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INTRODUCTION 
 

Pendant longtemps, les travaux concernant l'immunologie de la transplantation se sont 

concentrés sur l'immunologie cellulaire. Le développement de molécules comme la 

ciclosporine dont l'action est centrée sur la réponse cellulaire a permis d'améliorer largement 

le pronostic à court terme des greffons rénaux. L'amélioration est moins évidente sur le 

pronostic à long terme (Figure 1).  

 

Figure 1 : Survie du greffon rénal selon la période de greffe de 1986 à 2013. Tiré du 
rapport annuel de l’Agence de la Biomédecine 2013. L’utilisation des inhibiteurs de la 
calcineurine a permis une amélioration de la survie du greffon à court terme par diminution de 
l’incidence du rejet aigu cellulaire. 

Grace au développement de marqueurs histologiques tels que les dépôts de C4d et aux progrès 

dans la détection des anticorps anti-HLA 1 (HLA : Human Leukocyte Antigen), la présence 

d’anticorps dirigés contre les antigènes (Ag) du donneur (DSA : donor specific antibody) et 

en particulier contre les Ag HLA du  apparaît maintenant comme la principale cause de perte 

de transplants rénaux 2. 

I. La réponse immunitaire humorale en transplantation rénale 

1. Rejet humoral 
Le rejet humoral (ABMR : antibody mediated rejection) est à considérer comme un 

continuum, une maladie progressive et chronique secondaire à la présence de DSA (Figure 
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2). Il regroupe le rejet humoral infraclinique, le rejet aigu humoral et le rejet chronique 

humoral.  

Le rejet humoral infraclinique et le rejet aigu humoral sont responsables de lésions 

inflammatoires de la microcirculation à type de capillarite glomérulaire et péritubulaire. La 

persistance de ces lésions liée à celle des DSA après plusieurs mois ou années entrainent des 

lésions chroniques associées au déclin de la fonction du greffon.  

Ces lésions chroniques sont irréversibles. Elles sont également très tardives par rapport au 

déclenchement des mécanismes physiopathologiques en cause. Les interventions 

thérapeutiques doivent pour être efficaces être mise en place bien en amont de l’observation 

de ces lésions.  

 
Figure 2 : Histoire naturelle de l’ABMR. Figure de Loupy et coll., 2012 3. La présence de 
DSA, préformés ou de novo, est responsable de lésions histologiques inflammatoires de la 
microcirculation. Ces lésions peuvent évoluer à bas bruit, ou être responsables d’épisodes de 
rejet humoral aigu pouvant émailler l’évolution du rejet humoral. La persistance de ces 
lésions de type capillarite glomérulaire et péritubulaire va entrainer des lésions chroniques 
traduites cliniquement par une détérioration de la fonction du greffon.  
 
En transplantation d’organe solide, le rejet chronique constitue une des étiologies majeures de 

la perte des greffons 4. Le rejet chronique à médiation humorale est maintenant une entité 

parfaitement définie avec des critères diagnostiques précis qui sont régulièrement réévalués 

dans la classification dite de Banff 5. Il est actuellement défini par l’association de trois 

critères (Tableau 1) : la présence d’anticorps dirigés contre un antigène du donneur appelés 

DSA, l’existence de témoins de l’interaction des anticorps avec l’endothélium vasculaire 

(présence de dépôts de C4d dans les capillaires péritubulaires ou augmentation de marqueurs 

moléculaires tels que l’expression des transcrits endothéliaux), et la présence de lésions 

histologiques particulières spécifiques : fibrose intra-intimale, duplication de la membrane 

basale glomérulaire, aspect multi-lamellé de la membrane des capillaires péritubulaires,  ou 

encore fibrose interstitielle et atrophie tubulaire.  



 

 18 

Tableau 1 : Classification de Banff 2017 révisée de l’ABMR des greffons rénaux 5. Le 
rejet chronique à médiation humorale est défini par l’association de trois critères 
diagnostiques précis régulièrement réévalués. 

 

Une immunisation « de novo » est impliquée dans les rejets aigus tardifs, dans le rejet 

chronique et dans la glomérulopathie de l’allogreffe. Everly et coll. ont étudié cette allo-

immunisation qui dans leur travail survient chez environ 25 % des transplantés rénaux. 

L’incidence est plus élevée la première année et est corrélée à un âge jeune, au sexe masculin, 

au nombre d’incompatibilités des antigènes HLA entre donneurs et receveurs, à la présence 

d’une immunisation avant greffe et à une mauvaise observance thérapeutique 6. Ces DSA de 

novo sont associés à la dégradation de la fonction du greffon, conséquence des lésions 

histologiques mises en évidence sur les biopsies de patients porteurs de ces anticorps 7,8. Les 

protocoles actuels de prise en charge clinique du rejet humoral utilisent de multiples 

approches pour diminuer le taux d’anticorps circulant : plasmaphérèse, immunoadsorption, 

déplétion lymphocytaire B par exemple via un anticorps monoclonal anti-CD20, et pour 

bloquer la fonction effectrice des anticorps en utilisant notamment des immunoglobulines 

intraveineuses ou des inhibiteurs du complément. Sur un plan fonctionnel les résultats restent 

décevants 9,10, probablement du fait d’une mise en place trop tardive des thérapeutiques par 

rapport aux lésions du greffon ; mais également sur un plan immunologique avec une 

persistance de la détection des anticorps dans le sérum.  

2. Ontogénie, différentiation et fonction des lymphocytes B 
La mémoire sérologique est générée d’une part par des anticorps préexistants constituant la 

mémoire humorale constitutive, sécrétés par des plasmocytes à durée de vie longue (LLPC : 

long-lived plasma cells) et d’autre part par la mémoire humorale réactive dans les cas de 

réinfection ou de persistance de l’antigène via l’activation des lymphocytes B mémoires 

spécifiques (mBC : memory B cells). Ces mBC, après réactivation par l’antigène et évolution 

phénotypique vers le profil d’une cellule sécrétrice, sont responsables de la production rapide 

et de forte amplitude d’anticorps de haute affinité. Ces lymphocytes B (LLPC et mBC) ont 
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après leur première activation commuté, c’est-à-dire qu’elles expriment et sécrètent des 

anticorps d’isotypes différents (notamment de type IgG)11 des lymphocytes B naïfs. Les 

différents stades de maturation des lymphocytes B sont identifiables par la caractérisation de 

certains de leurs marqueurs de surface (CD : cluster of differenciation), et notamment par 

l’association pour chaque stade de différents CD.  

Les lymphocytes B (CD19+) participant à la réponse humorale adaptative, résultent d’une 

première activation des lymphocytes B naïfs (CD19+CD27-IgD+) spécifiques de l’antigène. 

L’activation des cellules B nécessitent deux signaux différents, le premier signal correspond à 

la liaison de l’immunoglobuline de surface avec l’antigène cible, ce qui entraine une 

internalisation de ce complexe récepteur des cellules B (BCR : B cell receptor) / antigène, et 

la migration de la cellule B activée dans la zone B/T d’un organe lymphoïde secondaire. Dans 

l’organe lymphoïde secondaire, le lymphocyte B reçoit le deuxième signal d’activation via 

l’interaction CD40-CD40L transmise par le lymphocyte T auxiliaire folliculaire (TFH : T 

follicular helper) spécifique du même antigène, après que ce TFH ait été lui-même activé par 

le lymphocyte B jouant son rôle de cellule présentatrice d’antigène (CPA). Une partie de ces 

lymphocytes B activés se différencie en plasmablastes (CD19+CD38highIgD-) de courte durée de 

vie, qui vont générer précocement des anticorps de type IgM, de faible affinité, une autre 

fraction des lymphocytes B va se différencier en mBC indépendante du centre germinal et une 

dernière va migrer dans le centre germinal pour une coopération avec les lymphocytes T 

auxiliaires folliculaires et les cellules dendritiques. Cette dernière fraction va subir une 

sélection positive qui va conduire à une commutation de classe et à une hypermutation 

somatique pour finalement produire des anticorps de haute affinité. Deux processus de 

différenciation vont  avoir lieu dans le centre germinal, soit une différenciation en 

plasmocytes à longue durée de vie (LLPC), soit en mBC (CD19+CD27+IgD-CD38-) dépendant 

du centre germinal 12.  

Dans le centre germinatif, deux types de lymphocytes B mémoires sont générés : des 

lymphocytes B mémoires IgM+ et des lymphocytes B mémoires IgG+, qui auront chacun des 

fontions différentes lors de la ré-exposition à un antigène. Lors de la restimulation par un 

antigène connu, les cellules B mémoires IgG+ se différencient rapidement en plasmablastes 

qui vont générer une importante quantité d’anticorps spécifiques, alors que les cellules B 

mémoires IgM+ prolifèrent davantage et migrent vers le centre germinal pour un nouveau 

cycle de maturation 13,14 (Figure 3).  
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Figure 3 : Activation de la réponse humorale des lymphocytes B mémoires dans le 
contexte d’une transplantation rénale. Figure de Luque et coll., 2017 15. Après la première 
rencontre avec l’antigène, les lymphocytes B naïfs et les lymphocytes T vont migrer dans les 
organes lymphoïdes secondaires où les lymphocytes B vont recevoir leur 2ème signal activateur 
par les lymphocytes T folliculaires helper. Rapidement, des plasmocytes à courte durée de vie 
vont sécréter des IgM dans la circulation sanguine, pendant que d’autres lymphocytes B 
activés vont subir dans les centres germinaux des mutations somatiques et des commutations 
de classes. Puis des lymphocytes B mémoires dépendant du centre germinal et des 
plasmocytes à durée de vie longue passeront dans la circulation.  
 

3. Lymphocytes B mémoires en transplantation 
En situation clinique de transplantation allogénique, l’évaluation de la réponse humorale 

repose uniquement sur la détection d’anticorps circulants, ce qui est une vue superficielle de 

son ampleur dans la mesure où l’étude des lymphocytes B mémoires de nos patients n’est pas 

disponible en routine clinique. 

Chez un patient, un sérum dépisté négatif pour la recherche d’anticorps anti-donneur en pré-

transplantation ne permet pas d’éliminer complètement la possibilité que des DSA puissent 

être exprimés dans un contexte de stimulation des mBC de ce patient. Des études réalisées 

chez des patients transplantés rénaux ont mis en évidence l’intérêt d’évaluer les lymphocytes 

B mémoires alloréactifs pour mieux identifier le degré d’activation de la réponse immunitaire 

anti-donneur. Han et coll. ont mis en évidence la présence d’anticorps anti-HLA dans le 

surnageant de culture cellulaire de lymphocytes B stimulés de patients alors que ces anticorps 
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n’étaient pas identifiés dans le sérum des mêmes patients initialement 16. Lucia et coll. ont 

montré, dans un essai utilisant une technique ELISPOT détectant les lymphocytes B, que chez 

30% des patients hautement immunisés, on retrouvait des mBCs réactifs à certains antigènes 

HLA en l’absence d’anticorps anti-HLA correspondant dans la circulation sanguine 17.  

D’autres études démontrent le rôle potentiel de ces mBC comme témoin de l’immunité 

humorale des patients pour évaluer le risque de rejet. Purtha et coll., en utilisant une technique 

ELISPOT, ont rapporté après une infection virale chez la souris, que les anticorps produits par 

les LLPC étaient spécifiques d’un seul épitope viral alors que les mBC avaient la capacité de 

répondre contre le virus sauvage, et également contre certains variants 18. Ceci suggère que la 

stratification de l’immunisation des patients uniquement sur les DSA retrouvés dans les 

sérums sous-estime probablement l’alloréactivité à un éventuel donneur.  

Sur le plan thérapeutique, dans plusieurs situations cliniques, une action sur la réponse 

humorale allogénique est mise en place : prévention d’un rejet aigu humoral chez un patient 

porteur de DSA préformés, traitement d’un rejet humoral aigu ou chronique. Le taux 

d’anticorps circulants peut être diminué en utilisant des échanges plasmatiques ou des 

colonnes d’immunoadsorption, mais après arrêt de ces traitements on observe une ré-

augmentation du taux de DSA et donc un risque de survenue de lésions de rejet. Des 

traitements permettent d’inhiber l’activation du complément par les anticorps comme 

l’éculizumab, anticorps monoclonal dirigé contre le facteur C5 de la cascade du complément, 

mais d’autres lésions secondaires à la fixation des DSA indépendantes du complément ne sont 

pas prévenues.  

Il est donc nécessaire d’agir également sur la synthèse même de ces anticorps. Mais la 

neutralisation des cellules sécrétant des anticorps anti-HLA doit pour être totalement efficace 

éliminer les cellules sécrétrices, et donc agir sur les lymphocytes B mémoires susceptibles de 

se différencier en cellules productrices d’anticorps. Par exemple, le Rituximab, anticorps anti-

CD20, a montré une efficacité dans la déplétion lymphocytaire B périphérique, mais suite à 

son utilisation persiste une population résiduelle dans les organes lymphoïdes. De plus, cette 

molécule inhibe la prolifération de lymphocytes B naïfs CD27- mais montre moins d’efficacité 

sur celle des cellules B mémoires CD27+ 19.  

II. Anticiper les lésions du greffon par un dépistage plus précoce de la réponse 

humorale.  
Lors du déclenchement d’une réponse immunitaire humorale, le premier stade est 

classiquement la sécrétion d’immunoglobulines de type M (IgM). Il semble important 

d’obtenir plus de précision sur la cinétique d’apparition des IgM anti-HLA puis de celle des 



 

 22 

IgG, pour déterminer s’il existe au moins chez certains patients, une fenêtre de temps de durée 

significative pendant laquelle il existe une production de DSA IgM sans DSA IgG.  

Les patients DSA IgM+ et DSA IgG- n’ont théoriquement pas développé de plasmocytes à 

longue durée de vie, ni de lymphocytes B mémoires, et une thérapeutique dirigée contre les 

lymphocytes B pourrait être susceptible de stopper le processus d’immunisation. Un travail 

récent d’Everly et coll. en 2018 compare le taux de conversion d’IgM anti-HLA de novo en 

IgG anti-HLA de novo dans deux groupes de patients transplantés rénaux.  Un groupe est 

traité par ciclosporine, un inhibiteur de la calcineurine, et l’autre groupe est traité par 

belatacept, bloqueur de la costimulation B/T, interaction nécessaire pour la commutation de 

classe des immunoglobulines sécrétées par un lymphocyte B activé. Le taux de 

développement d’IgM anti-HLA de novo était similaire dans les deux groupes (11% dans le 

groupe belatacept et 17% dans le groupe ciclosporine), avec un délai moyen d’apparition de 

douze mois. Chez les patients développant des IgM anti-HLA de novo, le taux de conversion 

en IgG anti-HLA de novo était 2,8 fois plus élevé dans le groupe traité par ciclosporine que 

dans le groupe traité par belatacept. Ces résultats laissant supposer la possibilité d’intervenir 

lors d’un dépistage d’IgM anti-HLA, et donc peut-être d’anticiper des lésions causées par des 

IgG anti-HLA. 

De plus, il existe encore un débat en transplantation d’organe sur l’impact des DSA IgM sur 

le greffon. Dans le travail de Stasny et coll. en 2009, la présence d’IgM anti-HLA isolées 

apparaît associée à une augmentation de fréquence des lésions de rejet (62% des patients 

ayant présentés des signes histologiques de rejet vs. 14% des patients sans altération 

histologique avaient un DSA de type IgM). On retrouve des résultats similaires également 

dans un contexte de greffe cardiaque avec plus de lésions artéritiques coronaires chez les 

patients possédant des DSA IgM anti-HLA que ceux sans anticorps 20. Le caractère pathogène 

des IgM n’est pas retrouvé par Everly et coll. chez les patients possédant des DSA IgM anti-

HLA isolés. Cet article montre qu’à un an de transplantation, 53% des patients ont des IgM 

anti-HLA. Le délai médian d’apparition était de 2 mois, et environ la moitié d’entre eux 

développait une immunisation IgG. Dans cette étude, plusieurs évolutions sont décrites, une 

persistance des DSA IgM isolés, une coexistence de DSA IgM et de DSA IgG, ou un switch 

des DSA IgM vers des DSA IgG. La persistance d’IgM associée à l’apparition d’IgG3 est 

apparue comme un élément de mauvais pronostic 21. Indépendamment du caractère pathogène 

des IgM anti-HLA, la persistance de ceux-ci isolément ou associés à des IgG anti-HLA 

spécifiques du même antigène est peu en accord avec les connaissances sur l’ontogénie des 

lymphocytes B et la réponse immunitaire humorale. 
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OBJECTIFS 

 

Devant l’impact majeur des DSA IgG sur la survie des transplants rénaux et le manque actuel 

d’efficacité des traitements pour prévenir les lésions liées à ces anticorps, la prévention de 

l’apparition de ces DSA est une priorité dans la prise en charge des patients transplantés. Les 

DSA IgM pourraient-ils être considérés comme un marqueur précoce d’allo-immunisation 

permettant d’utiliser une thérapeutique ciblée avant le développement d’une immunisation 

IgG ?  

Dans cette optique, la première étape vise à mettre au point une technique de détection des 

anticorps anti-HLA de type IgM adaptée de la technique Luminex®. Cette démarche impose 

la mise au point d’un test de dépistage des IgM anti-HLA fiable, reproductible et utilisable en 

routine, sachant que les IgM sont classiquement difficile à dépister et à caractériser 

précisément du fait de leur manque de spécificité, du risque de réactions croisées, et de leur 

capacité de polymérisation.  

La deuxième étape, développée en parallèle, consiste à suivre le versant cellulaire de 

l’immunisation pour tenter d’en maitriser mieux la cinétique et d’établir une corrélation 

humorale et cellulaire. L’outil utilisé sera l’étude des immunoglobulines sécrétées par les 

plasmablates induits par une stimulation polyclonale des lymphocytes B mémoires circulants. 

Plus précisément, nous souhaiterions comparer les caractéristiques des immunoglobulines des 

surnageants à celles du sang circulant. 
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MATERIELS ET METHODES 

A- Mise au point d’un test de dépistage des IgM anti-HLA 

I. Sérums 

1. Contrôles positifs IgM anti-HLA 
Il s’agit pour une part de sérums (n=7) de patients insuffisants rénaux chroniques greffés ou 

inscrits sur liste d’attente de greffe et identifiés comme ayant des anticorps anti-HLA de type 

IgM lors d’une recherche d’anticorps en lymphocytotoxicité (LCT) contre le panel. Une autre 

partie des sérums (n=8) provenaient d’une cohorte de surveillance d’immunisation maternelle 

post-partum recueillie dans le cadre d’un projet de recherche antérieur 22, et deux autres 

sérums avaient été identifiés au laboratoire d’histocompatibilité de l’hôpital Saint-Louis (Don 

du Pr Jean-Luc Taupin).  

2. Témoin négatif 
Les sérums utilisés comme témoins négatifs étaient isolés à partir d’un kit de cytaphérèse de 

donneur de sexe masculin, n’ayant jamais été transfusé, de l’Établissement Français du Sang 

de Bourgogne Franche-Comté (EFS BFC, site de Besançon), inactivés par la chaleur (sérum 

chauffé à 63°C pendant 30 minutes). Les prélèvements ont été obtenus après signature par le 

donneur d’un consentement éclairé. 

3. Sérums positifs en IgG anti-HLA 

Les sérums utilisés pour les expériences sont des sérums de patients prélevés dans un contexte 

de surveillance d’immunisation post-transplantation rénale et testés en routine au laboratoire 

HLA de l’EFS BFC pour la recherche d’IgG anti-HLA. Il s’agissait de sérums connus comme 

positifs Luminex pour le dépistage et/ou l’identification d’IgG anti-HLA en Luminex®. 

II. Détection des DSA IgM par la technologie LUMINEX® 

1. Principe 
La technologie Luminex® de détection d’anticorps anti-HLA de type IgG utilise des 

antigènes HLA purifiés fixés sur des microsphères en polystyrène. Ces microsphères 

renferment un mélange précis connus de deux fluorochromes. Lorsque des anticorps anti-

HLA sont présents dans le sérum, ils se lient aux antigènes HLA spécifiques portés par les 

billes Luminex®. Après une phase de lavage, la phase de réaction avec un anticorps 

secondaire anti-IgG humaine couplé à la phycoérythrine permet de révéler les réactions 

positives. La lecture des résultats est réalisée par un cytomètre qui permet, à l’aide d’un 

premier laser de séparer les billes en fonction de leurs fluorescences propres, puis, à l’aide 
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d’un deuxième laser de déterminer une valeur de fluorescence liée à la présence d’anticorps 

anti-HLA reconnue par l’anticorps anti-Ig marqué. La réactivité d’un échantillon est 

déterminée à partir des données brutes de fluorescence enregistrées par l’appareil pour chaque 

bille recouverte d’antigène HLA 23 (Figure 4). 

Figure 4 : Principe de la technique Luminex®. Après une incubation de 30 minutes des 
billes recouvertes d’antigènes HLA connus avec le sérum du patient, un anticorps secondaire 
marqué dirigé contre les immunoglobulines humaines est ajouté. Après un second temps 
d’incubation, la lecture au Luminex® permet d’identifier les billes et de déterminer la valeur 
de fluorescence liée à la présence ou non d’anticorps anti-HLA à la surface de cette bille. 
 

2. Les différents kits Luminex® utilisés 

a) Le test mixte One Lambda LABScreenÒ 

Le test mixte est un test de dépistage qui détecte la présence d’anticorps dirigés contre les 

antigènes HLA de classe I et/ou de classe II. Chaque bille est recouverte par un ensemble 

défini d’antigènes HLA différents pour chaque panel de billes. Sont également présentes deux 

billes contrôles :  

• une bille contrôle négatif qui n’est pas recouverte d’antigène anti-HLA,  

• une bille contrôle positif recouverte d’IgG humaines purifiées,  

qui permettent d’évaluer le bruit de fond de chaque sérum testé et de valider le test. 

Nous avons utilisé le kit LABScreenÔ Mixed Class I & II de One Lambda (One Lambda, 

LSM 12, Canoga Park, États-Unis). 

b) Le kit Single Antigen One Lambda LABScreenÒ 

Le test Single Antigen est un test d’identification qui permet de mettre en évidence la 

spécificité des anticorps présents dans les sérums positifs après dépistage. Dans ce kit, chaque 

bille Single Antigen ne porte qu’un seul antigène HLA. Nous avons utilisé les kits 

LABScreenÔ Single Antigen bead Class I & II de One Lambda (One Lambda, LS1A04 et 

LS2A01). Ces kits contiennent également une bille contrôle positif et une bille contrôle 

négatif. 
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3. Modification de la technique Luminex® pour la détection des anticorps anti-

HLA de type IgM. 
Pour tester la détection d’IgM dirigés contre des antigènes HLA, nous avons utilisé le kit de 

dépistage LABScreenÔ Mixed Class I & II de One Lambda.  

a) L’anticorps anti-IgM conjugué 

L’anticorps anti-IgM utilisé pour la détection des anticorps anti-HLA de type IgM est un 
anticorps dirigé contre la chaîne lourde des immunoglobulines M humaines, conjugué à un 
fluorochrome : R-phycoerythrin (PE) (Southern Biotech 2020-09, Birmingham, États-Unis). 
Nous avons utilisé deux dilutions de l’anticorps anti-IgM humaine pour la mise au point de la 
technique Luminex (cf. Résultats partie I).  

b) Protocole utilisé 
 
 Dans une plaque de filtration 96 puits (Merck, Multisreen-BV, ref. MABVN1250, 

Darmstadt, Allemagne), 20 µL de chaque sérum pur ou dilué au demi ont été incubés en 

présence d’un volume de 3 µL de billes à température ambiante, en agitation douce pendant 

30 minutes. Chaque sérum a été testé en double pour la mise au point de la technique. Après 4 

lavages avec le LABScreenÔ Wash Buffer (One Lambda®), 100 µL de l’anticorps 

secondaire anti-IgM (Southern Biotech 2020-09) dilué à 1/100 ou 1/200 ont été ajoutés dans 

chaque puit, avant une deuxième incubation à température ambiante, en agitation douce 

pendant 30 minutes. Après 4 nouvelles étapes de lavages, les billes ont été remises en 

suspension dans 80 µL de PBS 1X avant lecture au Luminexâ. 

III. Détection des DSA IgG par la technologie LUMINEX® 
Le principe, et les différents réactifs utilisés, à l’exception de l’anticorps secondaire, étaient 

identiques à ceux décrits précédemment pour la détection des DSA IgM.  

1. Protocole utilisé 

Le protocole de détection des DSA IgG est à la seule différence de la concentration de 

l’anticorps secondaire le même que celui décrit précédemment. Pour la recherche de DSA 

IgG, réalisé en routine en laboratoire HLA, l’anticorps secondaire anti-IgG était dilué au 

centième.  

2. L’anticorps anti-IgG conjugué 
L’anticorps utilisé pour la détection des IgG anti-HLA était un anticorps dirigé contre la 

chaine lourde des immunoglobulines G humaines, couplé à un fluorochrome : R-

phycoerythrin (PE) (One Lambda® LS-AB2, Hanovre, Allemagne).  
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IV. Prétraitements des sérums comportant des IgG anti-HLA 

1. Endopeptidase 

Une enzyme (FabRICATORâ, 2000ui A0-FR1-020, GENOVIS, Lund, Suède) a été utilisée 

pour la digestion des IgG contenus dans certains sérums. Cette endopeptidase dégrade les IgG 

à un site spécifique juste au-dessous de la région charnière, ce qui résulte en la formation d’un 

fragment F(ab)’2 et d’un fragment constant. L’utilisation est optimale dans un tampon neutre 

contenant du sel type PBS, dont le pH est compris entre 6 et 8, à une température de 37°C, et 

pour une réaction de 30 minutes minimum. L’enzyme est efficace pour une concentration 

d’enzyme entre 0,5 et 10g/L, la quantité nécessaire pour la réaction est de 1 unité d’enzyme 

pour 1 µg d’IgG. Le sérum de patient testé était donc dilué dans du PBS, dans un ordre de 

grandeur permettant d’obtenir une quantité d’IgG dans les limites d’action de l’endopeptidase.  

2. Filtration 
Pour éliminer une éventuelle IgM anti-IgG, une solution retenue a été la filtration du sérum, 

afin d’éliminer l’agrégat éventuel formé par un anticorps IgG fixé par des IgM anti-IgG. Une 

fraction du sérum pouvait avant d’être testé être filtré par ultracentrifugation à 13 000 rpm 

(rotations par minutes) de 10 minutes à travers un filtre de 0,22 µm (Amicon® Ultra-15 

Centrifugal Filter Devices, UFC30GV25, MERCK, Darmstadt, Allemagne).   

3. Dilution 
La dilution des sérums entraine une diminution de la densité des anticorps présents par unité 

de volume. Cette diminution de densité peut diminuer le signal provoqué par la fixation d’un 

anticorps sur sa cible ou au contraire l’augmenter si la concentration initiale de l’anticorps 

entrainait un encombrement spatial qui ne permettait pas la fixation de tous les anticorps par 

un effet de compétition (effet prozone). Les sérums ont été dilués dans du PBS. Deux 

dilutions ont été testées : à une concentration de 1/10ème et de 1/5ème.  

4. EDTA 

L’acide éthylènediaminetétraacétique (EDTA), en chélatant le calcium, inhibe la formation du 

complexe C1. Il permet donc de lever un éventuel effet prozone causé par une saturation des 

sites antigéniques disponibles pour la fixation de l’anticorps secondaire du fait d’un 

encombrement spatiale par les molécules du complément.  

90 µL de sérum était mis en incubation avec 10 µL d’EDTA (EDTA sel disodique 0,1 mol/l 

(0,2N) en solution aqueuse, 28662.290, VWR CHEMICALS, Belgique). Après 10 minutes 

d’incubation à température ambiante sur une plaque rotative en agitation douce, le sérum était 

testé en dépistage Luminexâ selon le protocole décrit précédemment. 
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V. Analyse des résultats et interprétation 
L’acquisition des données a été effectuée automatiquement par l’analyseur de flux 

LABScanÔ 100 (Luminexâ 100/200) avec plate-forme Luminexâ XY, puis la lecture et 

l’analyse par le logiciel HLA FusionÔ. La réactivité d’un échantillon est déterminée à partir 

des données brutes de fluorescence enregistrées par l’appareil pour chaque bille recouverte 

d’antigènes HLA.  

Dans un contexte de recherche et pour identifier les conditions permettant une meilleure 

détection, nous avons considéré les billes comme positives c’est-à-dire comme ayant fixé des 

IgM anti-HLA, quand la MFI était supérieure à 500.   
 

B- Stimulation polyclonale de lymphocytes B 

I. Cellules mononuclées 

1. Mise au point de la culture   
Nous avons utilisé des cellules mononuclées (PBMC : Peripheral Blood Mononuclear Cell) 

issues de donneurs sains de l’EFS BFC pour la mise au point de la technique de culture 

cellulaire et la stimulation polyclonale des lymphocytes B. Les prélèvements ont été obtenus 

après signature par le donneur sain d’un consentement éclairé. Les cellules ont été isolées à 

partir du sang total sur gradient de Ficoll (Ficoll-Plaqueä  premium, référence : CMSMSL01-

0U, Courtaboeuf, France) puis récoltées et congelées afin de pouvoir mettre en culture 

simultanément des cellules venant de donneurs différents. 

2. Cellules mononuclées des patients transplantés  
Secondairement, la culture cellulaire et la stimulation polyclonale des lymphocytes B ont été 

réalisées sur des cellules mononuclées congelées issus des patients transplantés rénaux du 

CHU de Besançon inclus dans la cohorte multicentrique Orly-Est (sérums et cellules 

mononuclées prélevés à J0, 3 mois, 12 mois et 36 mois de la transplantation). Les patients 

sélectionnés étaient ceux ayant développés une immunisation IgG anti-HLA de novo contre 

leur donneur (DSA) mis en évidence lors d’un dépistage de routine ou lors d’un épisode de 

dégradation clinico-biologique de la fonction du greffon rénal ayant mené à la recherche de 

DSA. Nous n’avons retenu que les patients dont le délai entre la première détection des DSA 

de type IgG et la date de prélèvements des cellules mononuclées étaient assez bref pour 

détecter la sécrétion d’immunoglobuline anti-HLA (IgM et/ou IgG) après stimulation B 

polyclonale dans le surnageant de culture. In fine, nous avons retenu 7 patients dont les délais 

entre la date de première identification du DSA de type IgG et la date du prélèvement de 

cellules mononuclées sont présentés dans le tableau 2. 
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Les contrôles utilisent des PBMC isolées de patients également transplantés mais dont le suivi 

au long cours n’a jamais mis en évidence de DSA de novo. Ils sont identifiés témoin 1 (T1), 

témoin 2 (T2), témoin 3 (T3). Ces cellules sont utilisées comme contrôles de deux façons, 

elles ont été cultivées sans stimulation polyclonale, juste en présence d’interleukine (IL) 2 : 

témoins non stimulés (nsT1, nsT2, nsT3), et parallèlement ont été cultivées en présence des 

antigènes et interleukines de stimulation : témoins stimulés (sT1, sT2, sT3).  

Tableau 2 : Patients retenus pour le test de stimulation polyclonale des lymphocytes B 
circulants. Sept patients ayant développés des DSA IgG anti-HLA au cours de leur suivi 
post-transplantation rénale ont été retenus pour réaliser une culture des PBMC conservées 
dans le cadre du protocole Orly-Est. Ces patients ont été sélectionnés sur le délai court entre 
la date d’apparition des DSA et la date du prélèvement disponible.  
 

 

II. Culture cellulaire 

1. Conditions de culture 
Les cultures ont été réalisées dans des plaques 24 puits (Corning® CellBIND® 24-well, New 

York, États-Unis) à 37°C, dans une atmosphère humidifiée contenant 5% de CO2 pendant une 

durée maximale de 8 à 10 jours. Le protocole de culture est adapté de celui utilisé dans les 

études de stimulation lymphocytaire B de Snanoudj et coll. 24,25. Brièvement, chaque puit 

contenait à la mise en culture 5x106 de cellules mononuclées dans un millilitre de milieu dit 

RPMI complet contenant : RPMI (RPMI Medium 1640 (1X) + GlutaMAXä, Gibco, 

Waltham, États-Unis), 7% de sérum de veau fœtal (FBS : Fœtal Bovine Serum) (FBS 10270, 

Gibco, Waltham, États-Unis), 1% de pénicilline-streptomycine (PS) (CABPES01-0U Life 

Science Eurobio, Les Ulis, France). À ce milieu était ajouté :  

- 50 mmol/L de 2-mercaptoethanol (M-7522, lot 119H09142, Sigmaâ,  Saint-Louis, 

États-Unis),  

- 10 ng/mL de Poke Weed Mitogen (PMW) (Ref. 08780341, MP Biomedicals, Illkirch, 

France). Le PMW est un polysaccharide de type lectine purifiée venant d’une plante 
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(Phytolacca americana) ; stimulant la prolifération des lymphocytes B ainsi que la 

différentiation terminale en cellules productrices d’anticorps.  

- 100 ng/mL de protéine de surface A (SpA) (82526-1MG, Sigma-Aldrichâ, Saint-

Louis, États-Unis) d’une souche inactivée de Staphylococcus aureus Cowan (SAC) : utilisée 

dans les études de stimulation de lymphocytes B pour déclencher une réponse cellulaire B 

indépendante des lymphocytes T du fait de sa condition de « super-antigène » entrainant 

l’agglutination des immunoglobulines de surface. 

- 6 mg/mL de Cytosine Phosphate Guanine (CpG) (TLRL-2006, InVivoGen, San 

Diego, États-Unis) : : motif non méthylé appartenant à l’ADN bactérien, reconnu par le 

récepteur TLR9 (Toll-like Receptor 9) présent chez l’homme sur les cellules dendritiques 

ainsi que sur les lymphocytes B (naïfs et mémoires). Cet antigène inhibe l’apoptose, stimule 

la prolifération lymphocytaire, la sécrétion de cytokines et de molécules de costimulation, 

ainsi que l’évolution phénotypique des lymphocytes B mémoires en cellules sécrétrices 

d’anticorps avec une réponse de type Th1-like. 

- 100 UI/mL d’IL2 (Human IL-2, research grade, 130-097-742, Miltenyi Biotec, 

Bergisch Gladbach, Allemagne), nécessaire à la survie et à la prolifération des lymphocytes B 

et T activés. 

- 10 ng/mL d’IL4 (Human IL-4, research grade, 130-093-915, Miltenyi Biotec, Bergisch 

Gladbach, Allemagne), stimulant la prolifération des lymphocytes B activés. 

- 10 ng/mL d’IL6 (Human IL-6, research grade, 130-095-365, Miltenyi Biotec, Bergisch 

Gladbach, Allemagne), molécule co-adjuvante promouvant la production d’anticorps par la 

stimulation de production d’IL21 par les lymphocytes T CD4+. 

- et 10 ng/mL d’IL21(Human IL-21, research grade, 130-094-563, Miltenyi Biotec, 

Bergisch Gladbach, Allemagne), orientant la différenciation des lymphocytes B activés vers 

des cellules sécrétrices d’anticorps, et stimulant également la prolifération des lymphocytes B 

activés. 

Au jour 6 de la culture, 100 UI/ml d’IL2 (Miltenyi Biotec) ont été ajoutés dans chaque puit. 

2. Marquage des sous-populations lymphocytaires B en cytométrie 
Le phénotypage des sous-populations B avant et après la culture avec stimulation polyclonale 

a été évalué par une technique de cytométrie en flux (Figure 5) (données recueillies par BD 

LSRF-FORTESSAä X-20, et analysées par le logiciel BD FACS Diva) après marquage 

membranaire des cellules mononuclées. A l’arrêt de chaque culture, 3x106 de cellules étaient 

isolées si possible, dans les cas où le nombre de cellule était trop faible la totalité des cellules 

étaient utilisées. Un premier marquage de viabilité était effectué grâce à un marqueur de 

mortalité cellulaire FvD/APC-H7 (Fixable Viability Dye, Efluor 780, référence : 65-0865-14, 
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E Bioscience). Ce FvD était dilué au millième, puis 100 µL de cette solution diluée était 

ajouté aux 3 millions de cellules pour une incubation de 10min, à 4°C, dans l’obscurité. 

Ensuite, les cellules étaient marquées, par l’ajout de 3 µL de chacun des 5 anticorps conjugués 

répertoriés dans le tableau 3 avant une incubation de 15 minutes également à 4°C et dans 

l’obscurité. Le marquage était réalisé afin de phénotyper par association de différents 

marqueurs de surface et de leurs niveaux d’expression 26,27 : 

- Les lymphocytes B naïfs : CD19+ CD27- IgD+ 

- Les lymphocytes B mémoires : CD19+ CD27+ IgD- CD38- 

- Les plasmablastes : CD19+ CD38High IgD-. 
 

Tableau 3 : Anticorps conjugués utilisés pour le phénotypage et la quantification des 
populations lymphocytaires B suivies. L’association des signaux recueillis au cytomètre en 
flux de ces différents anticorps permet le suivi des différentes populations d’intérêt : les 
lymphocytes B naïfs (CD19+ CD27- IgD+), les lymphocytes B mémoires (CD19+ CD27+ IgD- 

CD38-) et les plasmablastes (CD19+ CD38HighIgD-). 
 
Cible Fluorochrome Référence Fournisseur 

CD19 R-phycoerythrin PE/anti-human CD19, 
2111040 

SONY, San Jose, Etats-
Unis  
 CD24 Alexa Fluorâ 647 AF647/anti-humanCD24, 

2155550 
SONY, San Jose, Etats-
Unis  
 CD27 Brilliant Blueä421 BV421/anti-human 

CD27, 2382090 
SONY, San Jose, Etats-
Unis  
 CD38 Peridinin Chlorophyll 

Cyanine 5,5 
PerCP-Cy5/anti-human 
CD38, 2383070 

SONY, San Jose, Etats-
Unis  
 IgD de surface Fluorescein 

isothiocyanate 
FITC/anti-human IgD, 
2341030 

SONY, San Jose, Etats-
Unis  
  

3. Mise au point 
La mise au point de la culture cellulaire et de la stimulation polyclonale des lymphocytes B a 

été réalisée sur des cellules mononuclées de donneurs sains. La première expérience de 

culture cellulaire et de stimulation polyclonale a été réalisée pour définir les temps de culture 

et de stimulation permettant la meilleure induction de plasmablates (CD19+ CD38High IgD-). Le 

jour de l’arrêt de la culture, les surnageants ont été prélevés. Après un traitement par 

centrifugation pour éliminer les éventuels débris cellulaires, les surnageants ont été conservés 

à -80°C pour la réalisation d’une recherche de DSA de type IgM et également de type IgG par 

technique LUMINEXâ (cf. partie Résultats paragraphe AII).  
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III. Analyses statistiques 
Les valeurs sont exprimées en pourcentage avec moyenne et écart type. Les différences entre 

les groupes ont été analysées 2 par 2 par un test non paramétrique (test de Mann-Whitney), 

avec un risque alpha de 5%. Une valeur de p < 0,05 était considérée comme significative. 

 

 
 
Figure 5 : Stratégies de fenêtrage utilisées pour les analyses de cytométrie en flux des 
différentes populations cellulaires étudiées. 
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RESULTATS 
A- Mise au point d’un test de dépistage des IgM anti-HLA 

I. Détermination des conditions optimales du test  
La première expérience a été réalisée pour déterminer les conditions les plus adaptées au 
dépistage d’IgM anti-HLA : deux dilutions de sérums (pur et dilué au demi) et deux dilutions 
d’anticorps secondaire conjugué (dilué au centième et dilué aux deux centièmes) ont été 
testées.  
Quatre associations de ces deux variables ont été expérimentées (Figure 6) :  

• condition A : Sérum dilué au demi et anticorps dilué aux deux centièmes,  

• condition B : sérum dilué au demi et anticorps dilué au centième,  

• condition C : sérum pur et anticorps dilué aux deux centièmes, et  

• condition D : sérum pur et anticorps dilué au centième.  
L’expérience a été conduite sur dix sérums. Pour la validation, les tests ont été réalisés en 
double et la valeur retenue est la moyenne des deux valeurs mesurées pour chacune des 19 
billes (les billes contrôles positives et contrôles négatives n’ont pas été prises en compte).  

 
Figure 6 :  Exemple de MFI recueillies par le Luminexâ pour un des sérums testés lors 
de la première expérience (Patient 12) selon les 4 conditions (A, B, C, D). Ces quatre 
graphiques illustrent les MFI obtenues pour chacune des billes du kit de dépistage lors du test 
d’un sérum de patient selon les quatre conditions expérimentales évaluées. La moyenne des 
MFI entre le puit test et son double de chacune des 19 billes est représentée par une barre 
d’histogramme. Les billes considérées « positives » sont celles dont la moyenne des MFI 
entre le puit test et son double est supérieur à 500. 
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1. Détermination de la condition la plus sensible 
Pour chaque bille positive (MFI > 500), nous avons calculé la différence des moyennes des 

MFI entre chaque condition. La condition considérée comme la plus sensible est celle pour 

laquelle la moyenne de ces différences avec les autres conditions était la plus élevée (Tableau 

4). Nous avons ainsi pu classer les conditions testées de la plus sensible à la moins sensible. 

Ainsi, la plus sensible était la condition qui associait un sérum pur à un anticorps conjugué 

dilué au centième (condition D) suivie de la condition C (sérum pur et anticorps conjugué 

dilué aux deux centième). Venaient ensuite dans l’ordre les conditions B puis A. 

Tableau 4 : Évaluation de la sensibilité des différentes conditions par calcul de la 
moyenne des différences entre les MFI mesurées pour chaque bille positive (MFI 
supérieure à 500). La condition D est supérieure en sensibilité aux autres techniques avec 
une moyenne de différence calculée à 353,1 par rapport à la condition C, à 531,3 avec la 
condition B et à 1108,1 avec la condition A. 

 
 

2. Détermination de la condition avec la meilleure reproductibilité intra-

expérience des mesures 
Le deuxième critère retenu pour le choix de la condition était la reproductibilité des mesures 

entre deux puits (test/double) pour une même expérience. Le coefficient de variation, calculé 

par le rapport de l’écart-type à la moyenne, est un marqueur de dispersion. Pour chaque bille 

testée, négative et positive, pour un sérum donné, le coefficient de variation de la MFI a été 

calculé pour chacun des couples test/double dans une condition donnée. Puis la moyenne des 

coefficients de variation des dix sérums testés a été calculée pour chacune des conditions A, 

B, C et D. Les deux conditions pour lesquelles les coefficients de variation sont les plus 

faibles sont les conditions B et C (Tableau 5). 

Tableau 5 : Évaluation de la reproductibilité intra-expérience des différentes conditions 
par calcul du coefficient de variation. Par condition, pour chaque binôme test/dupliqua pour 
chaque bille des dix patients testés, le coefficient de variation a été calculé. Puis les moyennes 
de ces coefficients de variation pour chaque condition ont été calculées.  La condition B est la 
plus reproductible avec une moyenne du coefficient de variation calculée à 7,8%.  

 
3. Choix de la condition retenue 

En tenant compte de la sensibilité et de la reproductibilité de chaque condition nous avons 

retenu la condition C (sérum pur et anticorps aux deux centièmes).  
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Pour s’assurer de la reproductibilité inter-expérience de la condition retenue, trois des sérums 

testés positifs en IgM anti-HLA (sérum avec au moins une bille positive (MFI > 500)) dans la 

première expérience de mise au point ont été de nouveau testés avec la condition C. La 

moyenne et l’écart-type de chaque couple de puits test/double ont été calculés pour chaque 

bille de chacune des deux expériences et les moyennes de ces deux critères ont permis de 

calculer un coefficient de variation moyen inter-expérience de 6,2%. Si l’on calcule ce 

coefficient de variation moyen en utilisant l’écart-type entre les 4 valeurs de MFI mesurées 

pour chaque bille (2 valeurs par expérience), le coefficient de variation moyen inter-

expérience est de 14,6%.  

II. Validation du test  

Cette expérience nous a permis de confirmer avec notre technique Luminexâ la présence 

d’IgM anti-HLA sur 15 sérums connus comme positifs en lymphocytotoxicité (LCT) pour la 

recherche d’IgM anti-HLA ou identifiés positifs par d’autres laboratoires. 

Parmi les 15 sérums testés, connus comme étant IgM anti-HLA positifs en LCT, tous ont été 

dépistés positifs avec la méthode Luminex® que nous avons mise au point. Cependant, 

l’étude Luminexâ a mesuré un nombre variable de billes positives selon les sérums testés 

(Tableau 6), avec schématiquement deux types de profils de positivité. Certains patients 

présentaient des IgM anti-HLA de spécificité étroite et ne positivaient que quelques billes du 

kit de dépistage (de 1 à 6, n=9/15), alors que d’autres sérums présentaient une positivité large, 

avec de nombreuses billes positives (de 7 à 21, n=6/15) (Figure 7). Cette positivité à large 

spectre reste difficile à interpréter car elle fait suspecter, soit une immunisation IgM anti-HLA 

à large spectre, soit une IgM anti-HLA reconnaissant un épitope porté par plusieurs billes.   

 

Tableau 6 : Nombre de billes retrouvées positives dans les 15 sérums connus positifs 
IgM anti-HLA en LCT testés en dépistage Luminexâ. On retrouve schématiquement deux 
types de profil de positivité avec des sérums pour lesquels peu de billes sont positives, et 
d’autres avec une large réactivité dont l’interprétation reste difficile.   
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Figure 7 : Deux profils de positivité du dépistage d’IgM anti-HLA. Le test des différents 
sérums connus positifs IgM en LCT nous ont permis de mettre en évidence deux types de 
profil de positivité des IgM anti-HLA dépistées au Luminexâ, soit un profil restreint avec 
peu de billes positives (P17 et P21), soit des profils larges avec de nombreuses billes positives 
dont l’interprétation reste difficile (P10 et P14). 

III. Identification des anticorps IgM anti-HLA détectés en Luminexâ Single 

Antigen 
A titre exploratoire, nous avons appliqué les conditions expérimentales déterminées par notre 

technique de dépistage IgM Luminexâ (sérum pur et anticorps dilué aux deux centièmes) à la 

technique Luminexâ Single Antigen d’identification de la ou des spécificités anti-HLA des 

IgM présents dans un sérum (une seule spécificité antigénique HLA portée par chaque bille). 

Nous avons ainsi testé trois sérums dépistés positifs pour la présence d’IgM anti-HLA. 

Pour deux (P10 et P11) des trois sérums testés, le test d’identification a permis de retrouver 

les mêmes spécificités identifiées par la technique LCT IgM sur panel (négativation après 

DTT) (données non montrées). Pour le troisième sérum (P12), le test de dépistage Luminexâ 

IgM a été retrouvé positif, avec une fixation de l’anticorps anti-IgM sur les billes porteuses 

des antigènes déterminés en LCT. Mais lors de l’expérience d’identification en Luminexâ 
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Single Antigen, on ne retrouvait pas de corrélation avec les antigènes portés par les billes 

positives et les antigènes identifiés antérieurement en LCT.   

IV. Positivité de la bille contrôle positif du kit de dépistage 

1. Premières observations 
La bille n°2 (bille contrôle positif de la fonctionnalité de l’anticorps secondaire anti-IgG dans 

le test standard pour la détection d’anticorps anti-HLA de type IgG) a été retrouvée positive 

(MFI supérieure à 500) 10 fois sur 15, avec une MFI variant de 500 à plus de 10 000. Cette 

bille ne devrait pas être marquée par l’anticorps secondaire anti-IgM et ne devrait pas se 

positiver lors du test de dépistage d’IgM anti-HLA. Pour mieux comprendre ce phénomène, 

nous avons incubé un des sérums positifs pour la bille n°2 avec du dithiothréitol (DTT), 

dégradant les ponts disulfures des IgM, avant de réaliser de nouveau le test (Figure 8). Le 

DTT a négativé le dépistage IgM Luminexâ sur toutes les billes positives y compris la bille 

n°2, nous permettant de considérer que la positivité de la bille 2 est due à la présence d’IgM 

anti-IgG (type facteur rhumatoïde) et non pas à un manque de spécificité de notre anticorps 

secondaire.  

 
Figure 8 : Inactivation de la positivité des billes par traitement du sérum au DTT. Pour 
exemple, le sérum du patient P3 a été testé lors de la même expérience de dépistage 
Luminexâ avant et après traitement par DTT. Le sérum traité ne présente plus aucune bille 
positive, le signal positif de la bille n°2 est bien dû à la présence d’une IgM probablement non 
spécifique qui reconnaît les IgG fixées sur cette bille.  
 

2. Mettre en évidence la présence d’une IgM anti-IgG 
La positivité de la bille n°2 pour certains des sérums est donc expliquée par la présence d’une 

IgM se fixant sur cette bille recouverte d’IgG humaines et secondairement reconnue par 

l’anticorps conjugué.  

Un des sérums de patient testé en dépistage IgM Luminexâ a été retrouvé positif uniquement 

pour la bille n°2, sans anticorps IgM anti-HLA. L’étude du dossier de ce patient a permis de 
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mettre en évidence un résultat positif pour la recherche de facteur rhumatoïde (FR). Pour la 

suite, ce sérum est identifié : Sérum FR+. 

a) Première expérience  

Pour essayer de mettre en évidence cette IgM anti-IgG, et les possibles difficultés 

d’interprétation associées, nous avons mélangé le sérum de ce patient FR+, avec un sérum 

IgG+. Pour un mélange dans les mêmes proportions (50%) de chacun des deux sérums, le test 

dépistage IgM Luminexâ n’a pas mis en évidence de bille positive autre que la bille n °2 

(Figure 9). L’hypothèse retenue est que la dilution au demi du sérum IgG+ lors de son 

mélange à concentration égale avec le sérum FR + entraine une diminution de la densité 

d’IgG recouvrant les billes HLA ce qui ne permet pas une fixation d’IgM anti-IgG suffisante 

pour être détectée.  

 
Figure 9 : Dépistage IgM Luminexâ d’un mélange de 50% de sérum Bille n°2 + et d’un 
sérum IgG+. Le contrôle composé de 50% du sérum IgG+ et d’un contrôle négatif est négatif 
sur toutes les billes du kit de dépistage en Luminexâ. Le mélange composé de 50% de sérum 
bille n°2 + et de sérum IgG+ positive la bille n°2 uniquement.   
 

b) Test d’autres concentrations en sérum FR+ 

Pour tester l’hypothèse d’une densité d’IgG anti-HLA insuffisante sur les billes pour 

permettre une fixation de l’IgM anti-IgG détectable, d’autres proportions de mélange ont été 

testées. Différents sérums connus IgG anti-HLA positifs ont été testés. Ces sérums de patients 

transplantés rénaux avaient été identifiés comme contenant des IgG anti-HLA lors de 

dépistages systématiques réalisés par le laboratoire HLA. Nous avons sélectionné les sérums 

de 5 patients positifs en dépistage IgG Luminexâ en classe I. Ces sérums sont identifiés : 

Sérum IgG+ A, Sérum IgG+ B, Sérum IgG+ C, Sérum IgG+ D et Sérum IgG+ E.  
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Ces sérums IgG+ connus ont été mélangés avec le sérum FR+ selon deux concentrations 

différentes :  

- Soit 8/10ème de sérum IgG+ et 2/10ème de sérum FR+ 

- Soit 6/10ème de sérum IgG+ et 4/10ème de sérum FR+. 

Les résultats sont présentés dans le tableau 7 et la figure 10.  

En dépistage Luminexâ IgM, le sérum IgG+ C est retrouvé positif pour la bille n°2 avec une 

MFI à 682,2 avant même son mélange avec le sérum FR+. Ce sérum n’a donc pas été pris en 

compte pour l’interprétation de la suite de cette expérience.  

On remarque d’abord que l’ajout de sérum FR+ est associé à une augmentation de la MFI de 

la bille n°2, dès le mélange composé de 2/10ème de sérum FR+. Et cette augmentation est 

associée à la quantité de sérum FR+ puisque la MFI de cette bille est encore plus importante 

avec le mélange composé de 4/10ème de sérum FR+.   

Pour le sérum IgG+ D, le dépistage IgG Luminexâ identifie la bille n°3 comme seule 

positive, avec une MFI à 1895,9. Le dépistage IgM Luminexâ du mélange du sérum IgG+ D 

et FR+, la bille n°3 est retrouvée également positive, avec une MFI > 500 pour les deux 

mélanges. Pour ce sérum IgG+ D, le mélange au sérum FR+ semble permettre la détection en 

dépistage IgM Luminexâ de l’anticorps anti-HLA de type IgG responsable de la positivité de 

la bille n°3 en dépistage IgG. 

L’analyse des sérums IgG+ A, IgG+ B et IgG+ E est plus difficile. Pour le sérum IgG+ A, les 

cinq billes retrouvées les plus positives en dépistage IgG sont les mêmes que celles retrouvées 

comme ayant les MFI les plus élevées pour le dépistage IgM du mélange IgG+ A à 8/10ème et 

FR à 2/10ème. Pour l’autre dilution, le résultat est moins probant ; pour le dépistage IgM du 

mélange IgG+ A à 6/10ème et FR à 4/10ème, seulement trois des billes sont retrouvées parmi les 

cinq les plus positives du dépistage IgG du sérum initial pur.  Pour le sérum IgG+ E, il n’y a 

qu’une concordance entre les billes les plus positives en dépistage IgG et les billes les plus 

positives en dépistage IgM après mélange avec le sérum FR+.  

Lors des dépistages IgM Luminexâ des mélanges des quatre sérums IgG+ (IgG+ A, IgG+ B, 

IgG+ C, IgG+ D) avec le sérum FR, les billes n°4, n°13 et n°17 ont été retrouvées 

systématiquement parmi les cinq billes possédant les MFI les plus hautes. Alors que ces trois 

billes n’étaient pas systématiquement parmi les cinq billes les plus positives lors des 

dépistages IgG des sérums avant mélange au sérum FR. 
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Tableau 7 : Mélange de sérums connus IgG anti-HLA + avec deux concentrations d’un 
sérum FR+.  Les données grisées sont les données non accessibles ou non utilisées dans 
l’interprétation. Le sérum IgG+ A n’a pas été testé en dépistage IgM Luminexâ avant 
mélange avec le sérum FR+, mais devant la MFI de la bille n°2 du mélange inférieur à 500, ce 
sérum est supposé bille n°2 négative. Le sérum IgG+ C ayant une MFI de la bille n°2 
spontanément positif à 682,2, il n’a pas été pris en compte dans l’interprétation de 
l’expérience. Sont surlignées en vert les billes dont les MFI font parties des 5 les plus élevées 
en dépistage IgG Luminexâ et qui sont retrouvées également parmi les 5 MFI les plus 
élevées en dépistage IgM Luminexâ dans les mélanges sérums IgG+ et sérum FR+. 
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Figure 10 : Mélange de sérums IgG anti-HLA positifs avec deux concentrations d’un 
sérum FR+.  5 sérums positifs en IgG anti-HLA ont été mélangés avec un sérum facteur 
rhumatoïde + (FR+), selon deux proportions différentes : 6/10ème de sérum IgG+ et 4/10ème de 
sérum FR+, et 8/10ème de sérum IgG+ et 2/10ème de sérum FR+. Ces mélanges étaient ensuite 
testés en dépistage IgM Luminexâ. L’ajout de sérum FR+ est associé à une augmentation de 
la MFI de la bille n°2, dès le mélange composé de 2/10ème de sérum FR+. Pour le sérum IgG+ 
D, le dépistage IgG Luminexâ identifie la bille n°3 comme seule positive, avec une MFI à 
1895,9. Le dépistage IgM Luminexâ du mélange du sérum IgG+ D et FR+, la bille n°3 est 
retrouvée également positive, avec une MFI > 500 pour les deux mélanges. 
 

3. Éliminer un facteur confondant dont le témoin est la positivité de la bille n°2   
Pour se débarrasser de doutes dans l’interprétation de dépistage d’IgM anti-HLA 

éventuellement faussée par la présence d’une IgM anti-IgG, nous avons testé plusieurs 

méthodes expérimentales afin d’éliminer soit l’IgM anti-IgG dans le sérum ou directement les 

IgG grâce à un prétraitement. Les méthodes retenues sont : l’utilisation d’une endopeptidase 

dégradant spécifiquement les IgG, l’utilisation d’un prétraitement par filtre, et la dilution des 

sérums. L’efficacité de ces méthodes a été évaluée principalement par leurs capacités à 

diminuer la MFI de la bille n°2, témoin de la présence d’une éventuelle IgM anti-IgG, sans 

trop altérer les signaux des autres billes du kit de dépistage. 

a) Validation de l’activité de l’endopeptidase 

La première méthode testée a consisté en l’utilisation d’une endopeptidase permettant la 

digestion des IgG spécifiquement au-dessous de la région charnière, résultant en la formation 

d’un fragment F(ab’)2 et d’un fragment constant. Cette enzyme agit spécifiquement sur les 

IgG sans action sur les IgM ou autres immunoglobulines.  
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Un sérum identifié antérieurement positif en anticorps IgG anti-HLA de classe I et pour lequel 

le dosage pondéral des IgG circulantes était disponible a été utilisé. La première étape a 

consisté en une dilution au demi du sérum dans du PBS, tampon salé nécessaire à l’action de 

l’enzyme, et afin de diminuer la concentration du sérum en IgG, initialement à 12,4g/L pour 

atteindre les limites autorisées pour l’utilisation de l’enzyme (0,5 à 10 mg/mL). Pour mettre 

en évidence l’action de l’enzyme indépendamment de l’action de la dilution sur les 

modifications de MFI, le même sérum a été dilué dans les mêmes proportions de PBS sans 

ajout de l’endopeptidase pour contrôle négatif (Figure 11).  

En dépistage Luminexâ IgG, on observe après incubation du sérum avec l’endopeptidase une 

négativation de toutes les billes du kit avec des MFI inférieures à 100. Le test du contrôle 

retrouve une diminution des MFI des billes lors de la dilution du sérum au demi dans du PBS. 

Cette diminution du signal s’explique par une diminution de la densité d’anticorps d’IgG anti-

HLA, et donc une diminution de la fixation de l’anticorps secondaire. 

 

Figure 11 : Traitement d’un sérum IgG anti-HLA positif par une endopeptidase IgG 
spécifique. Le dépistage Luminexâ IgG du sérum traité par l’endopeptidase ne retrouve que 
des MFI faibles < 100. Le test du sérum dilué non traité par l’enzyme retrouve une diminution 
modérée de la MFI des billes expliquée par la diminution de la densité des anticorps IgG sur 
les billes. Cette expérience permet de valider l’efficacité de l’endopeptidase dans 
l’élimination des IgG anti-HLA. La positivité de la bille n°2 est due à la fixation de 
l’anticorps secondaire anti-IgG sur la bille contrôle positif recouverte d’IgG humaines.  
 

b) Comparaison des différentes méthodes 

 Rationnel de l’interprétation 

Ces différentes méthodes ont été testées sur des sérums positifs en dépistage Luminexâ 

IgM pour la bille n°2 mais aussi pour au moins une autre bille du kit. Le but était d’évaluer 

laquelle de ces méthodes permettait une diminution du signal de la bille n°2, témoin de la 

présence d’un facteur confondant dans l’interprétation de la positivité du dépistage. 

Cependant, la MFI de la bille n°2 ne peut être considérée pour évaluer l’efficacité de 

l’endopeptidase. En effet, l’endopeptidase ne dégrade que les IgG, et donc ne modifie pas la 

fixation de l’anticorps secondaire anti-IgM sur une éventuelle IgM anti-IgG fixée sur la bille 
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contrôle recouverte d’IgG humaines. L’efficacité de l’endopeptidase serait identifiée par la 

négativation d’une bille différente de la bille contrôle après traitement du sérum par l’enzyme 

(Figure 12). 

 
Figure 12 : Illustration de l’utilisation de l’endopeptidase et de l’interprétation de la 
MFI de la bille n°2. La fixation d’une IgG anti-HLA sur une bille du kit de dépistage, peut 
être en théorie révélée par un anticorps secondaire anti-IgM si une IgM anti-IgG a reconnu le 
premier anticorps. La dégradation des IgG anti-HLA par l’endopeptidase n’entraine pas de 
modification de fixation d’une IgM anti-IgG sur la bille n°2, contrôle positif du kit de 
dépistage.  

 Élimination de l’hypothèse d’un effet prozone 

Le prétraitement par EDTA retrouve des MFI proches des MFI du sérum non traité, hormis 

pour la bille n°2 dont le signal est augmenté. La suspicion d’effet prozone n’est pas confirmée 

par les résultats obtenus pour les sérums dilués pour lesquels le signal de la bille n°2 diminue 

avec la dilution du sérum (Figure 13).  
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Figure 13 : Comparaison des conséquences sur les MFI de différentes méthodes de 
prétraitement d’un sérum testé en dépistage IgM Luminexâ. Le prétraitement par EDTA 
du sérum entraîne une augmentation du signal de la bille n°2, on peut donc initialement 
suspecter un effet prozone. Cependant, les résultats de la MFI de la bille n°2 pour les dilutions 
à 1/5ème et à 1/10ème ne concordent pas avec un encombrement spatial puisque montrent une 
diminution de ce signal.  
 

 Comparaison de l’efficacité des méthodes retenues 

Quatre sérums (P7, P10, P15, P20), connus positifs pour la bille n°2 et pour d’autres billes du 

kit de dépistage, ont été testés non traités, après traitement par endopeptidase, après traitement 

par filtration (Figure 14). Pour 2 de ces sérums (P7, P20), les dilutions au demi, à 1/5ème et à 

1/10ème ont été également testées. La dilution au demi était réalisée afin d’éliminer un effet 

simple de la dilution pour le test enzymatique (nécessitant la présence d’un tampon salé pour 

l’action de l’endopeptidase).  

Chaque test était réalisé en double, les moyennes des 2 MFI obtenues pour chacune des billes 

étaient ensuite utilisées. Pour évaluer l’impact de chaque méthode, le rapport MFI 

initiale/MFI après traitement était calculé pour chaque bille, et la moyenne de ces rapports 

était calculée selon plusieurs modalités (Tableau 8). 

Pour cette expérience, devant une limitation de la quantité disponible d’endopeptidase, la 

quantité utilisée n’a pas été adaptée parfaitement à la concentration en IgG de chacun des 

sérums. Pour rappel, l’utilisation optimale de l’enzyme est décrite pour une quantité d’une 

1 2 3 4 5 7 9 12 13 14 16 17 19 23 25
0

2000

4000

6000

8000

Bille

M
FI

Anticorps secondaire anti-IgM
Bille 2+, spectre de positivité large

Sérum non traité

Sérum filtré

Sérum dilué 1/5ème

Sérum dilué 1/10ème

Sérum traité par EDTA



 

 45 

unité d’endopeptidase pour un microgramme d’IgG. Une dose standard, équivalent à une 

quantité d’IgG maximale de 10g/L dans le sérum a été utilisée.  

 
Tableau 8 : Moyenne selon plusieurs modalités des rapports MFI initiales / MFI post 
traitements de sérums positifs en dépistage Luminexâ IgM. Chaque test de méthode pour 
chaque sérum était réalisé en double. La moyenne des MFI pour chacune des billes étaient 
calculées, puis rapportée à la MFI moyenne pour cette bille lors du test du sérum non traité. 
La moyenne de ces rapports a été calculé selon différentes modalités : de la bille n°1 à 25, 
bille n°2 uniquement, billes positives avant traitement, billes n°3 à 25 (donc sans les deux 
billes contrôles du kit). 
 
L’activité de l’endopeptidase est probablement sous-estimée par l’utilisation d’une dose non 

adaptée pour chaque sérum. L’utilisation de ce prétraitement ne modifie pas les signaux des 

billes, que ce soit pour les billes positives avant traitement ou pour l’ensemble des billes du 

kit, il n’y a donc pas de risque de perte d’information à type de perte de signaux positifs.  

Les dilutions, au cinquième, au dixième, dans du PBS, permettent une forte diminution du 

signal de la bille n°2, jusqu’à une diminution d’un rapport 11 pour un des sérums dilués (P7) 

au dixième. Mais cela s’accompagne d’une diminution des signaux des autres billes avec un 

risque de perte de signaux positifs. Nous notons que les moyennes de ces rapports ne sont 

réalisées que sur deux sérums et que le patient P7 montre une importante variation de la MFI 

de la bille n°2 avec les dilutions. 

La filtration entraine une diminution des signaux de l’ensemble des billes (bille n°2, billes 

positives, ensemble des billes) dans le même ordre de grandeur. Cette méthode paraît donc 

peu efficace pour éliminer un quelconque facteur confondant à type d’IgM anti-IgG. De plus, 
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devant une diminution des MFI d’environ 50%, cette méthode entraine un risque de perte de 

signaux positifs. 

 
Figure 14 : Exemple : Test du Sérum P20 en dépistage Luminexâ IgM : sérum non 
traité, sérum après traitement par endopeptidase, sérum après traitement par filtration 
et sérum à différentes dilutions (1/2, 1/5ème, 1/10ème).  
 

B- Stimulation polyclonale de lymphocytes B 
Pour tenter de mieux comprendre la cinétique d’immunisation et d’établir une corrélation 

humorale et cellulaire, une expérience de stimulation polyclonale de lymphocytes B en 

culture a été mise au point. La stimulation des lymphocytes B mémoires permet 

l’induction de plasmablates, et ainsi de comparer les immunoglobulines sécrétées par les 

lymphocytes B stimulés aux immunoglobulines retrouvées à l’état basal chez les patients. 

I. Mise au point de stimulation polyclonale de lymphocytes B en culture 
La mise au point de l’expérience de stimulation polyclonale de lymphocytes B en culture a été 

réalisée sur les PBMC de donneurs sains, cinq ont reçu une stimulation complète (P1, P2, P3, 

P4 et P5), quatre ont servi de témoin négatifs (TN1, TN2, TN3 et TN4). Cette mise au point a 

été réalisée lors de deux expériences dont les résultats ont été regroupés pour l’analyse. A J0, 

J8 et J10, un marquage des sous-populations B en cytométrie en flux a permis de déterminer 

la proportion des différentes populations étudiées. Lors de la première expérience, ce 

marquage était également réalisé à J3 et J6. Les plasmablastes (CD19+CD38HighIgD-) 

représentaient à J0 un faible pourcentage des lymphocytes B totaux circulants : 0,8±0,5%, les 

lymphocytes B naïfs (CD19+CD27-IgD+) : 55,7±10,9% et les lymphocytes B 

mémoires (CD19+CD27+IgD-CD38-) : 13,4±3,8%.  

L’évolution du pourcentage des plasmablastes parmi les cellules CD19+ selon les conditions 

de culture est illustrée dans la Figure 15. Nous avons observé une augmentation du 

pourcentage de plasmablates dès J6 après stimulation polyclonale des lymphocytes B (P1 et 

P2), avec un pic à 37,6% et 32,8% à J10 pour P1 et P5, et à J8 pour P2, P3 et P4 avec 

respectivement 16,3%, 24,8% et 13,5%. Dans les cultures contrôles, les proportions de 
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lymphocytes B naïfs sont restés stables, à 57±7%, 50,6±26,8% et 48,9±25,3 respectivement à 

J0, J8 et J10. Il en est de même pour les lymphocytes B mémoires, stables à 11,1±8,1%, 

11,3±9,2%, 14,8±1,2% à J0, J8 et J10 ainsi que pour le pourcentage de plasmablastes parmi la 

population B totale inférieur à 5% à tous les temps de culture étudiés (J3, J6, J8, J10). 

 
Figure 15 : Suivi du pourcentage de plasmablastes (CD19+CD38HighIgD-) dans la 
population totale de lymphocytes B (CD19+). On observe une augmentation du pourcentage 
de plasmablates dés J6 après stimulation polyclonale des lymphocytes B (P1, P2) alors que les 
témoins non stimulés (TN1 à TN4) conservent un pourcentage de la population B totale de 
plasmablastes inférieur à 5% à tous les temps de culture étudiés (J3, J6, J8, J10).  
 
La proportion de cellules vivantes, dont le marquage était réalisé grâce au FVD, était chez les 

donneurs stimulés de 45,2±9,6%, 39,5±7,4% et 37,5±10% respectivement à J0, J8 et J10, vs 

46,6±8,5%, 49,9±12,8% et 45,2±9,8% chez les témoins négatifs pour les mêmes temps de 

culture. Les différences aux trois temps de culture entre ces deux groupes n’étaient pas 

significatives (p>0,999 à J0, p=0,2857 à J8 et J10). 

1. Analyse des résultats de phénotypage cellulaire 
Parmi la population CD19+ totale, après 8 jours de stimulation polyclonale, le pourcentage de 

plasmablates augmentait significativement comparé à celui des témoins (+23,8±7,3% vs 

+1,2±2% ; p=0,0159) (Figure 16A). La même différence a été observée après 10 jours de 

stimulation entre les donneurs stimulés et témoins (+22,8±7,2% vs +0,6±1,7%, p=0,0159) 

(données non montrées). Pour les lymphocytes B naïfs, les variations de pourcentage n’étaient 

pas statistiquement significatives, ni à J8 (-33,1±15% vs -6,4±19,2% ; p=0,1111, 

respectivement pour les donneurs stimulés et témoins négatifs) (Figure 16B), ni à J10 ( -

30,1±17,8% vs -8,1±17,8% ; p=0,1111, respectivement pour les donneurs stimulés et témoins 

négatifs) (données non montrées). Pour les lymphocytes B mémoires, les variations de 

pourcentage n’étaient pas statistiquement significatives ni à J8 (-5,7±5,9% vs -3,7±8,7% ; 

p=0,9048, respectivement pour les donneurs stimulés et témoins négatifs) (Figure 16C), ni à 
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J10 (-5,7±7,9% vs -3,7±8,7% ; p=0,9048, respectivement pour les donneurs stimulés et 

témoins négatifs) (données non montrées). 

 
Figure 16 : Variation parmi la population CD19+ totale du pourcentage des 
plasmablastes (CD19+ CD38High IgD-), des lymphocytes B naïfs (CD19+ CD27- IgD+) et des 
lymphocytes B mémoires (CD19+ CD27+ IgD- CD38-) entre J0 et J8. Après 8 jours de 
stimulation polyclonale, le pourcentage de plasmablates augmentait de 22,8±7,2%, alors que 
chez les témoins ce pourcentage restait stable (+22,8±7,2% vs +0,6±1,7%, p=0,0159) (A). 
Pour les lymphocytes B naïfs (B), les variations de pourcentage n’étaient pas statistiquement 
significatives (-33,1±15% vs -6,4±19,2% ; p=0,1111, respectivement pour les donneurs 
stimulés et témoins négatifs), de même pour les lymphocytes B mémoires (C) (-5,7±5,9% vs -
3,7±8,7% ; p=0,9048, respectivement pour les donneurs stimulés et témoins négatifs). 
 

2. Dosage des immunoglobulines dans les surnageants de culture 
Pour mesurer la capacité de production d’anticorps par les plasmablates dans les différentes 

conditions de cultures, nous avons réalisé un dosage pondéral des immunoglobulines (IgG, 

IgA, IgM) par technique de néphélémétrie réalisée en routine au laboratoire de biochimie (Dr 

Lakomy et Dr François, service de biochimie, CHU Dijon) dans un des surnageants de culture 

(P1, à J8, 22,8% de plasmablastes). Cette technique n’a pas permis de détecter 

d’immunoglobulines dans les surnageants (données non montrées).  

II. Culture de PBMC de patients transplantés 
Devant la capacité d’induction de plasmablastes réalisée sur PBMC de donneurs sains, le 

même protocole de stimulation polyclonale des lymphocytes B a ensuite été réalisé sur des 

PBMC de patients transplantés. Sept de ces patients transplantés sont connus comme ayant 

développé en post-transplantation des DSA anti-HLA, et la sélection de ces patients a été 

précisé antérieurement. Trois patients nommés « témoins » sont également des patients 

transplantés rénaux mais dont le suivi au long cours n’a jamais mis en évidence de DSA IgG 

anti-HLA de novo. Les PBMC de deux donneurs sains, repris de l’expérience de mise au 

point, ont été utilisées comme contrôle négatif (culture sans stimulation polyclonale) et 

contrôle positif (culture avec stimulation polyclonale). 
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Devant la difficulté au moment de la décongélation des PBMC d’obtenir un nombre de 

cellules suffisant pour la majorité des patients permettant de tester les deux conditions de 

durée de culture de 8 et 10 jours, les patients ont été répartis au hasard sur les deux durées de 

culture.  

1. Résultats du phénotypage cellulaire 

A J0, le pourcentage de plasmablastes chez les patients (n=7) était de 0,5±0,5%, de 

lymphocytes B mémoires de 11,9±5,1%, et de lymphocytes B naïfs de 62,9±12,1%. Pour les 

témoins (n=3), le pourcentage de plasmablates était de 0,7±0,5%, de lymphocytes B 

mémoires de 22,9±14% et de lymphocytes B naïfs de 48±31%. Il n’y avait pas de différence 

significative pour ces trois populations entre les témoins et les patients. Après 8 jours de 

stimulation polyclonale, le pourcentage de plasmablates a augmenté de 22,3±25,6% dans le 

groupe des patients, dans le groupe des témoins non stimulés ce pourcentage a diminué de 

0,6±0,6% (p=0,0357), et dans le groupe des témoins stimulés, le taux augmente de 6,8%±5% 

(p=0,5714). Pour les lymphocytes B naïfs, le pourcentage a diminué de 32,7±16,9% dans le 

groupe patients (vs -0,7±7% et +10,3±22,5%; p=0,0357, respectivement pour les témoins non 

stimulés et les témoins stimulés). Pour les lymphocytes B mémoires, la variation était de -

7,7±3,8% dans le groupe patients stimulés, -1,6±7% dans le groupe témoins non stimulés et 

+7,9±11,4% dans le groupe témoins stimulés (p=0,3929, et p=0,0714 respectivement). A J10, 

la variation au sein de la population B totale (CD19+) dans les trois groupes des 

plasmablastes ne mettait pas en évidence de différences significatives (données non 

montrées). (Figures 17 et 18).  

2. Dépistage d’anticorps anti-HLA dans les surnageants de culture 
Le dépistage par technologie LUMINEX® d’anticorps anti-HLA de type IgG et IgM a été 

réalisé dans les surnageants de culture prélevés à J8 et/ou J10 pour toutes les cultures : PBMC 

de patients, PBMC de témoins stimulés et PBMC de témoins non stimulés. Les protocoles 

utilisés sont ceux décrit dans la partie Matériel et Méthode, les surnageants ont été centrifugé 

et utilisé à la place des sérums habituellement testés. 

Malheureusement, pour tous les surnageants testés, aucun anticorps n’a été dépisté ni par 

l’anticorps secondaire anti-IgM ni par l’anticorps secondaire anti-IgG.  
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Figure 17 : Proportion des populations suivies parmi la population B totale à J0 et aux 
différents temps de culture J8 et J10. Première colonne :  contrôle négatif (culture de 
PBMC de donneurs sains non stimulées), 2ème colonne : contrôle positif (culture de PBMC de 
donneurs sains stimulés), puis 3 témoins (pour J8 et J10 chaque témoin est cultivé sans et 
avec stimulation), puis 7 patients transplantés rénaux. On retrouve une induction de 
plasmablastes dans toutes les cultures stimulées. 
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Figure 18 : Variation des pourcentages parmi la population B totale (CD19+) des 
populations suivies entre J0 et J8. Après 8 jours de stimulation polyclonale, le pourcentage 
de plasmablates a augmenté de 22,3±25,6% dans le groupe des patients et de 
6,8%±5%(p=0,5714) dans le groupe des témoins stimulés mais a diminué de 0,6±0,6% 
(p=0,0357) dans le groupe des témoins non stimulés. Pour les lymphocytes B naïfs, le 
pourcentage a diminué de 32,7±16,9% dans le groupe patients (vs -0,7±7% et +10,3±22,5%; 
p=0,037, respectivement pour les témoins non stimulés et les témoins stimulés). Pour les 
lymphocytes B mémoires, la variation était de -7,7±3,8 dans le groupe patients stimulés, -
1,6±7% dans le groupe témoins non stimulés et +7,9±11,4% dans le groupe témoins stimulés 
(p=0,3929, et p=0,0714 respectivement). 
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DISCUSSION 

 

Nous avons mis au point un test Luminexâ de dépistage des IgM anti-HLA pour lequel 

l’évaluation de plusieurs conditions a déterminé celle permettant la meilleure sensibilité 

associée à une faible variabilité. Ce test est fiable, les 15 sérums connus comme étant IgM 

anti-HLA positifs en LCT testés en dépistage Luminexâ IgM ont été retrouvés positifs. Le 

test en Luminexâ a permis d’identifier la spécificité anti-HLA caractérisée en LCT sur panel 

pour 2 des 3 patients pour lesquels cette donnée nous était disponible. Les reproductibilités 

intra- et inter-expériences sont satisfaisantes, avec des coefficients de variation inférieurs à 

15%.  

L’enjeu majeur de la technique Luminexâ en routine de transplantation, est l’identification de 

la spécificité anti-HLA des anticorps. Or, du fait de certains de nos résultats, l’interprétation 

de la spécificité des IgM anti-HLA détectées en Luminex s’avère difficile.  

D’abord, on retrouve lors du test Luminexâ de dépistage des 15 sérums, deux profils de 

positivité : soit quelques billes positives, soit un grand nombre de billes positives (33% des 

sérums présentaient une positivité de plus de 10 billes). L’interprétation de ces profils à large 

positivité est difficile, car cela signifierait la présence d’une IgM polyspécifique reconnaissant 

de nombreux antigènes HLA. Le suivi immunologique de ces patients et notamment 

l’apparition ou non d’IgG anti-HLA ainsi que les antigènes ciblés par ces anticorps pourraient 

aider sur la compréhension de ces profils.  

Ensuite, 10 sur les 15 sérums testés présentaient une positivité de la bille n°2, bille contrôle 

positif de la fonctionnalité de l’anticorps secondaire anti-IgG dans le test standard. 

L’inactivation de cette positivité par le DTT signe la présence d’une IgM reconnue par 

l’anticorps secondaire, probablement une IgM anti-IgG de type facteur rhumatoïde. La 

présence d’une telle IgM anti-IgG entraine une difficulté supplémentaire pour l’interprétation 

des résultats du dépistage Luminexâ IgM. Chez les patients dont la bille n°2 est négative, la 

détection sur d’autres billes d’IgM anti-HLA est simple d’interprétation. Pour les patients 

dont la bille n°2 est positive parmi d’autres, on ne peut pas directement conclure à la présence 

d’IgM anti-HLA car il est possible qu’il s’agisse d’anticorps anti-HLA de type IgG, eux 

même reconnus par une IgM anti-IgG secondairement dévoilée par l’anticorps secondaire 

(Figure 19).  
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Figure 19 : Difficultés d’interprétation des tests Luminexâ lors de la présence d’une 
bille n°2 positive du fait de la présence d’une IgM anti-IgG. A) La bille n°2 est recouverte 
d’IgG humaines, c’est la bille contrôle positif lors du test standard de dépistage d’IgG anti-
HLA qui valide la fonctionnalité de l’anticorps secondaire anti-IgG. La positivité de cette 
bille pour le test de certains de nos sérums en IgM, et son inactivation par DTT témoigne 
d’une IgM reconnue par notre anticorps secondaire. B) La présence d’une IgM anti-IgG peut 
être un biais lors du dépistage en Luminexâ IgM chez un patient porteur de DSA IgG anti-
HLA spécifique et mimer la présence d’IgM anti-HLA. 
 
 

A la lumière de cette observation, les résultats d’études antérieures observant une persistance 

d’IgM anti-HLA, ou une coexistence au long cours d’IgM et d’IgG anti-HLA détectés par 

Luminexâ sont remis en cause 21,28. S’agit-il vraiment d’une durabilité des IgM anti-HLA ou 

est-ce dû à une IgM anti-IgG reconnue par l’anticorps secondaire anti-IgM ? Sur le plan 

physiopathologique, la persistance prolongée d’une IgM anti-HLA dans un contexte d’allo-

immunisation n’est pas compatible avec l’histoire naturelle d’une réponse immunitaire 

humorale. L’évolution classique de cette réponse étant le passage d’une sécrétion IgM à une 

sécrétion IgG par les plasmocytes après switch isotypique.   
 

Plusieurs solutions ont été testées pour s’affranchir de cet éventuel biais lié à la présence 

d’une IgM anti-IgG : l’utilisation d’une endopeptidase dégradant spécifiquement les IgG, le 

prétraitement des sérums testés par filtration ou par dilution. Malheureusement, du fait de 

limitation technique (nombre de sérums restreints, quantité de certains sérums insuffisante 

pour effectuer tous les tests, quantité d’endopeptidase insuffisante ou dosage d’IgG dans le 

sérum du patient indisponible), il est difficile de tirer des conclusions de ces différentes 

expériences.  

L’endopeptidase semble efficace pour éliminer les IgG d’un sérum. Mais nous n’avons pas 

parmi ceux testés identifié de sérum pour lequel le traitement par endopeptidase a modifié la 

positivité d’une bille HLA éventuellement causée par une IgG anti-HLA reconnue par une 

IgM anti-IgG.  
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L’utilisation du filtre a montré différents résultats selon les sérums testés. Pour certains 

sérums, seul le signal de la bille n°2 était modifié, avec une diminution allant de 25 à 400%. 

Parfois avec une diminution du signal des autres billes, positives ou non, dans un ordre de 

grandeur proche ou non avec celui de la bille n°2. D’autres sérums voyaient les MFI des billes 

3 à 25 modifiées sans modification de la MFI de la bille n°2. Ces résultats restent donc très 

difficilement interprétables. Mais le faible nombre de sérums testés avec le filtre (n = 4) est 

très probablement responsable de cette difficulté d’interprétation. Une autre interprétation est 

que tous les sérums n’étaient pas équivalents sur la composition : présence ou non d’IgG anti-

HLA et d’IgM anti-IgG et donc n’ont pas été modifiés de la même façon par l’utilisation de 

ce filtre. Sur le plan technique, les quantités de sérums disponibles étant souvent très faibles, 

l’utilisation du filtre n’était pas toujours optimale sur les volumes de sérum utilisables. 

Il en est de même pour l’interprétation des différentes expériences effectuées pour les 

dilutions. 

Pour avancer sur ces différentes méthodes, le test d’une grande quantité de sérums est 

nécessaire. Ces sérums devront être disponibles en quantité suffisante pour permettre 

l’utilisation optimale des différentes méthodes, ainsi que caractérisés précisément notamment 

sur le taux d’IgG contenu dans ces sérums.   
 

Une démonstration inverse a également été essayée : induire un dépistage Luminexâ IgM 

positif en ajoutant à un sérum connu positif en dépistage Luminexâ IgG un sérum facteur 

rhumatoïde positif. Ces expériences restent également difficiles d’interprétation.  

Dans 50% des cas, l’ajout d’un facteur rhumatoïde à un sérum positif en IgG anti-HLA 

permettait d’obtenir en dépistage IgM Luminexâ les MFI les plus élevées pour les mêmes 

billes que le dépistage IgG Luminexâ alors que le dépistage en IgM du sérum seul était 

négatif.  

Cependant, le sérum FR+ utilisé était celui d’un unique patient. Le patient à l’origine de ce 

prélèvement a bénéficié dans son histoire médicale de trois tests de dépistage du FR, dont un 

s’est révélé négatif. Renouveler les différentes tests réalisés (mélange sérum IgG+ et sérum 

FR+) avec des sérums plus fortement positifs en FR pourraient permettre d’infirmer ou de 

confirmer cette théorie. De plus, utiliser un sérum plus fortement positif en FR permettrait si 

l’hypothèse se vérifie d’atteindre en dépistage IgM Luminexâ des MFI plus hautes 

permettant une interprétation plus sûre. Dans nos expériences le seuil arbitraire de 500 était 

très rarement atteint.  

Dans les situations où l’ajout de facteur rhumatoïde entraine la positivité d’autres billes que 

celles retrouvées positives en dépistage IgG Luminexâ, on peut également questionner une 
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variabilité interindividuelle sur les antigènes HLA reconnus par ce facteur rhumatoïde. Dans 

nos expériences, les billes n°4, 13 et 17 étaient positivées dans 50 à 100% des cas par le 

mélange du sérum IgG+ avec le sérum FR+ (ces trois billes étant porteuses d’antigènes HLA 

appartenant au groupe Bw6).  Tous les FR ne sont pas équivalent sur les antigènes reconnus. 

L’utilisation d’un autre sérum FR+ pourrait éventuellement avoir des conséquences 

différentes sur les billes positives.  
 

Sur un plan plus clinique, on peut penser qu’un patient possédant des IgG anti-HLA ainsi 

qu’un FR est à risque de présenter plus de lésions de rejet humoral par la fixation 

additionnelle des IgM anti-IgG à même de déclencher une réponse lésionnelle. Ou à l’inverse, 

un FR peut-il protéger contre une activation du complément par des IgG anti-HLA ? 

Un travail récent de S. See et coll.29 en 2018 retrouve que les patients porteurs d’anticorps 

naturels de type IgG ainsi que de DSA IgG présentaient la survie de greffon rénal la plus 

altérée (66,8% de survie à 7 ans), significativement différente du groupe ne possédant aucun 

des deux types d’anticorps (91,1% à 7 ans) ou un seul des deux types. Ceci suggérant un 

possible effet potentialisateur de deux types d’anticorps dans leur contribution à la perte du 

greffon. Il faut cependant modérer ces résultats en précisant que le groupe de patients ayant 

des anticorps naturels IgG et des DSA IgG comportait plus de deuxième greffe, de donneurs à 

critères élargis que le groupe contrôle 30. Dans cette étude, il s’agissait d’IgG naturels de type 

IgG et non pas de facteur rhumatoïde plus fréquemment de type IgM.  
 

Notre test de dépistage des IgM anti-HLA semble fonctionnel pour les antigènes HLA de 

classe I au vu des sérums retrouvés positifs en Luminex® et les corrélations avec les données 

antérieures de LCT. Pour la classe II, nous ne disposons pas d’autres techniques permettant 

une validation des résultats obtenus en Luminex®, notamment par des sérums positifs en IgM 

classe II en LCT. Si un sérum était dépisté positif en Luminex® IgM en classe II (bille n°25, 

33, 35, 50, 65), il faudrait le tester en LCT sur un panel, après absorption sur plaquettes afin 

d’éliminer les anticorps classe I pouvant positiver la LCT. Et, cette validation en LCT 

n’aiderait qu’en cas de positivité, puisque du fait de la différence de sensibilité, un résultat 

positif observé au Luminex® n’est pas toujours retrouvé en LCT.  
 

La limite de cette technique Luminex® reste principalement la difficulté d’établir un seuil de 

significativité. Dans le cadre de nos objectifs, la mise au point des seuils de positivité est 

nécessaire. Les tests de nombreux sérums issus de donneurs de sexe masculin, sans 

antécédent d’événements immunisant notamment, permettront de déterminer un bruit de fond 

moyen utilisable comme référence, et ainsi déterminer les seuils de positivité pour chaque 

bille.  
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La mise au point d’un test d’identification par Single Antigen est également à réaliser par la 

même démarche. A condition, de s’affranchir simplement du « facteur rhumatoïde » observé 

dans nos expériences, afin de pouvoir proposer un test de routine réalisable en pratique.  
 

L’élaboration de la stimulation polyclonale des lymphocytes B permet d’étudier le versant 

cellulaire de la réponse humorale. Chez un patient possédant des IgM anti-HLA circulantes, la 

détection d’IgG dans le surnageant de culture témoignera d’un switch isotypique déjà 

survenu. Il s’agit de disposer d’outils de compréhension de la cinétique d’immunisation en 

transplantation rénale pour éventuellement ajuster les thérapeutiques ciblées sur les cellules 

responsables et également préciser le timing de ces thérapeutiques.  

Le protocole de l’article de Snanoudj et coll. 24, inspiré de l’article de Crotty et coll. 25,  qui a 

été utilisé pour ce projet, permettait de mettre en évidence dans une cohorte de patients 

insuffisants rénaux chroniques en hémodialyse en attente de transplantation des niveaux 

d’immunisation différents corrélés aux évènements immunisants rencontrés par les individus 

de la population. L’étude des anticorps présents dans les surnageants identifiait 

l’immunisation contre des antigènes non reconnus par les anticorps présents dans le sérum, où 

alors contre les mêmes antigènes mais avec une hiérarchie de force d’immunisation, évaluée 

par la MFI, différente entre les anticorps présents dans les surnageants et ceux présents dans 

le sérum prélevés le même jour que les PBMC utilisées pour la culture et la stimulation 

polyclonale. Une technique ELISPOT permettait également le suivi des mBC alloréactifs 

spécifiques d’antigènes HLA. Ces mBC ne sont détectées que chez les patients avec des 

antécédents immunisants. Ce travail a été choisi comme modèle, du fait de sa capacité à 

révéler le versant cellulaire de l’immunité humorale anti-HLA porté par les mBC, et sous-

estimé par l’évaluation seule du sérum. 

On retrouve des résultats similaires à ceux présentés dans l’article de Snanoudj et coll. avec 

une induction de plasmablastes lors de la culture de PBMC et stimulation polyclonale de 

donneurs sains mais également de patients transplantés. Malheureusement, le nombre limité 

de cellules de patients disponibles dans notre cohorte n’a pas permis d’étudier comme 

souhaiter les deux temps de culture J8 et J10. L’analyse du contenu du surnageant sera plus 

précise sur le temps de culture à sélectionner, en effet, la finalité est le dépistage des anticorps 

anti-HLA dans le surnageant, ce qui n’est peut-être pas exactement corrélé au pourcentage de 

plasmablastes.  

La tentative de détection des immunoglobulines dans un des surnageants de culture de 

donneurs sains (P1, surnageant d’une culture stoppée à J8, plasmablastes à 22,8% des 

lymphocytes B totaux) par néphélémétrie n’a pas permis de détection, probablement du fait 

d’un manque de sensibilité de technique. L’analyse par Luminex® des surnageants de culture 
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des PBMC de patients n’a de la même manière pas permis de détecter d’anticorps anti-HLA 

que ce soit des IgG ou des IgM. Ce résultat est dû, soit à un manque de sensibilité de la 

technique de mesure pour le dosage dans le surnageant cellulaire, soit à une absence 

d’immunoglobulines dans le surnageant et donc un échec de notre expérience. Mais a priori, 

du fait de l’exercice comparable et des résultats similaires sur le pourcentage de plasmablastes 

obtenus après stimulation, ce protocole de stimulation devrait nous permettre de détecter des 

anticorps dans le surnageant.  

Les deux explications principales retenues nous sont données par la comparaison avec le 

protocole réalisé dans l’article de Snanoudj. Tout d’abord le nombre de cellules stimulées 

parait insuffisant, pour la majorité des patients testés nous n’avions que 5 millions de PBMC 

disponibles après décongélation. Enfin, une étape de concentration des surnageants par 

ultracentrifugation via un filtre était réalisée, ce que nous n’avons pas reproduit lors du test de 

nos surnageants de culture.  
 

L’étude des différentes populations de lymphocytes B a nécessité initialement l’identification 

des marqueurs considérés comme spécifiques. L’expression du CD19, utilisé classiquement 

comme marqueur des lymphocytes B circulants 26,31, est également décrit comme perdu au stade 

terminal de différenciation des plasmocytes32. Une des améliorations de notre phénotypage 

serait de rajouter certains marqueurs. Le CD20, généralement co-exprimé avec le CD19, 

serait un autre marqueur des plasmablastes. Ce CD20 est également perdu au stade terminal 

de différenciation du plasmablaste en plasmocyte, et l’association CD20-CD27+CD138+ 

pourrait être utiliser pour dissocier les plasmocytes et les plasmablastes. Ceci pourrait 

expliquer la diminution des plasmablastes dans nos expériences entre J8 et J10 par 

l’acquisition d’un phénotype terminal non détecté par l’association des marqueurs de surface 

réalisée.  
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PERSPECTIVES 

 

Le dépistage en LCT d’une IgM cytotoxique est banal en routine du fait de la fréquence 

d’anticorps polyspécifique. Le manque de spécificité des IgM et donc la difficulté d’identifier 

l’antigène ciblé rend leur interprétation difficile. En transplantation rénale, les études 

disponibles sur les IgM anti-HLA retrouvent des résultats surprenants notamment la 

persistance d’IgM au long cours, la coexistence d’IgM et d’IgG dirigées contre le même 

antigène. 

Comme attendu, la mise au point d’un test Luminexâ de dépistage des IgM n’est pas qu’un 

simple transfert de la technique utilisée pour les IgG, avec probablement de nombreuses 

interférences secondaires à ce manque de spécificité ainsi qu’à l’existence d’IgM circulantes 

de type facteur rhumatoïde chez certains patients. Certaines solutions simples d’utilisation en 

routine semblent utilisables sur le plan technique, notamment l’utilisation d’enzyme 

dégradant spécifiquement les IgG. Mais ces méthodes doivent encore être validées sur un 

nombre plus important de sérums de patients. Une limite également économique est à prendre 

en compte considérant la quantité d’enzyme nécessaire pour le traitement des sérums. 

Par la suite, la recherche systématique d’IgM anti-HLA sur les sérums d’une cohorte de 

patients transplantés précisera le délai d’apparition de ces IgM, les facteurs favorisants, 

l’existence de lésions histologiques associées, le suivi sérologique et notamment la réalisation 

d’un switch IgG.  Le développement d’un prétraitement standardisé éliminant les IgG des 

sérums permettra de simplifier l’interprétation des sérums positivant la bille contrôle positive 

en dépistage Luminexâ IgM. La comparaison des immunoglobulines circulantes à celles 

obtenues par la stimulation de lymphocytes B, renseignera peut-être sur une fenêtre de temps 

permettant l’usage de thérapeutiques stoppant le processus d’immunisation. Ceci nécessite le 

développement d’un phénotypage plus précis utilisant des marqueurs supplémentaires ainsi 

que le développement d’une méthode de concentration des anticorps dans les surnageants de 

culture permettant une meilleure détection. 
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CONCLUSIONS 
 

En transplantation rénale, l’immunisation humorale dirigée contre le donneur n’est analysée 

que par l’étude des IgG anti-HLA. Devant l’impact majeur des DSA IgG sur la survie de la 

transplantation rénale et le manque actuel d’efficacité des traitements pour prévenir les lésions 

liées à ces anticorps, la prévention de l’apparition de ces DSA est une priorité dans la prise en 

charge des patients transplantés. Les patients DSA IgM+ et DSA IgG- n’ont théoriquement pas 

développé de plasmocytes à longue durée de vie, ni de lymphocyte B mémoires. Cette fenêtre 

de temps avant le switch lymphocytaire paraît optimale pour l’utilisation de thérapeutiques 

dirigées contre les lymphocytes B susceptibles de stopper le processus d’immunisation avant 

le stade de production d’IgG anti-HLA  

Nous avons mis au point un test de détection des IgM fiable reproductible sur des échantillons 

connus. En revanche son utilisation en clinique apparait complexe car dans un nombre 

important de sérum nous détectons une activité IgM anti-IgG qui interfère probablement avec 

le test et qui semble complexe à éliminer en routine. 

Pour essayer de caractériser les lymphocytes B de patients immunisés, nous avons stimulé les 
lymphocytes B circulants de patients immunisés et non immunisés puis analysé le phénotype 
des cellules obtenues et recherché des anticorps anti-HLA dans le surnageant. Nous avons 
montré que la stimulation polyclonale induisait plus de plasmablastes chez les patients 
immunisés. En revanche la technique utilisée s’est avérée insuffisamment sensible pour 
détecter des anticorps dans le surnageant. 
Dans un objectif d’amélioration de survie des greffons rénaux, l’idéal serait de permettre de 
détecter très précocement, en amont de la détection sérique d’IgG anti-donneur, une réponse 
B allogénique. 
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TITRE DE LA THESE : IgM anti-HLA : Sérologie et synthèse lymphocytaire en 
transplantation rénale.  
Auteur : Charline Baudoin 
Résumé : 
Introduction : En transplantation rénale, bien qu’elle soit une des principales causes de rejet 
aigu et surtout de rejet chronique, la réponse tumorale n'est analysée que par l'étude des IgG 
anti-HLA. Les IgM anti-HLA bien que plus précoces, mais probablement plus difficiles à 
rechercher, ne sont que peu ou pas étudiées. En raison du faible nombre de lymphocytes B 
circulants, l'étude des cellules sécrétant les anticorps n'est que balbutiante. 
Méthode : En utilisant des sérums connus historiquement positifs en IgM par technique de 
lymphocytotoxicité, nous avons modifié la technique de dépistage d’IgG anti-HLA par 

technique Luminexâ, et testé différentes conditions expérimentales. Parallèlement, nous 
avons mis au point une étude du phénotype des lymphocytes B des patients immunisés après 
stimulation polyclonale des lymphocytes B circulants. 

Résultats : Notre test de dépistage d’IgM anti-HLA par technique Luminexâ est fiable et 
reproductible, avec des coefficients de variation intra et inter expérience inférieurs à 15%. La 
présence d’une IgM anti-IgG peut chez certains patients rendre difficile l’interprétation de ce 
dépistage d’IgM anti-HLA. Huit jours de stimulation polyclonale de lymphocytes B de 
patients transplantés induisent une augmentation significative du pourcentage de plasmablates 
(22,3±25,6% vs 0,6±0,6% dans le groupe témoins non stimulés constitué de patients 
transplantés sans IgG anti-HLA ; p=0,0357). L’identification par technique Luminex® Single 
Antigen des anticorps (IgG et/ou IgM) présents dans les surnageants de ces cultures doit 
encore être comparée aux spécificités connus des anticorps présents dans le sérum des 
patients. 
Conclusion : La mise au point d’un nouveau test de dépistage des IgM anti-HLA par 

technique Luminexâ reste à améliorer, notamment chez les patients porteurs d’une IgM anti-
IgG. La réalisation concomitante d’un test cellulaire de stimulation des lymphocytes B 
circulants pourrait fournir des données complémentaires sur la cinétique et l’ampleur de 
l’immunisation des patients. 
 
Mots-clés : Transplantation rénale, Immunité humorale, Anticorps anti-HLA, IgM, 
Lymphocyte B.  


