement
représentatifs de ceux obtenus par SAB LABScreen® Single Antigen selon la Figure 10.
Pour étre considérée anticorps anti-HLA indésirable, une spécificité d’anticorps contre la
classe Il doit étre positive pour AD-BCR et BCR inclusivement. La mesure de BCM ne

sera jamais utilisée pour le diagnostic des anticorps indésirables.

Il existe quelques différences mineures entre les résultats des 43 serums testés,
mais ces discordances sont toujours trés prés des valeurs seuils. En tenant compte des

résultats obtenus, nous avons choisi de poursuivre avec les trousses du nouveau
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fournisseur en utilisant les valeurs seuils AD-BCR et BCR pour chaque classe

d’anticorps.

9.2 Caractéristique de la population a I’étude

Parmi les 305 patients vivants identifiés, 176 ont accepté de participer a I'étude
(57%). Pour ce qui est de la détection d’anticorps anti-HLA effectuée, nous avons
identifié 91 patients qui n’avaient aucun anticorps décelable et 68 patients possédaient
des anticorps anti-HLA non spécifiques a leur donneur. Enfin, 17 patients possédaient
des anticorps spécifiques de leur donneur au moment d’étre greffés. Le résumé des

caractéristiques des patients et donneurs peut étre trouvé dans les tableaux 7 et 8.

Tableau 7 : Caractéristiques cliniques et immunologiques de la cohorte de patients
transplantés de I'étude

IC IC
. VALEUR  VALEUR )
CRITERES N MOYENNE MOYENNE MEDIANE MEDIANE
MINIMALE  MAXIMALE
95 % 95 %
R 42.40 3 43.00 3
AGE A LA GREFFE 175 10 74 44.38 46
46.35 47.00
i 38.46 3 40.00 3
AGE DONNEUR 170 4 73 40.95 45
43.44 46.25
136.39 3 140.52 3
SURVIE GREFFON (mois) 176 0 240 145.18 146.5
153.97 154.00
) 664.91 3 696.00 3
ISCHEMIE (minutes) 171 50 1890 716.14 736
767.39 780.00
Mismatch HLA A-B-DR 176 0 5 2.869 3.000
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Mismatch locus A 176 0 2 1.21 1

Mismatch Locus B 176 0 2 1.1429 1

Mismatch Locus DR 176 0 2 0.5327 0

Légende : L'ensemble de la cohorte de 176 patients a été suivi a partir du jour 1 de leur greffe jusqu’au
plus tard le 31 décembre 2015. Les informations personnelles des patients ont été extraites a partir de la
base de données du laboratoire d’histocompatibilité IAF-INRS et de la base de données Transplantation de
'équipe de transplantation rénale du Centre hospitalier de I'Université de Montréal, site Notre-Dame. Les
analyses statistiques ont été complétées par le logiciel MEDCALC® v18.6.

Tableau 8 : Caractéristiques cliniques et immunologiques de la cohorte de patients
de I’étude suite...”

] CRITERES
CRITERES SPECIFIQUES Nombre POURCENTAGE
DSA DSA ANTI-A 5 20.80
DSA ANTI-B 6 25.00
DSA ANTI-DR 7 29.20
DSA ANTI-DP 1 4.20
DSA ANTI-DQ 5 20.80
TOTAL 24 100
ANTI-HLA non Homme avec 38 (70) 35.18 (64.82)
DSA Femme avec 37 (31) 54.41 (45.59)
TOTAL 65 (111) 36.91 (63.09)
TYPE D’ANTICORPS Ayttt 91 >1.7
ANTI-HLA ANTI-HLA+ 68 38.63
DSA+ 17 9.65
TOTAL 176 100
FONCTIONNEL?® 133 75.56
GREFFON PERTE 43 24.43
TOTAL 167 100
SEXE Homme 101 57.4
Femme 75 42.6
TOTAL 176 100

” Les nombres entre parenthéses représentent l'inverse de la condition
® Au 31 décembre 2015
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Homme DSA 9 (92) 8.91 (91.9)

SEXE DSA Femme DSA 8 (67) 10.66 (89.34)
TOTAL 17 (169) 9.66

CADAVERIQUE 154 87.50

DONNEUR VIVANT 22 12.50
TOTAL 176 100

INCOMPATIBILITE ¢ 7 4.00

HLA (SUR 6) 1 10 5.70

2 42 23.90

3 71 40.30

4 32 18.20

5 11 6.20

6 3 1.70
TOTAL 176 100

@) 55 31.25

A 88 50.00

B 19 10.80

ABO AB 14 7.95
TOTAL 176 100

Légende : L'ensemble de la cohorte de 176 patients a été suivi a partir du jour 1 de leur greffe jusqu’au
plus tard le 31 décembre 2015. Les informations des patients ont été extraites a partir de la base de
données du laboratoire d’histocompatibilité IAF-INRS et de la base de données Transplantation de I'équipe
de transplantation rénale du Centre hospitalier de I'Université de Montréal, site Notre-Dame. Les analyses
statistiques ont été complétées par le logiciel MEDCALC® v18.6.

Parmi les données les plus intéressantes des tableaux Tableau 7Tableau 8, notons
le taux de survie du greffon moyen de 145 mois, soit un peu plus de 12 ans. A la fin de
cette étude en 2015, plus de 75 % des patients de cette étude possédaient un greffon

fonctionnel.

9.3 Probabilité de survie du greffon

La survie du greffon rénal chez un patient dépend de plusieurs éléments. En plus
des facteurs post-greffe comme [I'adge, la génétique, les différentes molécules
d'immunosuppresseur ou l'adhérence du patient aux traitements etc., d’autres
paramétres doivent étre évalués avant la greffe. Les antigénes HLA du patient doivent
avoir été identifiés, de méme que ceux du donneur potentiel. Il faut également bien

connaitre le niveau d’immunisation d’'un patient contre les antigénes HLA de sa
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population. Ces anticorps anti-HLA peuvent se développer suite a une transfusion
sanguine, une grossesse ou une greffe préalable. C’est l'identification de ces anti-HLA
qui est I'enjeu de cette étude. Comme mentionné précédemment, les techniques de
détections se sont améliorées avec les années, au point ou il est désormais possible
d’identifier des anticorps anti-HLA sans que ceux-ci ne provoquent un résultat positif lors
d’'une analyse de compatibilité croisée sérologique. C’est dans cette optique que nous
réévaluons les sérums utilisés au moment de la greffe de chacun des patients avec une
méthode de détection d’anticorps anti-HLA plus sensible que celle utilisée a I'époque de
leur greffe respective. Nous souhaitons identifier des patients ayant été greffés avec un

ou des DSA afin d’observer les effets de ces derniers.
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Figure 11 : Probabilité de survie du greffon pour ’ensemble de la cohorte de
176 patients greffés entre 1994 et 2006

Légende : Pourcentage de survie du greffon de 176 patients greffés entre 1994 et 2006 pour les patients
suivis a I'hépital Notre-Dame. L’ensemble de la cohorte de 176 patients a été suivi a partir du jour 1 de leur
greffe jusqu’au plus tard le 31 décembre 2015. L’événement modélisé, la fin de vie du greffon, a été
observée par I'équipe soignante. Les lignes rouges pointillées mettent 'emphase sur chaque tranche de 5
ans. Les analyses statistiques et les graphiques ont été complétés par le logiciel MEDCALC® v18.6.
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Cette régression permet de visualiser la survie des greffons de notre cohorte de
patients sur une période de 20 ans divisée par mois. La probabilité de survie du greffon
de 'ensemble des patients de notre cohorte a été déterminée par une analyse Kaplan-
Meier. Tel que montré a la Figure 11, la survie moyenne des greffons est de 90,3 % a 5
ans, 83,4 % a 10 ans, 71,2 % a 15 ans, et finalement 62,4 % a 20 ans.

9.4 Facteurs associés a la survie du greffon — Analyses

univariées

Afin de bien discriminer le réle des DSA versus celui des anticorps anti-HLA non
spécifiques au donneur, nous avons étudié la survie du greffon entre les groupes n’ayant
jamais été sensibilisés au HLA, et donc dépouvus d’anticorps anti-HLA, de ceux y ayant

été exposé sans que ces anticorps soient spécifiques de leur donneur respectif.
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Figure 12 : Probabilité de survie du greffon non significativement différente entre
le groupe sans anti-HLA et le groupe avec anti-HLA non-DSA

Légende : Pourcentage de survie du greffon de 159 patients sans DSA effectués entre 1994 et 2006 pour
les patients suivis a I'hépital Notre-Dame. L’'ensemble de la cohorte de 176 patients a été suivi a partir du
jour 1 de leur greffe jusqu’au plus tard le 31 décembre 2015. L’événement modelisé, la fin de vie du
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greffon, a été observée par I'équipe soignante. Les lignes rouges pointillées mettent 'emphase sur chaque
tranche de 5 ans. Les patients ont été divisés deux groupes : les patients sans anticorps (groupe 0, n=91)
et les patients avec anticorps anti-HLA non DSA (groupe 1, n=68). Les anticorps anti-HLA ont été détectés
par une méthode de détection d’anticorps en phase solide sur microbilles a antigéne unique (single antigen
beads) et analysés par le logiciel Match-IT Antibody™. Les HLA des patients et des donneurs ont été
obtenus au moment de la greffe par des méthodes diverses et complétés au besoin par typage moléculaire
LIFECODES HLA SSO™ (sequence-specific oligonucleotide). Les analyses statistiques et les graphiques
ont été complétés par le logiciel MEDCALC® v18.6.

Cette analyse univariée permet de comparer la présence d’anti-HLA non DSA a
ceux sans anti-HLA. La différence de probabilité de survie du greffon entre les patients
avec anti-HLA non-DSA (n=68) et les patients sans anti-HLA (n=91) de notre cohorte a
été déterminée non significative (P = 0.6856) par une analyse statistique Log Rank des
courbes de Kaplan-Meir. Tel que démontré a la Figure 12, la présence d’anticorps anti-

HLA non spécifiques du donneur n’est pas un facteur de risque en soi.

Il y a un large consensus chez les spécialistes de greffe d’organe voulant que la
présence de DSA prégreffe influence négativement la survie du greffon. Afin de les
éviter, Patel et Terasaki ont mis au point les premiers tests de compatibilité croisée.
Depuis, tel que mentionné précédemment, il est possible d’identifier des anticorps anti-
HLA DSA circulants sans que ceux-Ci ne soient en mesure de provoquer un résultat
positif dans les tests de compatibilités classiques, nous évaluons donc leur impact sur la

survie du greffon.
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Figure 13 : Probabilité de survie du greffon significativement différente entre les
groupe sans anticorps, avec anti-HLA non DSA, et avec DSA

Légende : Pourcentage de survie du greffon de 176 patients transplantés entre 1994 et 2006 pour les
patients suivis a I’hdpital Notre-Dame. L’ensemble de la cohorte de 176 patients a été suivi a partir du jour
1 de leur greffe jusqu’au plus tard le 31 décembre 2015. L’événement modélisé, la fin de vie du greffon, a
été observée par I'équipe soignante. Les patients ont été divisés trois groupes : les patients sans anticorps
(groupe Aucun, n=91), les patients avec anticorps anti-HLA non DSA (groupe Anti-HLA, n=68) et les
patients avec des DSA prégreffe (groupe DSA, n=17). Les lignes rouges pointillées mettent 'emphase sur
chaque bond de 5 ans. Les anticorps anti-HLA ont été détectés et analysés tel que décrit précédemment.
Les HLA des patients et des donneurs ont été obtenus au moment de la greffe et complétés au besoin par
les méthodes décrites précédemment..

La Figure 13 permet d’évaluer le role des DSA dans un analyse univariée en
comparant la survie en mois des patients DSA+, Anti-HLA+ et aucun anti-HLA. La survie
en mois est caractérisée par la perte du greffon. La différence de probabilité de survie du
greffon entre les patients avec DSA+ (n=17), Anti-HLA+ (n=68) et sans Anti-HLA (n=91)
est significative (P=0.0022), démontré par une analyse statistique Log Rank des courbes
de Kaplan-Meir. Une combinaison des groupes « Anti-HLA non DSA » et « aucun anti-
HLA » a produit le groupe de référence témoin. La différence de probabilité de survie du
greffon entre les patients avec DSA (n=17) et les patients du groupe témoin (n=159) de
notre cohorte a été déterminée hautement significative (P=0.005) par une analyse
statistique Log Rank des courbes de Kaplan-Meir (figure non présenté). La Figure 13
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permet de confirmer pour notre cohorte de patients I'impact négatif de la présence de
DSA prégreffes non détectés par les méthodes sérologiques sur la survie du greffon
rénal. Dés la deuxiéme année postgreffe, il est possible d’'observer une différence de
presque 20 % entre le pourcentage de survie du greffon des trois groupes de patients.
Aprés la dixieme année postgreffe, I'écart se creuse pour atteindre une différence

d’environ 40 % a la quinziéme année.

Les antigénes HLA ne sont pas exprimés de la méme maniére a la surface
cellulaire. Les protéines des loci de classe | sont exprimés de fagon constitutive sur
toutes les cellules nucléées et donc constamment exposés aux DSA. Dans cette optique,
nous envisageons que les patients possédant des DSA contre la classe | aient une survie

du greffon plus faible que 'ensemble des autres patients.
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Figure 14 : Probabilité de survie du greffon significativement différente entre le
groupe témoin et le groupe avec DSA contre HLA classe |

Légende : Pourcentage de survie du greffon de 176 patients effectués entre 1994 et 2006 pour les patients
suivis a I'népital Notre-Dame. L’ensemble de la cohorte de 176 patients a été suivi a partir du jour 1 de leur
greffe jusqu’au plus tard le 31 décembre 2015. Les patients ont été divisiée deux groupes : les patients
sans DSA contre la classe | (groupe 0, n=159) et les patients avec des DSA prégreffe contre la classe |
(groupe 1, n=7). L’événement modelisé, la fin de vie du greffon, a été observée par I'équipe soignante. Les
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lignes rouges pointillées mettent 'emphase sur chaque bond de 5 ans. Les anticorps anti-HLA ont été
détectés et analysés tel que décrit précédemment. Les HLA des patients et des donneurs ont été obtenus
au moment de la greffe et complétés au besoin par les méthodes décrites précédemment. Les patients
possédant des DSA contre la classe Il ont été enlevés de cette analyse.

La Figure 14 permet d’évaluer le réle des DSA contre la classe | en comparant
dans un analyse univariée les patients en possédant de ceux n’en possédant pas. La
différence de probabilité de survie du greffon entre les patients avec DSA spécifique aux
antigénes de la classe | (n=7) et les patients du groupe témoin (n=159) de notre cohorte
a été déterminée significative (P=0.015) par une analyse statistique Log Rank des
courbes de Kaplan-Meir. Les patients DSA+ contre les antigénes de la classe | sont plus

a risque de perdre leur greffon que I'ensemble de la population a I'étude.

Contrairement aux antigénes de classe |, les antigénes de classe Il sont exprimés
principalement dans un contexte inflammatoire sur les cellules endothéliales. Il est
intéressant d’investiguer le rdle de ces DSA contre les antigénes de classe Il en
comparaison avec des patients sans DSA. Nous envisageons que la survie du greffon

sera différente entre les groupes.
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Figure 15 : Probabilité de survie du greffon non significativement différente entre
le groupe témoin et le groupe avec DSA contre HLA classe Il

Légende : Pourcentage de survie du greffon de 176 patients effectués entre 1994 et 2006 pour les patients
suivis a I'hépital Notre-Dame. L’'ensemble de la cohorte de 176 patients a été suivi a partir du jour 1 de leur
greffe jusqu’au plus tard le 31 décembre 2015. Les patients ont été divisiée deux groupes : les patients
sans DSA contre la classe Il (groupe 0, n=159) et les patients avec des DSA prégreffe contre la classe |l
(groupe 1, n=6). L’événement modeélisé, la fin de vie du greffon, a été observée par I'équipe soignante. Les
lignes rouges pointillées mettent 'emphase sur chaque bond de 5 ans. Les anticorps anti-HLA ont été
détectés et analysés tel que décrit précédemment. Les HLA des patients et des donneurs ont été obtenus
au moment de la greffe et complétés au besoin par les méthodes décrites précédemment. Les patients
possédant des DSA contre la classe | ont été enlevés de cette analyse.

La Figure 15 permet d’évaluer le role des DSA contre la classe |l en comparant
dans une analyse univariée les patients en possédant de ceux n’en possédant pas. La
différence de probabilité de survie du greffon entre les patients avec DSA spécifique aux
antigénes de la classe Il (n=6) et les patients du groupe témoin (n=159) de notre cohorte
a été déterminée non significative (P=0.134) par une analyse statistique Log Rank des
courbes de Kaplan-Meir. Malgré ce résultat, la courbe des patients avec DSA contre les

antigénes de classe Il semble bien différente a partir de la 10eme année de greffe.

Nous savons que les DSA prégreffes sont un facteur diminuant la survie du
greffon rénal. Nous avons voulu investiguer pour voir si les patients avec des DSA dirigés
contre une spécificité avaient une survie du greffon différente de ceux en ayant au moins
deux. Nous soupconnons que les patients avec plus d'une spécificité de DSA,
indépendamment de leur classe visée, auront une survie du greffon inférieure a ceux

n’en possédant qu’une seule puisque les possibilités de cibles augmentent.
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Figure 16 : Probabilité de survie du greffon non significativement différente entre
les patients avec 1 DSA et les patients avec 2 DSA ou plus

Légende : Pourcentage de survie du greffon de 176 patients effectués entre 1994 et 2006 pour les patients
suivis a I'hépital Notre-Dame. L’ensemble de la cohorte de 176 patients a été suivi a partir du jour 1 de leur
greffe jusqu’au plus tard le 31 décembre 2015. L’événement modélisé, la fin de vie du greffon, a été
observée par I'équipe soignante. Les patients ont été divisiée deux groupes : les patients DSA+ contre une
seule spécificité HLA (groupe 1 DSA, n=10) et les patients avec des DSA prégreffe contre au moins deux
spécificités HLA (groupe 1, n=7). Les lignes rouges pointillées mettent 'emphase sur chaque bond de 5
ans. Les anticorps anti-HLA ont été détectés et analysés tel que décrit précédemment. Les HLA des
patients et des donneurs ont été obtenus au moment de la greffe et complétés au besoin par les méthodes
décrites précédemment. Les patients sans DSA ont été enlevés de cette analyse.
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Figure 17 : Probabilité de survie du greffon non significativement différente entre
les patients avec DSA contre une seule classe et le groupe avec DSA
dirigé contre les classes | et |l

Légende : Pourcentage de survie du greffon de 176 patients effectués entre 1994 et 2006 pour les patients
suivis a I'hépital Notre-Dame. L’ensemble de la cohorte de 176 patients a été suivi a partir du jour 1 de leur
greffe jusqu’au plus tard le 31 décembre 2015. Les patients ont été divisiée deux groupes : les patients
DSA+ sans DSA contre la classe 1&ll (groupe 0, n=13) et les patients avec des DSA prégreffe contre la
classe I&ll (groupe 1, n=4). L’événement modéelisé, la fin de vie du greffon, a été observée par I'équipe
soignante. Les lignes rouges pointillées mettent 'emphase sur chaque bond de 5 ans. Les anticorps anti-
HLA ont été détectés et analysés tel que décrit précédemment. Les HLA des patients et des donneurs ont
été obtenus au moment de la greffe et complétés au besoin par les méthodes décrites précédemment. Les
patients sans DSA ont été enlevés de cette analyse.

La Figure 16 et la Figure 17 permettent d’évaluer le réle de la présence entre un
ou plusieurs DSA chez un patient. La différence de probabilité de survie du greffon entre
les patients avec un seul DSA (10) et ceux ayant deux DSA ou plus (n=7) de notre
cohorte a été déterminée non significative. De méme, la différence de probabilité de
survie du greffon entre les patients avec DSA contre les antigénes des classes | et I
(n=4) et les patients avec des DSA contre une seule des deux classes (n=13) de notre
cohorte n’a pas été déterminée significative (P=0.3686) par une analyse statistique Log

Rank des courbes de Kaplan-Meir. Par contre, pour il est interessant de noté que la
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survie du greffon des patients DSA |&ll+ est grandement affectée durant la premiére

année post-greffe.

Comme nous I'avons observé précédemment, les antigénes des deux classes de
HLA ne sont pas distribuée de la méme fagon entre eux. De plus, la proportion des
molécules des différents locus a la surface cellulaires n’est pas la méme a l'intérieur
méme des classes de HLA. Ainsi, les alléles des locus A et B sont plus exprimés que les
alleles du locus C, les antigénes du locus DR sont en plus forte expression que ceux de
DP [79-83].
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Figure 18 : Probabilité de survie du greffon non significativement différente entre
les DSA dominants des différents loci

Légende : Pourcentage de survie du greffon de 176 patients effectués entre 1994 et 2006 pour les patients
suivis a I'hépital Notre-Dame. L’'ensemble de la cohorte de 176 patients a été suivi a partir du jour 1 de leur
greffe jusqu’'au plus tard le 31 décembre 2015. L’événement modélisé, la fin de vie du greffon, a été
observée par I'équipe soignante. Les lignes rouges pointillées mettent 'emphase sur chaque bond de 5
ans. Les anticorps anti-HLA ont été détectés et analysés tel que décrit précédemment. Les HLA des
patients et des donneurs ont été obtenus au moment de la greffe et complétés au besoin par les méthodes
décrites précédemment. Les patients sans DSA ont été enlevés de cette analyse.
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La Figure 18 permet d’évaluer dans une analyse univariée le réle des DSA selon
les antigénes du locus ciblé. La différence de probabilité de survie du greffon entre les
patients avec DSA contre les antigenes des différents loci (n=17) a été déterminée non
significative (P=0.599) par une analyse statistique Log Rank des courbes de Kaplan-
Meir. Malgré ces résultats, il apparait important de souligner que tout les patients ayant
des DSA contre les antigénes du locus ont perdu leur greffon, dont la majorité dans les 5

premiéres années.

Dans un contexte de greffe, plus nous avons des différences au niveau des HLA
plus grandes sont les chances d’avoir d’avoir une incompatibilité. En effet, les patients
possédant un ou des HLA identiques a leur donneur auront moins de possibilité de
développer des anticorps contre leur donneur puisque les sentinelles du systéeme
immunitaire reconnaitront cette molécule comme faisant parti du soi. Nous envisageons
donc que plus il y aura de mismatch, moins longue sera la survie du greffon dans le

temps.

100

%0 \—L|:|_q_ mismatch_HLA
i —1 ; — 0
80 - 1L | — 1(10)
s 2 (40)
70| — — 3(61)
i — — 4(29)
60 |- — 5+ (12)

50
40 -

30

20 |-| Logrank test
P=0.7898

10

0-I 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240
MOIS

Figure 19 : Probabilité de survie du greffon non significativement différente entre
le nombre de Mismatch A-B-DR
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Légende : Pourcentage de survie du greffon de 176 patients effectués entre 1994 et 2006 pour les patients
suivis a I'hopital Notre-Dame. L’événement modelisé, la fin de vie du greffon, a été observée par I'équipe
soignante. Les lignes rouges pointillées mettent 'emphase sur chaque bond de 5 ans. Les analyses
statistiques et les graphiques ont été complétés par le logiciel MEDCALC® v18.6.

La Figure 19 permet d’évaluer dans une analyse univariée le réle du nombre de
mismatch (HLA non-identique) pour les loci HLA-A, HLA-B et HLA-DR. Le nombre de
mismatch HLA n’a pas joué de rble dans la survie dans le temps du greffon rénal. Par
contre, la stratégie de favorisé la concordance a eu comme effet que des patients ont
été greffé sans incompatibilité. De ce groupe, la premiére perte de greffon n’est arrivé
qu’un peu avant la 15°™ année de greffe.

Nous avons observé une prévalence d’anticorps anti-HLA plus élevée chez les
femmes de la cohorte (Tableau 8 : Caractéristiques cliniques et immunologiques de la
cohorte de patients de I'étude suite...) pouvant potentiellement augmenter le risque de

DSA pré-greffe et donc éventuellement la survie du greffon.
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Figure 20 : Pourcentage de survie du greffon non significativement différent entre les
hommes et les femmes transplantés
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Légende : Pourcentage de survie du greffon de 176 patients effectués entre 1994 et 2006 pour les patients
suivis a I'hdpital Notre-Dame. L’événement modelisé, la fin de vie du greffon, a été observée par I'équipe
soignante. Les lignes rouges pointillées mettent 'emphase sur chaque bond de 5 ans. Les analyses
statistiques et les graphiques ont été complétés par le logiciel MEDCALC® v18.6.

La Figure 20 permet de comparer la survie du greffon entre les hommes et les
femmes de notre cohorte. Il N’y a pas de différence significative de survie entre les
hommes et les femmes. Malgré un pourcentage plus élevé de femmes avec des
anticorps anti-HLA (voir Tableau 8) en lien avec le risque supplémentaire d'immunisation
aux HLA foetaux paternels, et contrairement a ce que nous pouvions anticiper, les DSA

n’étaient pas plus fréquents chez les femmes que chez les hommes (P=0.6974).

Le rejet d’'un organe transplanté peut étre de sources diverses. Le diagnostic de
ces rejets est effectué par des pathologistes selon les critéres de Banff impliquant entre
autres la présence ou I'absence de divers critéres comme l'infiltation et le type de cellules
immunitaires, la structure atteinte, les structures affectées, la nécrose des tissus ou des
dépots moléculaires. Devant le nombre de possibilités, il est vraisemblable que le destin

d’un greffon suite a un diagnostic de rejet soit relié au type rejet subit.
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Figure 21: La survie du greffon significativement différente en fonction du type de rejet

Légende : Pourcentage de survie du greffon de 93 patients pour 144 biopsies de suspicion de rejet et
83 patients sans suspicion de rejet (sans biopsie) entre 1994 et 2006 pour les patients suivis a I'hdpital
Notre-Dame. L’ensemble de la cohorte de 176 patients a été suivi a partir du jour 1 de leur greffe jusqu’au
plus tard le 31 décembre 2015. Les informations des patients ont été extraites a partir de la base de
données du laboratoire d’histocompatibilité IAF-INRS et de la base de données Transplantation de I'équipe
de transplantation rénale du Centre hospitalier de I'Université de Montréal, site Notre-Dame. L’événement
modélisé, la fin de vie du greffon, a été observée par I'équipe soignante. Les lignes rouges pointillées
mettent 'emphase sur chaque bond de 5 ans. Les critéres de Banff sont décrits au point 7.1. Patients par
type de rejet : rejet humoral (criteres Banff 2, n=13), rejet limite (criteres Banff 3) n=40, rejet cellulaire
(critéres Banff 4, n=27), étiologie inconnu (critéres Banff, n=5), autre cause (Critéres Banff 6 n=52).

Nous avons comparé dans une analyse univariée les différents diagnostics
obtenus par biopsie et les conséquences sur la survie du greffon rénal. Les biopsies ont
éteé effectuées soit en cas de suspicion de rejet, soit lors d’une évaluation d’investigation
périodique. Ce ne sont pas tous les patients de cette étude qui ont eu une biopsie. Il est
a noter que nous comparons les diagnostiques entre eux. Tel que montré a la Figure 21,
la survie du greffon est différente selon le diagnotic de rejet, plus de 50% des patients
diagnostiqués avec un rejet humoral ont perdu leur greffon tandis que plus de 80 % des

patients ayant eu un rejet cellulaire avaient un greffon fonctionnel au 31 décembre 2015.

Certaines études comparables a la nbétre ont observé une différence significative
sur la survie du greffon rénal pour les patients avec un greffon d’origine cadavérique et
ceux provenant d’un greffon vivant. Le temps d’ischémie différent entre les groupes est
probablement un des facteurs expliquant cette différence. Nous avons analysé ces
parametres pour notre cochorte. Les Figure 22Figure 23 Figure 24 illustrent nos

résultats.
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Figure 22 : Pourcentage de survie du greffon non significativement différent entre les
différents types de donneurs

Légende : Pourcentage de survie du greffon de 176 patients transplantés entre 1994 et 2006 a I'hépital
Notre-Dame. L’ensemble de la cohorte de 176 patients a été suivi a partir du jour 1 de leur greffe jusqu’au
plus tard le 31 décembre 2015. Les informations des patients ont été extraites a partir de la base de
données du laboratoire d’histocompatibilité IAF-INRS et de la base de données Transplantation de I'équipe
de transplantation rénale du Centre hospitalier de I'Université de Montréal, site Notre-Dame. L’événement
modélisé, la fin de vie du greffon, a été observée par I'équipe soignante. Les lignes rouges pointillées
mettent I'emphase sur chaque bond de 5 ans. Les analyses statistiques et les graphiques ont été
complétés par le logiciel MEDCALC® v18.6.
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Figure 23: Temps moyens (minutes) d’ischémie significativement différents entre les
patients ayant recu un greffon de donneur vivant et ceux ayant regu un
greffon de donneur cadavérique

Légende : Ischémie moyenne de 176 patients transplantés entre 1994 et 2006 a I'hépital Notre-Dame.
L’ensemble de la cohorte de 176 patients a été suivi a partir du jour 1 de leur greffe jusqu’au plus tard le 31
décembre 2015. Les informations des patients ont été extraites a partir de la base de données du
laboratoire d’histocompatibilité IAF-INRS et de la base de données Transplantation de I'équipe de
transplantation rénale du Centre hospitalier de I'Universit¢ de Montréal, site Notre-Dame. Le temps
d’'ischémie a été observé par I’équige soignante. Les analyses statistiques Anova et le graphique ont été
complétés par le logiciel MEDCALC™ v18.6.
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Figure 24: Temps moyens (minutes) d’ischémie significativement différents entre les
patients qui avaient un greffon fonctionnel au 31 décembre 2015 et ceux
'ayant perdu pour les patients ayant recu un greffon d’origine cadavérique

Légende : Ischémie moyenne de 154 patients transplantés entre 1994 et 2006 a I'hépital Notre-Dame.
L’ensemble de la cohorte de 176 patients a été suivi a partir du jour 1 de leur greffe jusqu’au plus tard le 31
décembre 2015. Les informations des patients ont été extraites a partir de la base de données du
laboratoire d’histocompatibilité IAF-INRS et de la base de données Transplantation de I'équipe de
transplantation rénale du Centre hospitalier de I'Université de Montréal, site Notre-Dame. Le temps
d’'ischémie a été observé par I’équige soignante. Les analyses statistiques Anova et le graphique ont été
complétés par le logiciel MEDCALC™ v18.6.

Les Figure 22, Figure 23 et Figure 24 permettent de comparer la survie du greffon
en fonction du temps d’ischémie et de la provenance de I'organe (vivant ou cadavérique).
Contrairement a d’autres études, nous n’avons pas constaté que la provenance du
greffon entre donneurs vivants et cadavériques affectait sa survie dans le temps (Figure
22, p=0.2768) malgré une différence significative entre leurs temps d’ischémie respectif
(Figure 23, p<0.0001). Par contre, nous observons une différence significative entre les
moyennes de temps d’ischémie de greffon d’origine cadavérique chez les patients ayant
un greffon fonctionnel au 31 décembre 2015 et ceux I'ayant perdu durant I'étude (Figure
24, p<0.026). L’augmentation du temps d’ischémie est un facteur néfaste connu pour la
survie du greffon [84]. Toutefois, le résultat de la figure 23 n’est pas des plus robustes.
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Lorsque la valeur d’ischémie la plus élevée est enlevée (1890 minutes), la différence

n’est plus significative (p=0.076).

9.5 Facteurs associés a la survie du greffon — Analyses

multivariées

Tableau 9 : Analyse multivariée des facteurs influangant la survie du greffon

Covariable P Intervalle de Risque Relatif a

confiance 95%
Tacrolimus et MMF | 0.0055 0.37 0.18t00.74
DSA POS 0.0476 2.18 1.00 to 4.71
AGE A LA 0.0002 0.95 0.93 10 0.97
GREFFE

Légende : Pourcentage de survie du greffon de 176 patients transplantés entre 1994 et 2006 a I'hopital
Notre-Dame. L’ensemble de la cohorte de 176 patients a été suivi a partir du jour 1 de leur greffe jusqu’au
plus tard le 31 décembre 2015. Variable dépendante : perte du greffon. Les covariables analysées sont la
présence de DSA, I'dge a la greffe, et les patients regevant la combinaison d’'immunosuppresseurs
Tacrolimus et MMF. Les informations des patients ont été extraites a partir de la base de données du
laboratoire d’histocompatibilité IAF-INRS et de la base de données Transplantation de I'équipe de
transplantation rénale du Centre hospitalier de I'Université de Montréal, site Notre-Dame. La fin de vie du
greffon a été observée par I'équipe soignante. Les lignes rouges pointillées mettent 'emphase sur chaque
bond de 5 ans. Les analyses statistiques et les graphiques ont été complétées par le logiciel MEDCALC®
v18.6.

Le Tableau 9 permet de visualiser les effets significatifs combinés des différents
facteurs influengant la survie du greffon. Une fois ajustée les uns pour les autres, la
présence de DSA a un effet significativement néfaste sur la survie du greffon (risque
relatif (HR) a 2.18, intervalle de confiance a 95% (IC) = 1.01 a 4.71). L’augmentation de
'age a la greffe a un effet protecteur significatif sur la survie du greffon, (HR= 0.95
IC = 0.93 & 0.97). Egalement, la prise du duo pharmacologique tacrolimus et MMF est
un facteur significativement bénéfique pour la survie du greffon (HR= 0.37, IC = 0.18 a
0.74).
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10 DISCUSSION

10.1 Les défis du recrutement

Aprés avoir recu I'aval des différents comités d’éthique des institutions impliquées,
le recrutement des patients de cette cohorte s’est échelonné sur une période d’environ 6
mois entre le mois de juin 2015 et le mois de janvier 2016. D’abord, les patients identifiés
ont regu un appel téléphonique au cours duquel nous sollicitions leur accord pour
recevoir un document explicatif de-méme qu’'un formulaire de consentement a nous
retourner (voir section 9. Annexes). Une maijorité des patients rejoints ont accepté de
recevoir les documents mentionnés. Les patients n’ayant pu étre rejoint a la suite de 3
tentatives de communication par téléphone ont recu, a leur derniére adresse connue, les
méme documents cités plus haut. La cohorte a I'étude est donc composée de patients
volontaires. Ce type de cohorte peut renfermer un débalancement du taux de survie du
greffon entre volontaires et ceux ayant refusé (ou n’ayant pas répondu aux sollicitations).
Les gens ayant eu une belle expérience suivant leur greffe pourraient étre plus a méme
de vouloir intégrer des études comme celle-ci contrairement a ceux ayant rapidement
éprouvé des « problemes ». Certains patients nous ont clairement expliqué leur refus par
divers grief envers I'équipe soignante. Toutefois, les refus clairements exprimés ne sont
pas nombreux. La majorité des non-participants font partie des patients que nous ne
sommes pas arrivés a rejoindre par téléphone. Des patients greffés correspondant aux
criteres d’inclusion de cette étude mais décédés avant le 1 janvier 2007 ne sont pas
représentés dans cette étude. La majorité des études semblables incluaient la totalité
des greffes de la période a I'étude. Les résultats obtenus dans cette étude sont donc a
considérer avec un regard critique. Ceci dit, le taux de survie des greffons pour les
patients participant a I'étude se compare avantageusement aux taux retrouvés dans la
littérature : plus de 90 % aprés 5 ans, prés de 85 % aprés 10 ans et plus de 70 % aprés
15 ans [15]. En comparaison, les patients greffés du rein (donneur cadavérique) en 2010

aux Etats-Unis avaient un taux de survie de plus ou moins 70 % a 5 ans postgreffe [85].
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10.2 La survie du greffon et les DSA

Nous avons obtenu un plus faible pourcentage de patients ayant des DSA au
moment de la greffe (9.6%) en comparaison avec d’autres études semblables (14 %
DSA+ 2003-2007 [18] & 35 % DSA+ 1990-2009 [12]). A premiére vue, cela est tout de
méme surprenant puisque les méthodes de détection d’anticorps dans les premiéres
années a l'étude n’étaient pas aussi sensibles qu’aujourd’hui. En revanche, les études
semblables incluaient la totalité des transplantations de la période a I'étude et elles se
terminaient bien avant la nétre. Aussi, elles n'utilisaient pas nécessairement les mémes
valeurs seuils pour le diagnostic de la présence d’un anticorps anti-HLA chez le patient.
Cette étude nous permet de valider que la présence de DSA prégreffe non détecté au
moment de la greffe a eu un effet néfaste sur la survie a long terme du greffon rénal. La
population de cette étude n’avait jamais été incluse dans ce type d’étude rétrospective et
nous pouvons maintenant confirmer les effets délétéres des DSA prégreffe non détectés

par les analyses de détection d’anticorps de cette période.

La Figure 12 démontre I'absence de relation entre la survie du greffon rénal et la
présence d’anticorps anti-HLA non spécifiques du donneur. Les anticorps anti-HLA ont
pour cible des épitopes spécifiques présents sur une ou des protéines HLA distinctes.
Comme le donneur ne posséde pas ces cibles antigéniques, les anti-HLA non DSA ne

sont pas en mesure de s’ancrer et n’ont donc aucun effet.

La Figure 13 permet de confirmer, pour notre cohorte de patients, I'impact négatif
de la présence de DSA prégreffes non détectés par les méthodes sérologiques sur la
survie du greffon rénal. Bien que les patients DSA+ n’aient pas un titre d’anticorps
suffisamment élevé pour étre révélé lors d’analyses sérologiques, les cellules B
meémoires peuvent étre réactivées, se multiplier et ces anticorps DSA conduisent a des
épisodes de rejet humoral chronique difficilement contrélable par la médication actuelle.
Ces DSA prégreffe peuvent donc mener a la perte du greffon.
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Les Figure 14 Figure 15 tendent a démontrer le role des DSA spécifiques des
différentes classes d’HLA. Les antigénes HLA de classe | étant exprimés de fagon
constitutive, nous pensions que les conséquences se révéleraient plus rapidement que
les DSA contre les antigénes de la classe Il. Bien que non prouvée par ces analyses,
cette tendance semble se révéler probable puisque la premiére perte de greffon liée a un
DSA dirigé contre les antigénes de classe Il n’intervient pas avant la septiéme année
aprés la greffe contre la deuxieme année pour les DSA dirigés contre les antigenes de la

classe I.

La Figure 16 permet de constater que ce n’est pas 'augmentation du nombre de
DSA et donc des cibles antigéniques potentielles mais bien la présence en elle-méme de
DSA qui serait néfaste pour la survie du greffon. Par contre, en se basant sur la Figure
17, la présence combinée de DSA contre les antigénes de classes | et Il pourrait avoir un
effet délétere sur la survie du greffon rénal. En effet, la moitié des patients présentant ce
profil a perdu leur greffon dans I'année suivant leur transplantation. Le nombre patients
ayant des DSA contre les antigénes des deux classes d’HLA (n=4) n’est toutefois pas
assez élevé pour en tirer des conclusions convaincantes. Par contre, la présence des
DSA spécifiques aux antigénes de classe | pourrait jouer le réle de catalyseur de la
réponse inflammatoire locale et pourrait induire I'expression des antigénes de classe |l
sur les cellules endothéliales. Ceci aurait pour effet de potentialiser l'inflammation en
permettant aux DSA de classe |l de se lier également [37]. Une autre explication
possible, selon I'étude de Fidler en 2013, est que les patients ayant des anticorps dirigés
contre les classes | et Il aient également une concentration relative plus élevée
d’anticorps anti-HLA que ceux ayant des anticorps seulement contre la classe | ou la
classe Il [15]. Il existe plusieurs maniéres d’affiner la détection d’anticorps et leur titre
relatif (EDTA, DTT etc.) mais dans cette étude, nous nous sommes contentés de
décomplémenter les sérums. Certains titres de sérums prégreffe peuvent avoir été sous-
ou sur-estimés a cause de la réactivité croisée possible pour des épitopes HLA partagés

ou de I'effet prozone pour les sérums de patients ultrasensibilisés.

70



Selon la Figure 18, la survie du greffon des patients greffés en présence de DSA
ne semble pas dépendante de la spécificité antigénique associée au locus. Il est
cependant intéressant de constater que tous les patients avec une spécificité contre les
antigénes du locus A ont perdu leur greffon. Par contre, ce résultat devrait étre interprété

avec prudence étant donné le faible nombre (5) de patients présentant cette condition.

Le nombre de mismatch au niveau des antigénes des locus A, B et DR ne semble
pas jouer de rbéle dans le perte du greffon. En se basant sur la Figure 19, sans DSA
prégreffe, le risque associé avec un nombre de mismatch supérieur est la création
d’anticorps de novo. Il serait intéressant, si possible, d’obtenir un sérum actuel dans le
but de vérifier cette hypothése. Bien que nos résultats ne semblent pas le prouver, le fait
de favoriser par algorithme un minimum de mismatch pour les locus A-B-DR a peut-étre
contribué a éviter des greffes malgré la présence de DSA indétectable. En effet, les
genes codants pour les molécules HLA-DR sont placés physiquement trés prés de ceux
codants pour les molécules HLA-DQ. Cette proximité DR-DQ crée un déséquilibre de
liaison : la conservation de cette association de deux génes a travers les générations.
Lorsque l'on attribue de la valeur a la concordance entre les DR du donneur et du
receveur, ceci a comme effet possible d’obtenir des DQ identiques. Derniérement, des
études ont démontré que la production d’anticorps anti-HLA de novo se fait de fagon

préférentielle contre les antigénes des DQ [86].

Tel que démontré par la Figure 20 et malgré un pourcentage plus élevé de
femmes avec des anticorps anti-HLA (voir Tableau 8) en lien avec le risque
supplémentaire d’immunisation aux HLA foetaux paternels, et contrairement a ce que
nous pouvions anticiper, les DSA n’étaient pas plus fréquents chez les femmes que chez
les hommes (P=0.6974). Comme les anticorps anti-HLA n’ont pas affecté le taux de
survie du greffon (Figure 12 : Probabilité de survie du greffon non significativement
différente entre le groupe sans anti-HLA et le groupe avec anti-HLA non-DSA), il n’est
alors nullement surprenant que le sexe du receveur ne soit pas un facteur déterminant

pour la survie du greffon.
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10.3 La survie du greffon et les autres problématiques

La Figure 21 permet d’évaluer les conséquences de ces types de rejet sur notre
population. Les patients (1) « sans suspicion de rejet » étudiés possédaient tous un
greffon rénal fonctionnel au 31 décembre 2015. Les patients ayant eu un rejet de type
borderline (indices de rejet sans étre caractérisable en 2, 4, 5 ou 6) ont un pourcentage
de survie du greffon a prés de 85 % a 10 ans postgreffe. Le diagnostic d’'un rejet humoral
(Banff 2) selon les standards de Banff est un indice de prédiction négatif par rapport a
ceux sans suspicion de rejet ou ayant un rejet de type borderline. De méme, le rejet
cellulaire (Banff 4) est également un indice de prédiction négatif par rapport a ceux sans
suspicion de rejet ou ayant un rejet de type borderline. Le rejet de type borderline (Banff
3) peut étre le début d’'un rejet aigu, cellulaire ou humoral ou linfiltration de cellules
protectrices T régulatrices en réponse a un rejet préalable. Le choix de traiter ou non ce
type de rejet se prend par I'équipe soignante. Le rejet cellulaire (Banff 4) aigu ou
chronique non traité méne a des Iésions sur les différentes sections du greffon, diminuant
ses capacités fonctionnelles et menant potentiellement a la perte du greffon. Ce type de
rejet est souvent diagnostiqué a court terme aprés la greffe, mais peut survenir a

n’importe quel moment postgreffe.

Le Tableau 9 démontre qu’un greffon plus jeune représente un facteur bénéfique
pour la survie du greffon rénal. La Figure 22 démontre que contrairement a d’autres
études, les patients dont le greffon provient d’'un donneur vivant n’ont pas une survie
significativement différente des patients dont le greffon provient d’'un donneur
cadavérique. Du point de vue du temps d’ischémie, la faible robustesse de nos résultats
a la Figure 23 et a la Figure 24 ne permet pas des observations concluantes. Pourtant, il
est reconnu que l'augmentation du temps d’ischémie froide d’'un organe augmente la
probabilité d’effets délétéres lors de la reperfusion de 'organe. Les cellules endothéliales
et épithéliales lésées libéreront davantage de messagers chimiques favorisant

linfiltration cellulaire via surexpression de VCAM-1 [82].
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L’age des patients au moment de la greffe est un facteur bénéfique a la survie du
greffon. Les patients greffés a un age plus avancé gardent leur greffon plus longtemps
que les patients greffés plus jeunes. Mis a part les effets inattendus éventuels d'une
cohorte de volontaires, il est décrit dans la littérature que les patients plus agés seraient
mieux disciplinés dans la prise de leur médication, donc moins sujets au développement

d’anticorps de novo [87, 88].

Les patients ayant regu majoritairement la combinaison tacrolimus et MMF
(Tableau 9) ont gardé leur greffon plus longtemps. Il apparait logique que cette
combinaison améliore la survie a long terme du greffon puisque, comme mentionné au
point 6.5.1, les effets secondaires du tracolimus sont moindre, celui-ci étant moins
cytotoxique que la cyclosporine. A noter que notre étude couvre une période durant
laquelle le tacrolimus n’était pas disponible ou utilisé abondamment. Il serait intéressant
de voir si cette tendance se maintient lorsque I'on augmentera le nombre de patients a
I'étude et comparera en paralléle les deux inhibiteurs de calcineurine. Le rejet cellulaire
est le plus souvent observé dans la premiére année post greffe. Lorsque ce type de rejet
arrive tardivement, il est souvent associé a la non-adhérence aux agents
immunosuppressifs prescrits [89]. Le rejet humoral, a I'exception du rejet hyperaigu
provoqué par des DSA, se présente normalement plus tardivement. Le patient est
exposeé aux antigenes de son greffon pour lequel il a des cellules B mémoires capables
de se réactiver. Le rejet humoral est chronique et se traite difficilement. Les rejets
associés aux autres causes varient de par leur nature. Par contre, la cause primordiale
de ce type de rejet est la toxicité médicamenteuse. En effet, les immunosuppresseurs
sont néphrotoxiques et une exposition prolongée peut mener a la perte de fonctionnalité
du greffon. Le traitement de ce type de rejet se réduira a changer de type d’agents
immunosuppressifs ou d’en diminuer les doses, ouvrant potentiellement la porte a des

rejets cellulaires et humoraux.

Dans le futur et pour le bien de la recherche, il pourrait étre pertinent que
'ensemble des patients sur les listes de receveurs d’organes se voit proposer de signer

un accord pour que leur historique médical et les prélévements corporels non utilisés
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puissent étre utilisés dans la recherche sur le don d’'organe, méme advenant leur déces.
Ceci permettrait d’avoir une vision globale de I'ensemble des transplantations et du
succes ou de l'échec de limplantation de nouvelles méthodes d’attribution ou de
diagnostic divers. La participation a cette étude étant volontaire, le nombre de patients
inclus est relativement faible. Cette faible participation nous a empéché de creuser a
travers 'ensemble des paramétres que nous souhaitions investiguer, par exemple I'étude
des classes et lintensité relative ajustée et des loci de DSA. De méme, les analyses

multivariées n’ont pas été concluantes par faute d’événements comparables.

Il semble bien avisé pour les laboratoires d’histocompatibilité de toujours bien
identifier les anticorps anti-HLA prégreffe, car nous savons que ceux-ci peuvent avoir des
effets qui limiteront la survie a long terme du greffon. De nos jours, de nombreuses
techniques se sont ajoutées pour bien faire la discrimination des anticorps anti-HLA
inacceptables ; parmi celles-ci, l'identification des anticorps capables d’activer le
complément par la détection de protéines issues de sa cascade, la capacité d’éluder la
présence d’anticorps non pertinents pouvant interférer dans la liaison anticorps-
antigénes. Ces méthodes, espérons-le, permettront de faire augmenter le taux de survie

a long terme des greffons.

Le nombre de patients avec DSA est insuffisant pour pouvoir tirer des conclusions
sur les rbles de la spécificité antigénique des loci. Nous avons tout de méme validé une
nouvelle méthode de détection par anticorps nous permettant I'identification d’'une plus
grande bibliothéque d’anticorps anti-HLA spécifiques de méme que de nouvelles
combinaisons alpha béta pour mieux discriminer les anticorps contre les molécules de la

classe Il.
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11 CONCLUSION

La présence d’anticorps anti-HLA spécifiques au donneur a été confirmée comme
étant un facteur diminuant la survie du greffon rénal. C’est, a notre connaissance, la
premiére étude sur le réle des DSA pour la population du Québec et, en particulier, celle
du grand Montréal. Certains points que nous voulions étudier, tels I'étude des classes, de
lintensité relative ajustée et des loci de DSA ne furent pas possibles par manque
d’événements comparables. Afin de valider les observations effectuées, il est essentiel
de poursuivre I'étude en y ajoutant des patients greffés durant la période 1994-2006
inclusivement. Le faible taux de recrutement (moins de 50 %) représente un réel
obstacle. En ce sens, nous avons approché de nouveaux collaborateurs associés a un
autre centre de transplantation rénale de la grande région montréalaise. Cette approche
multicentrique nous permettrait de minimalement doubler le nombre de patients inclus.
De plus, nous prévoyons modifier 'approche pour le recrutement des patients afin de
maximiser I'enr6lement. Nous envisageons d’approcher nos futurs patients lors de leurs

suivis externes a I'’hépital pour créer un climat de confiance.
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13 ANNEXES

13.1Verbatim téléphonique

Prénom :

Nom :

Identification du patient : #
Numéro de téléphone : ( ) -
Date de greffe: [/ /

Appel #1 :heure: h ,date: / /2015
Siappel #2 :heure: h ,date: / /2015
Siappel #3 :heure: h ,date: / /2015
Synopsis

Bonjour M./Mme.

Je me nomme et je travaille avec

I'équipe du Professeur Claude Daniel a I'Institut National de la recherche
scientifique. Notre équipe, avec les Drs Paquet et Cardinal de la clinique de
transplantation rénale de I’'hépital Notre-Dame, souhaite effectuer une étude
rétrospective sur des individus qui ont été transplantés du rein entre le
premier janvier 1994 et le 31 décembre 2005. Selon les dossiers, vous
correspondez au profil recherché par notre équipe. La raison de notre appel
est que nous souhaitons votre accord pour vous faire parvenir par la poste,
une copie du formulaire de consentement avec I'enveloppe-réponse
préalablement affranchie afin que vous puissiez prendre connaissance du

cadre de notre étude.

En quelques mots, I'étude que nous désirons entreprendre requiert
que nous analysions certains de vos échantillons sanguins datant d’avant

votre greffe et conservés au laboratoire d’histocompatibilité, dirigé par le
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Professeur Daniel. Le laboratoire d'histocompatibilité de I'INRS est le
laboratoire de référence pour le CHUM-Notre-Dame et a établi votre
compatibilité immunologique avec le donneur au moment de votre greffe.
Depuis I'année de votre greffe, les techniques d’analyse sanguine pour
établir la compatibilité donneur/receveur ont beaucoup changé et nous
désirons réanalyser celle-ci avec les techniques actuelles afin de parfaire
nos connaissances futures en détections d’anticorps susceptibles ou non
d’étre nuisible a long terme, ceci en nous basant sur votre profil d'immunité
et votre historique médical. Les données obtenues ne vous procureront
aucun avantage direct ni inconvénient. La recherche est financée a méme
les fonds de fonctionnement interne du laboratoire d’histocompatibilité de
'INRS-IAF. Les résultats générés ne permettront pas votre identification
mais pourraient étre utilisés pour des communications ou publications

scientifiques.

Sachez que vous étes libre de décider de recevoir ou non le formulaire
de consentement. Si vous décidez de ne pas le recevoir, nous vous
retirerons de I'étude et en aucun cas vous ne subirez de préjudices. Si vous
décidez de recevoir le formulaire de consentement, vous étes libre d’en
prendre connaissance et de décider si vous désirez ou non participer. Dans
le cas ou vous souhaitez participer, vous devez remplir le formulaire et nous
le retourner par la poste dans I'enveloppe-réponse préalablement affranchie.

Dans le cas contraire, vous pouvez en disposer comme bon vous semble.

Le fait d’accepter de recevoir la documentation de cette étude
n’est en aucun cas considéré comme un consentement de
participation a I’étude.
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Est-ce que vous nous autorisez a vous faire parvenir le formulaire
détaillant I'étude ainsi que le formulaire de consentement a votre adresse
résidentielle?

Oul

NON
Raison du refus (si___donné  spontanément seulement)

Est-ce que vous nous autorisez, six semaines suivant I'envoi du
questionnaire, a vous retéléphoner si nous n’avons pas re¢u vos documents
afin de valider que vous refusiez de participer a I'étude?

Oul

NON

Confirmation de I'adresse résidentielle associée au dossier médical?
Oul

NON :

Adresse, Rue :
Ville :

Province, pays :
Code postal :

Merci beaucoup pour votre temps.

Date d’envoi du formulaire : _ / /2015
Compléte par :
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13.2 Protocole de recherche

Impact des anticorps spécifiques du donneur
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1). Rationnel de 'étude

Identifiés en 1969 par Patel et Terasaki [8], les anticorps anti-HLA spécifiques du
donneur (DSA) sont un facteur bien connu limitant le succes de la transplantation [15, 18, 91-
94]. IIs se développent suite a une transfusion sanguine, une grossesse ou une greffe [18]. De
nombreuses études ont démontré un lien entre la présence de DSA et une diminution sur le
temps de survie du greffon [12, 15, 78, 91, 95, 96]. La découverte au milieu des années 80 des
inhibiteurs de calcineurine a permis une réduction du rejet cellulaire aigu, augmentant ainsi la
durée de vie fonctionnelle du greffon. [95, 97]. De méme, de nombreuses pathologies sont
aujourd’hui traitées en ayant recours a la transplantation d’organes. Il est reconnu que la
présence de DSA provoque le rejet humoral aigu et/ou chronique et est une contre-indication
de la transplantation [8, 11, 12, 15, 18, 21, 28, 78, 84, 87, 88, 90-106]. L’évolution des
méthodes de détection des DSA a permis de diminuer I’incidence des rejets hyper aigus et

d’améliorer les taux de succes a court et moyen terme [18, 90-94].

L’introduction de nouvelles méthodes de détection d’allo-anticorps anti-HLA en phase
solide a permis d'identifier plus précisément la spécificité de ces anticorps et d'en évaluer
leurs abondances relatives [11, 15, 96]. Ces nouvelles méthodes permettent la détection de
niveau d’anticorps non perceptibles par les méthodes traditionnelles de crossmatch
cytotoxique dépendant du complément (CDCXM) et de crossmatch par cytométrie en flux
(FCXM) [15, 96]. Des études récentes ont mis en lumicre les effets des DSA
prétransplantation indétectés par les méthodes CDCXM et FCXM [94]. En effet, ces DSA
prégreffe sont associés avec une occurrence plus élevée d’épisodes de rejet causé par des
anticorps (AMR) ainsi qu’avec la perte du greffon a court et moyen terme [97, 99, 101-106].
Les effets a long terme ne sont toutefois pas encore clairement identifiés. De plus, il n'existe
aucun consensus chez les spécialistes sur I’importance des différents loci de chaque classe
d’HLA et/ou sur I’abondance relative (MFI, mean fluorescence intensity) ou la persistance

dans le temps de ces DSA dans ’AMR.

Compte tenu du role potentiel des DSA, il apparait pertinent d’étudier rétrospectivement
une cohorte de patients transplantés rénaux suite a un CDCXM négatif et suivi par un

établissement hospitalier unique afin de mettre en relation la présence des DSA prégreffe, non

Formulaire d’information et de consentement, version du 23 février 2015 Initiale :



détectée au moment de la greffe, en lien avec le suivi médical a court, moyen et long terme.
Ces nouvelles données permettront de déterminer I'impact des DSA prégreffe indétectées par
CDCXM sur la fonction rénale et la survie du greffon et du patient. De plus, ces résultats
permettront de fournir de nouvelles connaissances quant aux critéres a utiliser pour
I'évaluation du risque immunologique, particuliérement chez les patients hautement

sensibilisés [21, 78, 101, 102].

2). Objectifs de I'étude

2.1 Objectif principal
2.1.1 Identifier et mesurer les niveaux circulants d’anticorps anti-HLA pré-
transplantation spécifiques contre le donneur (DSA) et leur association avec la
durée de vie fonctionnelle du greffon et/ou la survie du patient en comparaison

avec des patients greffés rénaux sans DSA.

2.2 Objectifs secondaires
2.2.1 Explorer 1’association entre la présence et le niveau relatif en MFI de, ou des
DSA et le taux d’épisodes de rejets médiés par les anticorps (AMR).
2.2.2 Explorer I’association entre la présence et le niveau relatif en MFI de, ou des
DSA et le taux de filtration glomérulaire dans le temps.
2.2.3 Explorer I’association entre la présence et le niveau relatif en MFI de, ou des
DSA de différents locus de chaque classe d’HLA et le taux d’épisodes de rejets
médiés par les anticorps (AMR).

2.2.4 Explorer I'association entre la présence et le niveau relatif en MFI de, ou des
DSA de différents locus de chaque classe d’HLA et le taux de filtration glomérulaire

dans le temps.

2.2.5 Explorer I’association entre la présence et le niveau relatif en MFI de, ou des
DSA de différents locus de chaque classe d’HLA et le temps entre la greffe et le

premier épisode de rejet aigu (cellulaire ou médié par des anticorps).
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2.3 Autres facteurs considérés
2.3.1 Donneur vivant/cadavérique [93, 100]
2.3.2 Désensibilisation préalable [93]
2.3.3 Suivi dans le temps de la biochimie sanguine/urinaire (urée, créatinine,
albumine) [100]
2.3.4 Anticorps recherchés et considérés contre ces locus : HLA Classe I : A, B et
C. HLA Classe II: DRB1, DRB345, DQA1, DQBI1, DPA1 et DPBI. [12, 101,
103]
2.3.5 Temps d’ischémie froide [28]
2.3.6 DSA Clg+/Clqg-[91, 99, 102]
2.3.7 Nombre de Mismatch HLA donneur : patient [90, 98]
2.3.8 Adhérence aux traitements [87, 90, 100]
2.3.9 Délai de la reprise de la fonction rénale (DGF) [28, 95]
2.3.10 Greffes Multiples [101]

3). Plan de recherche (Protocole)

3.1 Méthodes et mesures a effectuer

Une cohorte d’environ trois cent cinq patients vivants, greffés rénaux a 1'hopital Notre-
Dame entre 1994-2006 inclusivement, ayant un suivi clinique postgreffe d'un minimum de 5
ans et dont le typage HLA du donneur a été effectué a I’'INRS-IAF, sera considérée pour cette
étude rétrospective. La présence et 1'abondance relative d’anticorps anti-HLA seront mesurées
pour les deux classes d’antigénes (I&II) pour chaque patient par LABScreen Single antigen
Bead a partir de sérum prégreffe le plus prés de la date de transplantation. Lorsque disponible
et sans €tre un critere d’exclusion, les fluctuations dans le temps de la spécificité et de
I’abondance relative des anticorps anti-HLA seront évaluées en analysant le sérum du patient
pour chaque année précédant la greffe. Les anticorps anti-HLA spécifiques du donneur seront
classés DSA selon des valeurs seuils préétablies (<500, 500-1000, >1000, >8000 MFTI) [18,

21]. La non-adhérence au traitement sera établie et documentée par le médecin traitant. Le
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délai de la reprise de fonction rénale (DGF) sera défini comme « le besoin de dialyse dans les
168 premieres heures (7 jours) post greffe ». La fin de vie du greffon sera décrite comme « le
premier recours a la dialyse chronique post greffe, une greffe subséquente ou la mort du
patient ». La présence d’AMR ou de rejet cellulaire sera déterminée par les valeurs cliniques
obtenues suite a une biopsie et classées en fonction des critéres de Banff. Dans le cadre de
cette étude rétrospective, les évaluations invasives complétées et jugées nécessaires au bon
suivi clinique du patient seront utilisées aux fins d’analyses de la fonction rénale menant au
diagnostic d’AMR dans le temps. Les évaluations sanguines et urinaires complétées et jugées
nécessaires au bon suivi clinique du patient seront utilisées pour le suivi de la fluctuation du
taux de filtration glomérulaire dans le temps. Les autres valeurs seront obtenues par révision

du dossier médical du patient.

3.2 Population et analyses

Description de la population :

Trois cent cinq patients greffés rénaux transplantés depuis au minimum 5 ans et suivi a
I’hopital Notre-Dame dont les donneurs ont été sérologiquement et/ou moléculairement typés

a I’INRS-IAF seront étudiés. Aucune visite de patient ne sera nécessaire.

Description des analyses

Les anticorps anti-HLA seront identifiés et mesurés a partir du sérum congelé¢ du
patient dans le laboratoire d’histocompatibilit¢ du Dr Claude Daniel de I’INRS-Institut
Armand-Frappier par des techniques publiées. Le sérum pré-greffe le plus rapproché de la
date de transplantation sera utilisé. Le génotype HLA du donneur sera complété pour tout
anticorps retrouvé contre ces loci : HLA Classe 1: Locus A, B, C. HLA Classe I : DRBI1
DRB345, DQAI, DQBI, DPA1, DPBI.
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4). Critéres d’inclusion et d’exclusion

4.1 Critéres d’inclusion pour les sujets greffés
4.1.1. Transplantation rénale depuis > 5 ans
4.1.2. CDCXM (T) ou (T&B) négatif
4.1.3. Patients de 1’hopital Notre-Dame
4.1.4. Donneurs typés a INRS-IAF

4.2 Critéres d’exclusion pour les sujets greffés

4.2.1. Absence de sérum pré-greffe
4.2.2. Perte du suivi médical

4.2.3. Déces non relié a I’état de santé
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5). Aspects statistiques

L’incidence d’AMR et de la perte du greffon seront évaluées dans le temps par la
méthode de Kaplan-Meir et comparées en utilisant le « logrank test ». Le seuil de détection
optimal de la présence d’allo anticorps sera estimé par I’analyse ROC « receiver operating
characteristic ». Les tests de comparaisons de moyennes seront faits par des tests Anova/
Tukey-Kramer, exact test de Fisher ou test de Pearson avec erreur de type I (< 0,05) (5, 13
[18, 21, 95)).
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13.3Formulaire de consentement

CHUM

FORMULAIRE D’'INFORMATION ET DE CONSENTEMENT

Titre du projet : Impact des anticorps spécifiques du donneur (DSA) prégreffe sur le rejet du

greffon rénal

Chercheur principal : Claude Daniel, Ph. D., Directeur du laboratoire histocompatibilité,

INRS-Institut Armand-Frappier

Co chercheur : Dr Michel R. Paquet - néphrologue au CHUM

Co chercheurs hors CHUM :

Dr Fernando Echeverry - Laboratoire histocompatibilité, INRS-Institut Armand-Frappier

Alexandre Rouleau - Laboratoire histocompatibilité, INRS-Institut Armand-Frappier
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Organisme subventionnaire :

Organisations parrainantes :

No. projet CHUM :

PREAMBULE

Nous sollicitons votre participation a un projet de recherche parce que vous avez regu une
transplantation de rein entre 1994 et 2006. Cependant, avant d’accepter de participer a ce
projet et de signer ce formulaire d’information et de consentement, veuillez prendre le temps

de lire, de comprendre et de considérer attentivement les renseignements qui suivent.

Ce formulaire peut contenir des mots que vous ne comprenez pas. Nous vous invitons a
poser toutes les questions que vous jugerez utiles au chercheur responsable du projet ou
aux autres membres du personnel affecté au projet de recherche et a leur demander de vous

expliquer tout mot ou renseignement qui n’est pas clair.

NATURE ET OBJECTIFS

A I'époque ol vous avez été transplanté (e), de nombreux tests & la fine pointe du domaine
ont été effectués afin de s’assurer de la compatibilité immunologique entre vous et votre

greffon. L’équipe médicale qui vous suit a jugé que la compatibilité était conforme et que les
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bénéfices d’'une transplantation surpassaient les risques associés. Avec l'avancement
constant du domaine de la biotechnologie, nous avons a notre disposition de nouveaux tests
plus précis pour établir la compatibilité entre deux individus et ainsi potentialisé I'attribution
d’'organes en fonctions des besoins des patients sur les listes d’attentes. Nous sollicitons
votre autorisation pour évaluer, avec les méthodes et protocoles actuellement utilisés,
certains de vos échantillons sanguins utilisés pour établir la compatibilité entre vous et votre
greffon. De plus, nous sollicitons I'accés a votre dossier médical pour suivre votre état de

santé ainsi que I'état de votre greffon.

La présente étude a pour but :

D’identifier 'impact des anticorps anti-HLA non détecté sur la fonction rénale et sur la survie

du greffon.

De voir s'il existe des fagons d’augmenter la durée de vie du greffon en établissant une

meilleure attribution des organes en fonction de nouveaux paramétres de compatibilité.

Plusieurs facteurs peuvent influencer la durée de vie du greffon, il est donc important pour
nous d’avoir le plus grand nombre de patients greffés afin d’obtenir une évaluation juste de
nos observations. Vous ne bénéficierez pas directement de cette étude, elle a pour but

d’améliorer I'attribution future d’organe en fonction du profil immunologique des patients.

Nombre de participants et durée de I'étude

Environ 305 patients participeront a cette étude a I'hdpital Notre-Dame. La durée prévue de

cette étude est de deux ans.
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NATURE DE LA PARTICIPATION DEMANDEE

Si vous acceptez de participer a cette étude et aprés avoir signé le présent formulaire
d’information et de consentement, votre participation directe s’arréte ici. Aucun examen, ou

analyse supplémentaire n’est demandé.

DEROULEMENT DE L’ETUDE

Aprés la signature du présent document, un de vos sérums d’avant greffe sera ré analysé
par une méthode de détection d’anticorps anti-HLA. Une analyse de 'ADN de votre greffon
sera également réalisée pour compléter celle effectuée au moment de votre greffe. Cette
analyse nous permettra de vous classer dans un des deux groupes de l'étude : avec
anticorps spécifiques contre le donneur (DSA) et sans anticorps spécifiques contre le
donneur. Le groupe avec DSA sera subdivisé selon certains critéres tels l'intensité relative
de ce/ces DSA et/ou le (s) locus (loci) associé(s). Puis nous observons s’il existe des
différences entre les groupes au niveau de la fonction du greffon, de sa durée de vie et de
I'état de santé général des patients de chacun des groupes. L’évaluation de ces paramétres
cliniques nous permettra alors de faire des projections sur les futurs patients transplantés.

Leur faisant ainsi bénéficiez des connaissances acquises par votre historique médical.

RISQUES ET INCONVENIENTS

Risques liés au bris de confidentialité :

Il existe un risque lié a un possible bris de confidentialit¢ concernant vos informations

personnelles et vos dossiers médicaux qui pourrait se traduire par une atteinte a votre vie
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privée. Ce risque est cependant minime. Tous les efforts seront déployés pour protéger votre

vie privée et assurer votre confidentialité, comme décrite dans la section «Confidentialité».

AVANTAGES

Avantages personnels

Il se peut que vous retiriez un bénéfice personnel de votre participation a ce projet de
recherche, mais on ne peut vous lassurer. A tout le moins, les résultats obtenus

contribueront a 'avancement des connaissances dans ce domaine.

CONFIDENTIALITE

Durant votre participation a ce projet, le chercheur responsable ainsi que son personnel
recueilleront et consigneront dans un dossier de recherche les renseignements vous
concernant. Seuls les renseignements nécessaires pour répondre aux objectifs scientifiques

de ce projet seront recueillis.

Ces renseignements peuvent comprendre les informations contenues dans vos dossiers
médicaux concernant votre état de santé passé et présent, vos habitudes de vie ainsi que
les résultats de tous les tests, examens et procédures que vous avez subis depuis et avant
votre transplantation. Votre dossier peut aussi comprendre d’autres renseignements tels que

votre nom, votre sexe, votre date de naissance et votre origine ethnique.
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Tous les renseignements recueillis demeureront strictement confidentiels dans les limites

prévues par la loi.

Le chercheur responsable fera parvenir a l'organisme subventionnaire ou a ses
représentants, les données vous concernant. Ces données n'incluent pas votre nom ni votre

adresse.

L’organisme subventionnaire utilisera les données a des fins de recherche dans le but de
répondre aux objectifs scientifiques du projet décrits dans le formulaire d’information et de

consentement.

Les données en elles-mémes ou combinées aux données provenant d'autres projets
pourront étre partagées avec les organismes réglementaires canadiens ou d'autres pays ou
avec les partenaires commerciaux de I'organisme subventionnaire. Ce transfert d’information
implique que vos données pourraient étre transmises dans d’autres pays que le Canada.
Cependant, I'organisme subventionnaire respectera les régles de confidentialité en vigueur
au Québec et au Canada, et ce, dans tous les pays. Ces données seront conservées

pendant 5 ans apreés la fin de I'étude par le chercheur responsable.

Les données pourront étre publiées dans des revues spécialisées ou faire I'objet de

discussions scientifiques, mais il ne sera pas possible de vous identifier.

A des fins de surveillance et de contrdle, votre dossier de recherche ainsi que vos dossiers
médicaux pourront étre consultés par une personne mandatée par le comité d'éthique de la
recherche du CHUM ou par l'établissement, par une personne mandatée par des
organismes publics autorisés ainsi que par des représentants de ['organisme
subventionnaire. Toutes ces personnes et ces organismes adhérent a une politique de

confidentialité.
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A des fins de protection, notamment afin de pouvoir communiquer avec vous rapidement,
vos noms et prénoms, vos coordonnées et la date de début et de fin de votre participation au
projet seront conservés pendant un an aprés la fin du projet dans un répertoire a part

maintenu par le chercheur responsable.

Vous avez le droit de consulter votre dossier de recherche pour vérifier les renseignements
recueillis, et les faire rectifier au besoin, et ce, aussi longtemps que le chercheur responsable
du projet ou l'établissement détiennent ces informations. Cependant, afin de préserver
l'intégrité scientifique du projet, vous pourriez n’avoir accés a certaines de ces informations

qu'une fois votre participation terminée.

PARTICIPATION VOLONTAIRE ET POSSIBILITES DE RETRAIT

Votre participation a cette étude est volontaire. Vous étes donc libre de refuser d’y participer.
Vous pouvez également vous retirer de ce projet en tout temps, sans avoir a donner de
raisons, en faisant connaitre votre décision au chercheur responsable de I'étude. Votre
décision de ne pas participer a ce projet de recherche ou de vous en retirer n’aura aucune
conséquence sur la qualité des soins et des services auxquels vous avez droit ni sur votre

relation avec le chercheur responsable du projet et les autres intervenants.

Le chercheur responsable du projet de recherche, le comité d’éthique de la recherche du
CHUM ou l'organisme subventionnaire peuvent mettre fin a votre participation, sans votre
consentement, si de nouvelles découvertes ou informations indiquent que votre participation
au projet n'est plus dans votre intérét, si vous ne respectez pas les consignes du projet de

recherche ou s’il existe des raisons administratives d’abandonner le projet.

Si vous vous retirez ou étes retiré (e) du projet, 'information déja obtenue dans le cadre de
ce projet sera conservée aussi longtemps que nécessaire pour rencontrer les exigences

réglementaires.
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Toute nouvelle connaissance acquise durant le déroulement du projet qui pourrait affecter
votre décision de continuer d’y participer vous sera communiquée sans délai verbalement ou

par écrit.

COMPENSATION

Il N’y a pas de compensation offerte pour votre consentement.

INDEMNISATION EN CAS DE PREJUDICE ET DROITS DU PARTICIPANT A LA
RECHERCHE

Si vous deviez subir quelque préjudice que ce soit par suite de toute autre procédure reliée a
I'étude, vous recevrez tous les soins et services requis par votre état de santé, sans frais de

votre part.

En acceptant de participer a cette étude, vous ne renoncez a aucun de vos droits ni ne
libérez les chercheurs, l'organisme subventionnaire, ou [I'établissement de leurs

responsabilités légales et professionnelles.

COMMUNICATION DES RESULTATS GENERAUX

Vous pourrez connaitre les résultats généraux de cette étude si vous en faites la demande
au chercheur principal a la fin de I'étude ou encore via un bulletin informatif qui vous sera
envoyé par courrier électronique si vous donnez a I'équipe de recherche votre adresse

électronique.
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FINANCEMENT DU PROJET

Le chercheur responsable du projet et I'établissement ont recu un financement de

'organisme subventionnaire pour mener a bien ce projet de recherche.

PERSONNES-RESSOURCES

Si vous avez des questions concernant cette étude ou si vous éprouvez un probléme que
vous croyez relié a votre participation a I'étude, vous pouvez communiquer avec le
chercheur responsable ou avec le chargé de projet du lundi au vendredi, de 8 h a 16 h, aux

numeros suivants :

Claude Daniel, Ph. D., chercheur principal au (450) 687-5010, poste 4683,

Alexandre Rouleau, chargé de projet au (450) 687-5010, poste 8810.

Pour toute question concernant vos droits en tant que sujet participant a ce projet de
recherche ou si vous avez des plaintes ou des commentaires a formuler, vous pouvez
communiquer avec le commissaire local aux plaintes et a la qualité des services de I'Hopital
Notre-Dame du CHUM au 514-890-8000, poste 26047 ou I'Hbtel-Dieu du CHUM au 514-
890-8000, poste 12761 ou [I'Hépital St-Luc du CHUM au numéro 514-890-8000,

poste 36366.

SURVEILLANCE DES ASPECTS ETHIQUES DU PROJET DE RECHERCHE

Le comité d’éthique de la recherche du CHUM a approuvé ce projet de recherche et
en assure le suivi. De plus, il approuvera au préalable toute révision et toute
modification apportée au formulaire d'information et de consentement et au protocole

de recherche.
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CONSENTEMENT

Avant de signer et dater le présent formulaire de consentement, j'ai regu des explications
complétes sur les méthodes et les moyens qui seront utilisés dans cette étude ainsi que sur

les désagréments, les risques et les effets indésirables qui pourraient y étre associés.

Jai lu et jai eu suffisamment de temps pour comprendre pleinement les renseignements
présentés ci-dessus concernant cette étude. J'ai eu l'occasion de poser toutes mes
questions et on y a répondu a ma satisfaction. Je suis libre de poser d’autres questions a
n’'importe quel moment. J'accepte de plein gré de signer ce formulaire de consentement. Je
recevrai un exemplaire de ce formulaire aprés l'avoir signé et daté. Un exemplaire sera
également déposé a mon dossier médical. En conséquence, je comprends que cette
information sera disponible a toute personne ou compagnie a qui je donnerai accés a mon
dossier médical. En apposant ma signature sur ce formulaire, je ne renonce cependant a
aucun de mes droits légaux ni ne libére les chercheurs, I'hopital et I'organisme

subventionnaire de leur responsabilité civile et professionnelle.

Nom (en lettres moulées) Signature du participant Date (jj/mmm/aa)

Signature _de la personne qui a obtenu le consentement si différent du chercheur

responsable du projet de recherche

J’ai expliqué au participant a la recherche les termes du présent formulaire d’'information et

de consentement et j'ai répondu aux questions qu'’il m’a posées.
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Nom (en lettres moulées) Signature de la personne qui obtient le consentement Date

(jif/mmm/aa)

Engagement du chercheur

Je certifie qu'on a expliqué au participant a la recherche les termes du présent formulaire
d’'information et de consentement, que I'on a répondu aux questions que le participant a la
recherche avait a cet égard et qu'on lui a clairement indiqué qu’il demeure libre de mettre un

terme a sa participation.

Je m’engage, avec I'équipe de recherche, a respecter ce qui a été convenu au formulaire
d’'information et de consentement et a en remettre une copie signée et datée au participant a

la recherche.

Nom (en lettres moulées) Signature du chercheur responsable Date

(jif/mmm/aa)

SIGNATURE D’'UN TEMOIN

OUlo NON o
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La signature d’'un témoin est requise pour les raisons suivantes :

]
Difficulté ou incapacité a lire — La personne (témoin impartial) qui appose sa
signature ci-dessous atteste qu’'on a lu le formulaire de consentement et qu'on a expliqué

précisément le projet au (a la) participant(e), qui semble I'avoir compris (se).

[] Incompréhension de la langue du formulaire de consentement — La personne qui
appose sa signature ci-dessous a fait fonction d’interpréte pour le ou la participant(e) au

cours du processus visant a obtenir le consentement

Nom (en lettres moulées) Signature du témoin Date
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