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ABREVIATIONS

ADCC : Antibody-Dependent Cell-mediated cytotoxicity
ATI1R : Angiotensin Il receptor type |

Cellules NK : Natural killer

cpt : capillarite péritubulaire

DFG : Débit de Filtration Glomérulaire

DIVAT : Données informatisées et VAlidées en transplantation
DSA : Donor specific antibodies

ELISA : Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay
ENDAT : ENDothelial-Associated Transcripts
ERBP : European Renal Best Practice

FI/AT : Fibrose Interstitielle et Atrophie Tubulaire
g : glomérulite

GA : Glomérulopathie d’Allogreffe

HLA : Human Leukocytes Antigen

HD : Haute définition

IRC : Insuffisance Rénale Chronique

LCT : Lymphotoxicité complément-dépendante
MDRD : Modification of Diet in Renal Disease
MFI : Mean Fluorescence Intensity

MI : Inflammation de la Microcirculation

MICA : MHC class | Chain-related gene A

MMF : Mycophénolate Mofétil

MPA : Mycophenolic Acid



PRA : Panel-Reactive Antibodies
REIN : Réseau Epidémiologique Information en Néphrologie

UNOS : United Network for Organ Sharing



1. INTRODUCTION GENERALE

1.1. EPIDEMIOLOGIE DE L’IRC TERMINALE EN FRANCE
La maladie rénale chronique constitue un probléme de santé publique majeur, autant pour sa
morbi-mortalité importante que pour son colt de santé publique. La prévalence de
I’insuffisance rénale chronique (IRC) terminale est en constante augmentation ces dernieres
années. Dans le dernier rapport du registre REIN (Réseau Epidémiologique Information en
Néphrologie) de 2012, 73 491 patients ont un traitement de suppléance rénale en France, soit
1 127 patients par million d’habitants. Cela correspond a une augmentation régulicre de +4%
par an. 634 patients par million d’habitants (+2% par an) sont traités par dialyse et 499
patients par million d’habitants (+4% par an) ont une greffe rénale fonctionnelle. Cette
augmentation de prévalence s’explique en raison du vieillissement de la population, et de
I’augmentation de I’incidence du diabéte et de I’hypertension artérielle. L’4ge des nouveaux
patients débutant la dialyse augmente régulierement. L’age médian est de 70,4 ans en 2012.

Les patients de 75 ans et plus sont de plus en plus nombreux a débuter la dialyse.

En 2012

Maladie rénale chronique stade 5

10 048 (+ 0,5%/an)
Nouveaux cas

Pris en charge pour Insuffisance
Rénale Chronique Terminale
Incidence = 154 pmh

E(ija;\éssé Greffé 73 491(+4%/an)
32508 Malades traités pour
31/12/2012

31/12/2012 Insuffisance Rénale Chronique

I?P 1 6,6% DV:8,1% Terminale
Age : 70,4 Age 26,0 brévalence - 1127 ph

7 146
Décés
Taux mortalité = 8,7%

En dialyse : 13,4%
Déces En greffe : 1,8%

Figure 1 : Epidémiologie de [’ IRC terminale, Registre REIN 2012,
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Figure 2 : Prévalence Standardisée de I'IRC terminale issue du Registre REIN 2012.

Une tendance a la stabilisation de 1’incidence de I’IRC terminale semble cependant se
confirmer. Elle est d’environ 154 par million d’habitants et par an en France (+0,5% par an).
10 048 patients ont en effet débuté un traitement de suppléance en 2012, dont 338 greffes
préemptives. L’incidence de I’IRC terminale est 2 a 3 fois plus fréquente chez I’homme que

chez la femme.

BOD -+
724 {48 719 747
6p9 { T 1 175-84 ans
J00 T |
= 592
E 600 569 5p7 _% 569
=%
- 5%2__,.—-'1 1 ] >285ans
8 500 1 441 442
2 4{_7 : : a19 134
S 400 | I *
5
=
@ 300
=
U
2 L0 . 166
£ L2 166 164 165 45-64.ans
= = = = o 157
100 154 157 157 154 ; Total
42 2 43 44 20-44 ans
0 . ; : : 0-19ans
2008 2009 2010 2011 2012

Figure 3 : Incidence standardisée de I'IRC terminale traitée selon les classes d’dge.
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1.2. EPIDEMIOLOGIE DE LA GREFFE RENALE
Depuis les premieres transplantations rénales réalisées en 1952 a Boston et a I’hdpital Necker
a Paris', cette intervention est devenue le traitement de choix de I’insuffisance rénale
chronique terminale. La transplantation rénale apporte une meilleure qualité de vie, une
augmentation de la survie et une économie de santé en comparaison a la dialyse? . En France,
en 2012, la mortalité des patients en IRC terminale est de 8,7%. En dialyse, elle est de 13,4%
et en transplantation de 1,8% par an. Si on compare une méme tranche d’age, entre 60 et 69
ans, pour 1000 patients dialysés, 132 sont décédés ; et pour 1000 patients du méme age,
porteurs d’un greffon rénal fonctionnel, 27 sont décédés (registre REIN 2012). La prévalence
de 'IRC traitée par greffe était de 32 508 au 31 décembre 2012, soit 499 porteurs d’un

greffon rénal fonctionnel par million d’habitants.

2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012
Malades restant en attente au 1er janvier de chague année 5042 6157 5481 G269 7585 8436 8042
Malades en attente au 1er janvier et en CIT 794 1085 1500 1832 2260 2654 30583
Part des malades en CIT parmi les malades en attente au 1er janvier 13% 18% 23% 27% 30% 31% 34%
Nouveaux inscrits dans l'année 3299 3546 3726 3898 4132 a4
Décédés en attente dans 'année 162 152 218 206 212 200
Sortis de liste d'attente 191 158 183 150 177 202
Greffes 2731 2912 2937 2826 2892 2976
dont greffes avec donneur vivant 247 236 222 223 283 302
dont greffes avec donneur décédé aprés arrét cardiaque 1 43 52 70 79 65
Greffes (pmh) 440 46,1 46,2 442 447 457
pmh : par million dhabitants  CIT : contre indication temporaire

Tableau 1 : Evolution de la liste d’attente de greffe, Agence de la Biomédecine.

La prévalence de I’IRC traitée par greffe est en constante augmentation, elle était de 32 508
patients au 31 décembre 2012. Cependant, en 2011, pour 3884 nouveaux patients inscrits sur
liste attente de transplantation, seulement 2976 patients ont regu une greffe rénale, dont 302 a
partir de donneurs vivants et 65 issues de donneurs décédés apres arrét cardiaque. Le nombre
de patients restant en attente de greffe augmente ainsi de plus en plus chaque année. En 2012,
8942 patients étaient en attente de greffe. Trois régions en France ont une prévalence de

greffe supérieure au taux national : Tle-de-France, Rhone-Alpes et Pays de la Loire, Figure 4.

12



Indice comparatif de prévalence de I'insuffisance rénale terminale
traitée par greffe en 2012

¢

Source: Agence de la biomédecine

Figure 4 : Prévalence de I’IRC terminale traitée par la greffe au 31/12/2012, REIN 2012.

Par ailleurs, ’dge médian de ces patients a la transplantation est de 50,8 en 2011 (Agence de
Biomédecine). Enfin, les cinq principales causes d’IRC conduisant a la greffe se modifient
peu. Elles sont actuellement : les glomérulonéphrites chroniques (24%), la polykystose rénale
(16%), les néphropathies interstitielles chroniques (11%), le diabéte (11%), la

néphroangiosclérose (8%). Dans 17% des cas 1’étiologie reste inconnue.

1.3. SUIVI DE TRANSPLANTATION RENALE

1.3.1. Amélioration de la survie greffon
Selon le rapport de 1’Agence de la Biomédecine, la survie des greffons a 10 ans est de 63,5%
et passe sous la barre des 50% a 15 ans. La comparaison des courbes de survie des greffons
montre une amélioration significative entre la cohorte historique de 1985-1989 et la cohorte la
plus récente de 2005-2009, avec des survies a 5 ans respectivement de 66,4% et 78,5%. La

médiane de survie est passée de 10 ans en 1985 a plus de 14 ans en 1999.
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Période de greffe N Survie a 1 mois Survie a 1an Survie a 5 ans Survie a 10 ans Survie a 15 ans Médiane de
survie (mois)
1985 - 1989 7840 93,1% 82,7% 66,4% a0,4% 3T1% 1213
[92,5% - 93,6%] [81,8% - 83,5%] [65,3% - B7,4%)] [49,2% - 51,5%] [36,0%-38,2%] | [117,1-125,8]
Mombre de sujets a risque® 7077 G270 4977 3724 2527
1990 - 1994 9104 94,1% 85,9% 735% 58,1% 42,9% 153,0
[93,6% - 94,6%] [85,2% - 86,6%] [72,6% - 74,4%] [57,0% - 59,1%] [41,8%- 43,9%] | [148,8-1487.4]
Mombre de sujets a risque® 8475 7708 6533 4897 3158
1995 - 1999 86495 95,6% 890,1% 79,8% 64,2% MO 1711
[95,1% - 95,9%)] [39,4% - 90,7%)] [78,9% - 80,6%] [63,1% - 63,2%] [168,7 - 176,0]
Mombre de sujets a risque® 82499 TeM 662 5045 274
2000 - 2004 10748 96,2% 92,0% 80,7% NG MO MO
[495,8% - 96,5%] [91,4% - 92,5%)] [80,0% - 81,5%]
Mombre de sujets a risque® 10325 9860 8270 470 1]
2005 - 2009 13978 96,4% 492,5% 78,5% L] MO MO
[96,1% - 96,7%] [92,0% - 92,9%)] [77.3% - 79,6%]
Mombre de sujets a risque® 13159 11383 aro 0 1]

Figure 5 : Survie du greffon rénal selon la période de greffe, Agence de la biomédecine.

Ces progrés sont dus a une amélioration remarquablement de la survie a un an de greffe,
passant de 82,7 a 92,5%, en 20 ans d’évolution de la prise en charge des greffés. Cet excellent
résultat a court terme s’explique par une nette d’'une diminution de 1’incidence des rejets
aigus®, qui sont un facteur de risque majeur de perte du greffon rénal, liée & la modification
des traitements immunosuppresseurs®. 11 s’explique également par un traitement précoce et
efficace des rejets aigus cellulaires. Cependant, aprés la premiére année, la pente de perte de

greffon n’a pas changé en 20 ans. La survie a long terme des greffons reste sensiblement
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altérée par une dysfonction chronique des greffons, liée a des Iésions de rejets humoraux, et

des mécanismes non immunologiques’®.

1.3.2. Suivi apres transplantation
Les suites de la transplantation rénale font 1’objet d’un suivi clinico-biologique rapproché,
formalisé par les dernieres recommandations francaises de la Haute Autorité de Santé en 2007

et Européenne de ’ERBP (European Renal Best Practice) en 2013, www.european-renal-

best-practice.org. Ce suivi a pour objectif le diagnostic et la prise en charge précoce de

complications intercurrentes, infections et rejets de greffe notamment. Les rejets aigus se
manifestent généralement par une dégradation de la fonction du greffon ou une protéinurie
qui doivent conduire a la réalisation d’une biopsie du greffon. Ils surviennent principalement

au cours de la premiére année de la transplantation.

1.3.3. Biopsies protocolaires
Rush et al. ont décrits en 1994 des lésions histologiques du greffon mises en évidence sur des
biopsies protocolaires, survenant en dehors de toute dégradation de la fonction rénale®. Ces
rejets « infracliniques » sont particulierement fréquents chez des patients a haut risque
immunologique, comme les greffes ABO-incompatibles'®, ou les patients désensibilisé**2.
IIs contribuent & 1’apparition de 1ésions chroniques de glomérulopathie d’allogreffe et de
fibrose interstitielle du greffon et grévent ainsi le pronostic a long terme de la greffe'**3. De
nombreux centres de transplantation rénale réalisent des biopsies protocolaires dites
systématiques, a 3, 6 ou 12 mois de la greffe. Le but poursuivi est de repérer des Iésions infra-
cliniques, notamment des lésions de rejet ou de toxicité, afin d’adapter précocement le
traitement immunosuppresseur pour maintenir une survie du greffon optimale**>. Il existe

cependant un risque de sur-diagnostic et de sur-traitement, par la mise en évidence de Iésions

asymptomatiques dont on ne connait actuellement pas la « pertinence » clinique *°.
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2. REJET DE GREFFE

Le rejet aigu nécessite une allo-immunisation et survient avec un délai de 5 jours a plusieurs
mois aprés la transplantation’. Actuellement, grace aux traitements immunosuppresseurs, les
épisodes de rejet aigu surviennent en moyenne dans 15 % des transplantations®’. Le rejet de
greffe rénale peut étre divisé, de facon schématique, en deux grands types impliquant des
mécanismes différents. Le rejet cellulaire d’une part, implique principalement une réaction
cellulaire lymphocytaire T, et le rejet humoral d’autre part est en lien avec 1’apparition
d’anticorps spécifiques du donneur. Ces différentes classes de rejets posent des problemes

diagnostiques et thérapeutiques différents, et sont parfois intriqués.

2.1. REJET CELLULAIRE

2.1.1. Physiopathologie et diagnostic du rejet aigu cellulaire
Dans les suites de la transplantation, une reconnaissance des antigenes allogéniques du
donneur par les lymphocytes T du receveur se produit. Elle se fait de maniere directe ou
indirecte via la présentation des peptides allogéniques par les cellules dendritiques issues du
greffon et du receveur. Les lymphocytes T activés proliférent et migrent vers le greffon,
attirés par les molécules d’adhésion exprimées par I’endothélium inflammatoire. L’infiltration
interstitielle massive du greffon, par des cellules mononuclées inflammatoires (lymphocytes T
activés, macrophages et polynucléaires), induit des dommages conduisant, en I’absence de
traitement, a la perte du greffon. Le rejet cellulaire fait intervenir une réaction lymphocytaire
T de type Thl. Le diagnostic du rejet cellulaire repose actuellement sur la biopsie rénale,
réalisée généralement dans un contexte de dégradation de fonction du greffon ou de reprise de
fonction retardée du greffon. Il se caractérise par des lésions d’infiltrat inflammatoire

interstitiel et tubulaire®®,
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2.1.2. Lésions de rejet « borderline »
Lorsque les changements histologiques interstitiels et tubulaires sont insuffisamment séveres
pour étre définir du rejet aigu cellulaire, ils sont décrits comme suspect de rejet ou
« borderline ». Ces lésions sont fréquemment mises en évidence au cours de la premiere
année”™. Elles ont une signification équivoque, correspondant parfois au niveau moléculaire
effectivement & un rejet cellulaire, ou s’apparentant & I’absence de rejet du greffon’®.
L’indication de traitement des Iésions de rejet dit « borderline », en particulier lorsqu’il est

infraclinique, n’est pas consensuel™®%.

2.2. REJET HUMORAL AIGU

2.2.1. Physiopathologie
Bien que possiblement associés, on oppose le rejet cellulaire au rejet humoral. Le rejet
humoral est un processus dynamique di a la présence ou a 1’apparition d’anticorps dirigés
specifiquement contre des déterminants antigéniques du donneur (DSA). llIs concernent
classiquement les antigénes HLA (Human Leukocyte Antigen) du complexe majeur
d’histocompatibilité”, mais également les antigénes apparentés au HLA comme MICA et
MICB (MHC class I-related molecules A and B)?, ou des antigénes endothéliaux non
HLA®. Ces DSA se lient aux antigénes cibles de I’endothélium du greffon®. lls activent la
voie classique du complément entrainant, le recrutement de polynucléaires neutrophiles par le
Cha (anaphylatoxine) et la formation du complexe d’attaque membranaire. Ils peuvent
également léser la cellule endothéliale par une cytotoxicité dépendante des anticorps médiée

par les cellules (ADCC), notamment par les cellules NK?.
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Figure 6: Mécanismes des lésions endothéliales secondaires aux DSA .

Les anticorps anti-HLA spécifiques du donneur peuvent étre présents avant la greffe suite a
une immunisation ancienne, liée a une transfusion, une greffe antérieure ou une grossesse. lls

peuvent également apparaitre aprés la transplantation. La formation de DSA de novo est

26-28 I

constatée chez environ 12 a 30% des greffés en fonction du risque immunologique S

28 26,27

apparaissent avec un délai de médian variant entre 3,8 mois “° et 4,6 années post
transplantation. Leur développement semble étre corrélé aux incompatibilités de classe II,

notamment HLA-DR et a I’observance des patientszs.
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Figure 7 : Histoire naturelle des Iésions du greffon médiée par les anticorps %*.

Le rejet aigu humoral peut survenir entre la premiére et la troisieme semaine apres la
transplantation précocement mais également de facon plus tardive selon la population étudiee
et des types de DSA, préexistants a la transplantation ou apparus de novo®. Les DSA de novo
sont de plus mauvais pronostic pour le greffon®. Ils donnent des formes plus tardives de rejet
avec des lésions chroniques et une présentation fréqguemment indolente ou infra clinique®*.
Les DSA de novo sont plus fréqguemment des DSA anti-HLA de classe Il ou une association

de DSA anti-classe | et anti-classe I1.

2.2.2. Définition du rejet aigu humoral
Le diagnostic de rejet aigu humoral est évoqué en présence d’une insuffisance rénale aigué ou
d’une protéinurie. Défini en 2001, le rejet humoral se caractérise par la présence de lesions
tissulaires rénales aigués, associées a la présence d’anticorps circulants spécifiques du
donneur®. Les lésions histologiques typiques qui définissent le rejet humoral aigu, sont la
nécrose tubulaire aigu€, 1’atteinte de la microcirculation rénale correspondant a la glomérulite

et a la capillarite péri-tubulaire, et ’atteinte artérielle parfois sévere pouvant aller jusqu’a la
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nécrose transmurale®*. L intensité des lésions vasculaires peut étre responsable d’un tableau
de micro angiopathie thrombotique. Par ailleurs la biopsie du greffon peut révéler des dépots
C4d, produits de dégradation du complément, dans les capillaires péri-tubulaires, témoins de

I’activation du complément par les anticorps.

2.3. CLASSIFICATION DE BANFF
La définition des différents types de rejets est formalisée par la classification de Banff. En
1991 dans la ville de Banff au Canada, la réunion d’un comité d’experts internationaux a
permis de créer une classification semi quantitative permettant d’harmoniser la lecture des
biopsies et de définir des scores de lésions élémentaires définissant les différentes types de
rejet de greffe rénale®. La classification de référence, rapportée par Racusen'®, fit établie en
1997. Depuis, elle est continuellement améliorée lors de conférences internationales biennales

en fonction des avancées de la recherche clinique, anatomo-pathologique®3*%

jusqu’a la
derniére édition en 2013, et I’introduction de données transcriptomiques®.
La classification de Banff définit 1’analyse des lésions rénales de la fagon suivante :

- les lésions a médiation humorales incluant le dépét de C4d isolé, le rejet aigu et le
rejet chronique actif

- lerejet a médiation cellulaire, aigu ou chronique actif

- les Iésions dites « borderline » suspectes de rejet cellulaire

- les Iésions de Fibrose Interstitielle et Atrophie Tubulaire (FI/AT)

- les autres lésions, sans lien avec un rejet de greffe, incluant notamment la toxicité des
anticalcineurines, les infections a BK virus ou les pyelonéphrites bactériennes, les
récidives de maladies initiales sur le greffon etc.

Cette classification repose sur les Iésions histologiques élémentaires mises en évidences sur

les biopsies de transplants rénaux. Ces lésions élémentaires peuvent étre aigués ou chroniques

(c) et étre localisées dans toutes les structures rénales :
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I’interstitium (infiltrat interstitiel « i », fibrose interstitielle « ci »),

des tubules (tubulite « t », atrophie tubulaire « ct »),

des glomérules (glomérulite « g », glomérulopathie d’allogreffe « cg », hyperplasie
mésangiale « mm »),

des vaisseaux de petits et moyens calibres (artérite « v », hyalinose artériolaire « ah »,

capillarite péritubulaire « cpt », endartérite fibreuse ou fibro-proliférative « cv »).

Les lésions élémentaires sont évaluées de facon semi-quantitative par un score pouvant aller

de 0 a 3, selon le degré d’atteinte des structures concernées.

2.3.1. Nouvelle définition BANFF 2013 du rejet humoral

Devant les avancées récentes concernant le rejet humoral, la 12°™ conférence de Banff *® en

aolt 2013 a modifié les criteres diagnostiques du rejet humoral en prenant en compte la faible

sensibilité du C4d, et en reconnaissant le rejet humoral C4d négatif. Elle définit des seuils

d’inflammation de la microcirculation modérée en absence de C4d (g+cpt). Elle inclut les

Iésions d’artérite intimale « v1 » et « v2 » comme des Iésions endothéliales du rejet humoral.

Le diagnostic consensuel de rejet aigu humoral nécessite les trois critéres suivants :

la présence d’anticorps circulants spécifiques du donneur,

des 1ésions histologiques aigués parmi lesquelles I’inflammation de la
microcirculation (g >0 ou cpt>0), les I€sions d’artérite (v>0), la microangiopathie
thrombotique ou la nécrose tubulaire,

des arguments pour une interaction récente entre les anticorps et 1I’endothélium
vasculaire incluant les dépéts de C4d dans les capillaires péritubulaires, ou un score
g+cpt >1, ou enfin une augmentation tissulaire des transcrits indiquant une activation

et des lésions endothéliales (ENDAT).
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Du fait de la spécificité imparfaite des 1ésions de capillarite, en présence d’autres 1ésions
histologiques évoquant un rejet borderline ou cellulaire, ou une infection, il est nécessaire

qu’il y ait au moins une glomérulite classée gl en absence de C4d.

g+ptc 22

ENDAT

DSA > 1 1sion histologi > 1 preuve d’ interaction
Anti-HLA ou autres 2 1 lesion histologique AC/endothélium

Figure 8 : Définition du rejet humoral Banff 2013, K. Renaudin SNO 2014 3%,

2.4. LESIONS MICRO-VASCULAIRES
Au cours du rejet humoral, une agression aigué¢ de I’endothélium microvasculaire se
manifeste sur la biopsie du greffon, par une inflammation de la microcirculation rénale,
glomérulite et capillarite péritubulaire. Lorsque la voie classique du complément est en jeu,
on observe des dép6ts de C4d dans les capillaires péritubulaires rénaux. Les cellules
mononuclées mise en évidence dans la microcirculation rénale peuvent étre des lymphocytes,
des monocytes-macrophages, et des cellules NK**°. Ces cellules sont recrutées au cours du
rejet humoral par les anticorps via I’activation de la voie classique du complément et la
libération de C5a, ou par leur récepteur du fragment Fc, qui se lie aux anticorps présents sur
les cellules de I’endothélium microvasculaire (ADCC). Enfin, ces lésions aigués peuvent

donner lieu a des 1ésions histologiques chroniques de la glomérulopathie d’allogreffe.
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2.4.1. Laglomérulite
La premicre manifestation de 1’agression aigué de 1’endothélium microvasculaire rénal est la
glomérulite, codifiée par la Classification de Banff 1997'. Ces lésions appartiennent au
spectre des lésions histologiques du rejet humoral. Elles correspondent a un infiltrat de
cellules mononuclées et un élargissement des cellules endothéliales des capillaires
glomérulaires. L’intensité des 1ésions est gradée de 0 a 3 selon le pourcentage de glomérules
impliqués : g0 pas de glomérulite, g1 glomérulite dans <25% des glomérules, g2 glomérulite
dans 26 a 50% des glomérules et g3 glomérulite dans >50% des glomérules. Ces lésions de
glomérulite, dans le cadre du rejet humoral, sont associées au pronostic du greffon

indépendamment d’autres marqueurs comme le C4d*.

Figure 9 : Glomérulite
Score « g »
% de glomérules atteints
g0 : absence
gl:<25%
g2:25a75%
g3 :>75%

2.4.2. La capillarite péritubulaire (cpt)
La seconde manifestation de I’atteinte de la microcirculation rénale est la capillarite
péritubulaire. Elle est définie par la classification de Banff 2007. La capillarite correspond a la
présence d’¢léments inflammatoires dans la lumiere des capillaires péritubulaires corticaux,
(en évitant d’analyser les zones éventuelles de pyélonéphrite, de fibrose, ou d’infarctus) 240

L’intensité des lésions est gradée de 0 a 3 selon le nombre de cellules inflammatoires par

section de capillaire. Il peut étre précisé par la dispersion focale, ou diffuse.
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Figure 10 : Capillarite
Score «cpt»

cpt0 : absence ou <10% des cpt

cpt1: 3 a4 éléments/capillaire
cpt 2 : 5 a 10 éléments/capillaire
cpt 3 : >10 éléments/capillaire
Focal <50%
Diffus > 50% des cpt

Ces lésions microvasculaires témoignent de 1’agression de I’endothélium. Elles sont

sensibles mais manquent de spécificité pour le diagnostic du rejet humoral.

2.4.3. Apport des dépdts de C4d péritubulaire

Figure 11 : Score C4d en Immunohistochimie & gauche et Immunofluorescence a droite

0 : négatif 0% de la biopsie,
1 : minime 1 a 10%,
2 : focal 10 a 50%,
3 : diffus >50%.

Le mécanisme d’action des anticorps dans le rejet humoral a pu étre mieux appréhendé depuis
la description, en 1991, par Feucht et al.*?, de dép6ts dans les capillaires péritubulaires de

C4d, produit de clivage inactif de la voie classique du complément. Il témoigne de I’action
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directe des anticorps sur la cellule par activation du complément. La bonne spécificité des
dépdts C4d en a fait un critéere de la définition du rejet aigu humoral, en plus des lésions

histologiques endothéliales®.

Cependant, Loupy et al. ont, par la suite, mis en évidence la faible sensibilité des dépdts de
C4d, en particulier chez les patients immunisés avec des DSA en pré transplantation**,
D’authentiques rejets humoraux sont décrits en absence de dépots de C4d et évoluent vers le
rejet chronique du greffon'"*"44#° Ce défaut de sensibilité du C4d s’explique en partie par le
caractére dynamique du processus de rejet humoral qui entraine une fluctuation au cours du
temps des dépots de compléments dans le rein. I s’explique également par les difficultés
techniques de ces tests réalisés par immunohistochimie ou par immunofluorescence (Figure
11), et par la possibilité d’un rejet humoral agissant de maniére indépendante du complément,
notamment par I’ADCC. Ainsi, dans la nouvelle définition du rejet humoral de la derniere
conference de Banff, le C4d contribue au diagnostic mais n’est pas retenu comme
indispensable au diagnostic du rejet humoral .

Par ailleurs, le C4d n’est pas parfaitement spécifique du rejet humoral. L’entité « C4d sans
évidence de rejet » est ajoutée a la classification de Banff en 2013 *. Elle répond & la

définition suivante : C4d>0 en IHC ou c6té a 2 et 3 en IFI, en absence de Iésions aigués ou

chroniques vasculaires, ou de rejet cellulaire ou borderline.

2.4.4. Score d’inflammation de la microcirculation
La presence de lésions de glomérulite et de capillarite sur les biopsies sont hautement

corrélées®. Sis et al. *

ont associé ces deux types de lésions microvasculaires et defini un
score d’inflammation de la microcirculation comme la somme de la glomérulite et de la

capillarite « g-score + cpt-score » qui varie de 0 a 6.
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L’inflammation de la microcirculation était associée a la présence de DSA circulant : 67% des
patients avec un score g + ptc > 0 avaient des DSA contre, 20% en absence d’inflammation de
la microcirculation. L’incidence des DSA augmentait progressivement avec le score

d’inflammation de la microcirculation des qu’il est égal a 1 ou plus, Figure 12,

A. C.
+ptc=6 n=0
g3 67% n=3 o
gtpte=5 | T -9
g2 T gépte=4 net7
DSAnegative 9+ptc=3 TR =29 DS A negative
g1 T -:: = DsApositive  g4ptc=2 TR -20 ® DSA positive
g+pte=1 | 53%  [EEl
2% [
" o] - ——
g1 vs. g0, p<0.0001
0% 20% 40% 60% B80% 100% g>1vs. g0, p=0.000108 0% 20% 40% 60% 80% 100%

g+ptc=1 vs. g+plc=0, p=0.0254
B. g+pte=2 vs. g+pte=0, p=0.0185
g+ptc=3 vs, g+ple=0, p<0.0001

gpic=4 vs, g+pic=0, p<0.0001
ptc3 n=19 g+plc=5 vs. g+plc=0, p=0.0014
pez | TR
DSA negative
ptci EETE -2 = DSA positive
ptco |z R

ptc1 vs. ptcO, p<0.0001
0% 20% 40% 60% B80% 100% ptc2vs. plcd, p<0.0001
ple3 vs. pie, p<0.0001

Figure 12 : Fréquence de la présence de DSA en fonction des lésions d 'inflammation de la
microcirculation sur les biopsies de greffon (n=109) : (A) glomérulite, capillarite
péritubulaire (B) ou la somme g+cpt (C) *.

Les Iésions d’inflammation de la microcirculation ne sont pas parfaitement spécifiques du
rejet humoral. Elles pouvaient étre retrouvées associées a du rejet cellulaire, de la nécrose
tubulaire ou de la glomérulonéphrite. La construction d’un arbre de prédiction des DSA
montrait que le score d’inflammation de la microcirculation était le meilleur prédicteur de la
présence de DSA de novo, avant le délai post-transplantation et les dépots C4d, Figure 13.
Pour les biopsies tardives, ce score est fortement prédictif de la présence de DSA

indépendamment du C4d, qui n’apportait pas d’information supplémentaire.

26



Training set )
I :
N=173 biopsies I DSA + Variables entered:

[ IDSA- g+pte sum score, C4d, i, t,v,

cg, mm, ¢i, ct, cv, ah,
time post transplant,
GFR at biopsy, proteinuria

=0 (n=115) >0 (n=58)

| g+pte [—

80%

=466 days Time posttx >466 days 5351 days >351 days
21%
61% 73%
0%
2or3 Oor1 d Qor2 N=47
69% .
N=5 N

|=! =2 N=9

'

89%

Figure 13 : Arbre de prédiction de la présence de DSA *°.

a. Corrélation avec la survie
Ce score d’inflammation de la microcirculation est également associé a la survie du greffon.
De Kort et al. ont montré que le score d’inflammation de la microcirculation était associé,
chez 58 patients avec un risque immunologique standard et ayant développé des DSA anti-
HLA de novo en post transplantation a la survie du greffon. Un score a 3 et plus entrainait un
sur-risque de perte de greffon multiplié par 21 (95% CI 2.5-180.0, P=0.005) indépendamment
du C4d?®. L’inflammation de la microcirculation permettait de prédire la perte du greffon
avec une meilleure significativité que le C4d. Ce score apparait étre corrélé a la survie des
greffons globalement, mais chaque lésion de glomérulite et de capillarite est également

associée une moindre survie des greffons?®%,

27



Death-censored graft survival (%)

2 MO0 (n=26)
~£IMI 142 (n=21)
—TIMIz3  (n=11)

[——

Months after index biopsy

Figure 14 : Courbes de survie des greffons en fonction du score d’inflammation de la
microcirculation sur une biopsie pour cause avec des anticorps anti HLA spécifique du

donneur apparus de novo?.

2.4.5. Glomérulopathie d’allogreffe
Les lésions de glomérulopathie d’allogreffe (GA) témoignent de [D’atteinte durable du
glomérule rénal. Elles correspondent au pourcentage de doubles contours dans le glomérule.
Elles sont associées & une moindre survie du greffon & long terme.”® Les lésions
d’inflammation de la microcirculation et en particulier la glomérulite sont un facteur de risque
de GA et de fibrose interstitielle et atrophie tubulaire (FI/AT), chez des patients ayant des
DSA en pré transplantation, desensibilisé*’. La GA peut se développer, comme la glomérulite
en absence de dépdts C4d “®, témoignant d’un mécanisme indépendant du complément. Dans
I’étude de Bagnasco et al *’, la majorité des patients avec de la glomérulite développait des
Iésions chroniques ; et, la glomérulopathie d’allogreffe était précédée dans 90% des cas de
glomérulite. 11 s’écoulait en moyenne 15 mois entre la découverte de la glomérulite et
I’apparition de la glomérulopathie d’allogreffe. Ce délai ne semblait pas étre modifié par la

présence de dépot de C4d.
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Figure 15 : Délai entre les lésions de glomérulite « g » et | ’'apparition de glomérulopathie
d allogreffe « cg» .

2.5. INFLAMMATION MICROVASCULAIRE EN ABSENCE DE DSA ET
DEVENIR DES GREFFONS

Ces lésions de glomérulite et capillarite péritubulaire sont des éléments essentiels de 1’analyse
anatomo-pathologique du greffon rénal. Lorsqu’elles sont associées a la présence d’anticorps
spécifiques du donneur (DSA), ces Iésions sont une composante du rejet aigu humoral. Prises
isolément, elles permettent de prédire la présence de DSA et sont corrélées de facon
péjoratives au pronostic de la greffe.

Pourtant, I’impact clinique de ces 1ésions retrouvées isolément n’est pas connu et le pronostic
des patients ayant des lésions de glomérulite et/ou de capillarite en absence de DSA
détectable, reste méconnu. Buob et al. ont analysé de maniére rétrospective 20 patients ayant
des Iésions isolées de glomérulite *°. La glomérulite isolée était définie comme mise en
évidence en absence de dépdt de C4d péritubulaire ou de DSA circulants. La présence de
glomérulite isolée sur des biopsies protocolaires a 3 mois de la transplantation n’influengait
pas la fonction du greffon rénal a 3 ans. L’hypothése était que ces 1ésions d’inflammation de

la microcirculation, survenant de maniére précoce dans les suites de la greffe, soient le fait
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d’une inflammation aspécifique liée aux 1ésions d’ischémie-reperfusion, plus que le témoin de
humoralité, et auraient donc un caractere réversible. Les biopsies réalisées a distance chez
certains des patients montraient en effet une régression des lésions.

A notre connaissance, il n’y a pas d’étude qui évalue le devenir et la prise en charge des
patients chez qui est mis en évidence une inflammation de la microcirculation sur des biopsies
systématiques a 1 an de greffe, en absence d’immunisation anti HLA spécifiques du donneur
concomitante. Notre but est donc d’étudier ces lésions de la microcirculation rénale, a
distance des événements ischémiques du post greffe immédiat, dans le but éventuel de

I’intégrer & la prise en charge du patient sans attendre un évenement clinique éventuel.

L’objectif de ce travail de these est d’évaluer I'impact de ces lésions de glomérulite et
capillarite sur le devenir a moyen terme des greffons et des patients. Nous avons donc analysé
une série de 3926 patients des centres du reseau CENTAURE Necker, Lyon et Nantes entre le
1% janvier 2001 et le 1* janvier 2011, pour lesquels une inflammation de la microcirculation
du greffon rénal (g+cpt>=1) était révélée sur une biopsie protocolaire a 12 mois de la greffe,

en absence de DSA concomitant.
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3. PATIENTS ET METHODES

11 s’agit d’une étude observationnelle, multicentrique, francaise, réunissant les trois centres de
transplantation rénale des hopitaux de Lyon, Necker et Nantes appartenant au réseau de

Recherche en Transplantation CENTAURE.

3.1. COHORTE DIVAT
Notre cohorte constitue un échantillon de la cohorte DIVAT (Données informatisées et
VAlidées en Transplantation, www.divat.fr). Le recueil des données de la cohorte DIVAT a
été effectué de maniere prospective au cours des visites de suivi post-greffe. L’extraction des
données de la base a été réalisée en mai 2014, certaines données manquantes ont été
renseignées a posteriori. La cohorte a été déclarée a la CNIL, et un consentement écrit a été
obtenu pour chaque patient participant. Un numéro informatique, unique par patient, permet

une anonymisation des données informatisées.

3.2. CRITERES D’INCLUSION

e Transplantation rénale seule, ou rein-pancréas

e [ssue de donneurs vivants, décédés de mort encéphalique ou a coeur non battant

e Réalisée entre le 1* janvier 2000 et le 1*" janvier 2011

e Receveur agé de plus de 18 ans

e Biopsie protocolaire du greffon rénal réalisée a 1 an de la greffe (entre 10.5 et 13.5
mois)

e Absence d’anticorps anti-HLA spécifiques du donneur détectables a 1 an de la greffe

(entre 10.5 et 13.5 mois)
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3.3. CRITERES DE NON INCLUSION

e Présence d’anticorps anti-HLA spécifiques du donneur en pré-transplantation

e Anticorps anti-HLA spécifiques du donneur non recherchés ou non connus a 1 an de
la greffe (entre 10.5 et 13.5 mois)

e Rejet aigu prouve sur la biopsie réalisée a 1 an de greffe (entre 10.5 et 13.5 mois)

e Données majeures nécessaires a 1’analyse manquante (histologie, créatinémie a 1 ou 3
ans)

A noter que les patients ayant une histologie a un an classée « borderline », sont

considérés comme suspects de rejet et ne sont pas exclus.

3.4. VARIABLES ETUDIEES

3.4.1. Variable d’intérét - Inflammation de la microcirculation rénale
Nous avons recueilli I’analyse histologique de la biopsie rénale a un an, selon la classification
semi-quantitative de Banff en vigueur au moment de la biopsie. Une attention particuliére a
été portée a la présence de glomérulite ou de capillarite péritubulaire. Un score glomérulite +
capillarite péritubulaire a été calculé. Les patients ont été classés en deux groupes d’étude
selon la présence ou non d’une inflammation de la microcirculation du greffon rénal, qui

constitue notre variable d’intérét.

3.4.2. Facteurs de confusion potentiels

a. Caractéristique de la greffe

= Age, sexe, index de masse corporelle du receveur

= Etiologie de I’insuffisance rénale terminale

» Technique d’épuration extra rénale

= Antécédents de diabéte, de dyslipidémie d’HTA, antécédents cardio-

vasculaire, néoplasique
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Sérologie Hépatite B ou C

Immunisation pré-greffe anti-HLA classe 1 et 2

Age et sexe du donneur

Donneur a criteres élargis (ECD pour Extended Criteria Donor) : antécédent
d’HTA du donneur, décés de cause cardiovasculaire et créatinine avant
prélévement (> 132 umol/L umol/1) selon les criteres de ’'UNOS

Type de donneur vivant, décedé de mort encéphalique ou a coeur non battant
Centre de greffe

Date de greffe

Rang de la greffe

Nombre d’incompatibilités HLA donneur/receveur sur locus A, B, DR

Temps d’ischémie froide

Traitement immunosuppresseur d’induction (déplétant ou non déplétant) et
traitement d’entretien

Retard de reprise de fonction du greffon (Nombre de dialyses en post-greffe,

Nombre de jours de reprise de fonction)

b. Premiére année de greffe

Survenue dans la premiére année d’un rejet prouveé histologiquement
Infections virales a BK virus et CMV (définies par une réplication virale
sanguine significative), ou infections urinaires bactériennes basses ou hautes
Date d’arrét des corticoides en post-transplantation

Traitement immunosuppresseur d’entretien

Immunisation anti-HLA a M12
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3.4.3. Critéres de jugement
L’objectif de notre étude était d’évaluer le devenir des patients ayant des lésions
d’inflammation de la microcirculation sans dép6t de C4d et sans immunisation anti HLA
décelable dans le serum au moment de la biopsie de surveillance réalisée a un an de greffe. Le
critere principal de jugement retenu était la pente de perte de débit de filtration rénale entre un
et trois ans de greffe. La créatininémie était recueillie a six mois, un an, deux ans, trois ans et
si possible quatre et cing ans de la greffe, lors des visites de suivi annuelles. Le débit de
filtration glomérulaire était estimé par la formule MDRD (Modification of Diet in Renal
Disease) et exprimé en ml/min/1.73m2%°. Par ailleurs, nous avons retenu comme critéres de
jugements secondaires les paramétres suivants : le retour en dialyse, le déces et la protéinurie

des 24h (g/24h), recueillis a six mois, a un an, puis tous les ans.

3.5. ANALYSES STATISTIQUES

3.5.1. Analyse descriptive
L’analyse descriptive des caractéristiques des patients a 1’inclusion a été réalisée en fonction
de la présence sur la biopsie d’une inflammation de la microcirculation. Elle a permis
d’évaluer la comparabilité des groupes et de mettre en évidence des potentiels facteurs de
confusion dans la relation entre I’examen anatomo-pathologique de la biopsie et 1’évolution
de la fonction du greffon rénal a moyen terme. Les groupes étaient comparés a I’aide d’un t-
test pour les variables quantitatives et d’un chi-2 ou d’un test de Fisher exact pour les

variables qualitatives.

3.5.2. Survie patient-greffon
Nous avons étudié de maniére descriptive la survie patient-greffon, c’est-a-dire le temps entre
la transplantation et le premier événement survenant entre le retour en dialyse ou le décés du

patient avec son greffon fonctionnel.
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3.5.3. Pente d’evolution de la fonction rénale
Nous avons choisi d’analyser la pente d’évolution de la fonction rénale a moyen terme entre
la date de la biopsie et la troisieme année de greffe. Nous avons utilise la différence de
fonction par estimation du debit de la filtration glomérulaire, évaluée par la formule MDRD
(ml/min/1.73m2), entre la premiere annéee post transplantation et la troisieme annee de greffe,
calculée de la fagon suivante :

Pente DFG entre 1 et3ans = (DFG visite 3 ans — DFG visite 1 an) / (date visite 3 ans — date visite 1 an)

3.5.4. Analyse multivariée
Une régression linéaire a été utilisée avec, comme variable a expliquer, la pente reflétant
I’évolution de la fonction rénale, et, comme variable explicative d’intérét, le statut des
patients concernant la présence d’une inflammation de la microcirculation sur la biopsie a un
an. Dans un premier temps, une analyse univariée a été realisée pour chaque variable
explicative retenue comme cliniquement pertinente et pour les variables exprimées
differemment dans 1’analyse descriptive de fagon significative au seuil de 5%. Dans un
second temps 1’analyse multivariée a été réalisée. Les variables significatives au seuil de 20%
en univarié dans cette analyse étaient considérées comme des facteurs de confusion potentiels
et donc rentrées dans I’analyse multivariée. Nous avons forcé également, dans la modélisation
multivariée, les variables concernant le type de greffe (greffe de rein et greffe combinée rein-
pancréas) ainsi que le statut borderline (présence d’au moins une lésion interstitielle ou
tubulaire aigué) et la présence de FIAT. Le modéle multivarié utilisait une stratégie de
sélection pas a pas descendante. Le modéle de départ comprenait donc les variables forcées
énumérées précédemment ainsi que les variables significatives au seuil de 20% en analyse
univariée. Les variables étaient ensuite éliminées une a une jusqu’a ce que toutes les variables
soient significatives au seuil de 5%. Une attention particuliére était portée au coefficient de

notre variable d’intérét. Si la variation des coefficients était importante lors du retrait d’une
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covariable, témoignant d’un effet de confusion, cette variable était conservée dans le modele,
méme en dessous du seuil de significativité. L’adéquation et la qualité du mod¢le étaient
évaluéees. Toutes les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel R 3.0.1. Aucune

interaction n’a été testée dans le modele.
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4. RESULTATS

4.1. DESCRIPTION DE LA POPULATION

4.1.1. Caractéristiques genérales de la population
A partir des 3926 patients éligibles greffés entre le 1% janvier 2000 et le 1* janvier 2011 sur
les trois centres de Lyon, Nantes et Necker, 350 patients ont été inclus dans notre étude. La
Figure 16 présente le diagramme de flux de la population étudiée. Parmi ces patients, nous
avons observé la présence d’une inflammation de la microcirculation sur la biopsie rénale,

chez 99 patients d’entre eux, contre 251 qui n’en présentaient pas.

PRE-INCLUSION:INE3926R&ransplantés@ein@®ul@ein-pancréasi
De®1/01/2000zu®1/01/2011M@
Lyon,MNecker@®u@Nantesl

NONANCLUSEB275R
2871@bsence@etiopsie@nalysable@FLEnE
378@SAmon&echerchésBEHARBNER
26@AnticorpsEnti-HLABpécifiques@uionneur@ELEnEl

INCLUSEINE®B51”ransplantésyant@inefbiopsie@luEreffonZELEnz
Absence®l’AnticorpsEnti-HLABpécifiquesBlu@lonneurEEIinZnk

EXCLUSENEZ-BO1R
67@nticorps@nti-HLABpécifiques@ulonneur@n@ré-greffel
149@reffes@vectejet@iguraitéBuribiopsieE AN
85@bsence@eréatininémie@BEnsE

COHORTEFINALEGNE-B50@atients@ransplantésf
99 vecdésions®’inflam mation@ledaBmicrocirculation@énale
251Bansdésion@’infla mation@leda@nicrocirculation®énalel

Figure 16 : diagramme de flux de la population étudiée.

Les patients greffés étaient issus majoritairement de Nantes (149 dont 27 ayant une
inflammation de la microcirculation rénale), Necker (128 dont 33 ayant une inflammation de
la microcirculation rénale), et 73 patients de Lyon (dont 39 ayant de la microcirculation

rénale), Figure 17.
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Figure 17 : Centres de Transplantation.

La quasi-totalité des greffes (93%) ont eu lieu a partir de 2006. La figure 17 présente I’année

de transplantation des patients inclus.
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Figure 18 : Années de transplantation des patients inclus.

4.1.2. Caracteristiques de la greffe
Les tableaux 2 et 3 décrivent la population étudiée, au moment de la greffe, selon la présence
ou non d’une inflammation de la microcirculation rénale sur la biopsie 1 an. L’age moyen de
la population étudiée était de 47 ans. Elle se composait a 69% d’hommes. Il n’était pas
observé de différence de type de donneur entre les deux groupes. Les transplantations étaient
issues de donneurs vivants dans 9,4 % des cas. 31,3 % des greffons provenaient de donneurs a

critéres élargis et 3,2% de donneurs a cceur non battant. Une des spécificités de notre
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population était que 19,4 % des patients ont eu des greffes rein et pancréas, expliquant une
forte représentation du diabete (25,4%) comme cause de I'IRC terminale. Les patients
recevaient un traitement d’induction déplétant par sérum anti lymphocytaire, ou non déplétant
par anti-CD25, puis une immunosuppression moderne de type Tacrolimus, Acide

Mycophénolique et corticoides.

Totale MI+ M- Données p-value
N=350 N=99 N=251 mangquantes
CARACTERISTIQUES DU RECEVEUR
Age a la greffe (années) 47,3+119 479+128 47,0+11,6 0 05479
Genre masculin 242 (69,1) 62 (62,6) 180 (71,7) 0 0,0974
Indice de masse corporelle (kg/mz2) 238+38 24,1+ 4,0 23,7+3,7 0 04392
Maladie rénale initiale 0 0,5713
- Indéterminée 47 (13,4) 10 (10,1) 37 (14,7)
- Glomérulonéphrites 78 (22,3) 19 (19,2) 59 (23,5)
- Cause interstitielle 112 (32,0) 79 (31,4) 33 (33,3)
- Vasculaires 24 (6,8) 8 (8,0) 16 (6,4)
- Diabete 89 (25,4) 29 (29,3) 60 (23,9)
Technique d’épuration extra-rénale 1 0,9325
- Greffes préemptives 62 (17,7) 17 (17,2) 45 (17,9)
- Dialyse péritonéale 16 (4,6) 4 (4,0) 12 (4,8)
- Hémodialyse 271 (77,2) 78 (78,8) 193 (76,9)
Antécédents de diabéte 99 (28,3) 32 (32,3) 67 (26,7) 0 0,2922
Antécédents d’hypertension 324 (92,6) 85 (85,9) 239 (95,2) 0  0,0026
Antécédents cardiovasculaire 120 (34,3) 29 (29,3) 91 (36,3) 0 0,2165
Antécédents de dyslipidémie 122 (34,9) 29 (29,3) 93 (37,1) 0 0,1701
Antécédents de néoplasie 23 (6,6) 7(7,1) 16 (6,4) 0 0,8129
Sérologie HCV positive 12 (3,5) 2(2,2) 10 (4,0) 8 06142
Immunisation anti-classe | positive 61 (18,1) 21 (23,1) 40 (16,3) 13 0,1490
Immunisation anti-classe Il positive 45 (13,5) 22 (25,0) 23(9,4) 17 0,0002

Tableau 2 : Description des caractéristiques des receveurs a la greffe.
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Totale MI+ MI- Données

N=350 N=99 N=251  manquantes P o
CARACTERISTIQUES DU DONNEUR
Age 48,1+15,7 47,0+16,7 485+153 0 0,4261
Genre masculin 208 (59,4) 56 (56,6) 152 (60,6) 0 0,4933
Créatininémie (micromol/L) 949+785 90,2+476 96,8+879 5 0,3760
Statut du donneur 0 0,6509
- Vivant 33(9,4) 10 (10,1) 23(9,2)
- Décés de causes vasculaires 166 (47,3) 43 (43,4) 123 (49,0)
- Autres causes de décés 148 (42,2) 45 (45,5) 103 (41,0
Hypertension 64 (18,9) 18 (18,8) 46 (19) 12 0,9564
Donneur a critéres élargis 89 (31,3) 26 (31,7) 63 (31,2) 33 0,9319
Donneur a coeur non battant 10 (3,2) 4 (4,5) 6 (2,6) 0 0,6205
CARACTERISTIQUES DE LA GREFFE
Avant 2007 107 (30,6) 30 (30,3) 77 (30,7) 0 0,9454
Rein-Pancréas 68 (19,4) 22 (22,2) 46 (18,3) 0 0,4068
Seconde ou troisieme greffe 27 (7,7) 12 (12,1) 15 (6,0) 0 0,0523
Au moins 5 incompatibilités ABDR 64 (18,3) 14 (14,1) 50 (20,0) 1 0,2023
Ischémie froide (heure) 18,0+8,3 16,7+8 185+84 0 0,0636
Délai entre dialyse et transplantation 32+3.2 33+35 2923 62 0,2272
Traitement d’induction déplétante 136 (38,9) 50 (50,5) 86 (34,3) 0 0,0050
Traitement d’entretien
- CSA 83 (23,7) 24 (242) 59 (23,5) 0 0,8840
- Tacrolimus 257 (73,4) 71(71,7) 186 (74,1) 0 0,6489
- Inhibiteur de mTor 5(,4) 2 (2,0) 3(,2) 0 0,6242
- Belatacept, BMS 12 (3,4) 5(,1) 7(2,8) 0 0,4708
- MMF/MPA ou AZA 339 (96,9) 94 (94,9) 245 (97,6) 0 0,3449
- Corticoides 313 (89,4) 90(90,9) 223 (88,3) 0 0,5716
Retard au démarrage du greffon 075 (21,4) 15 (15,2) 60 (23,9) 0 0,0723

Tableau 3 : Description des caractéristiques des donneurs et de la greffe.

Nous avons observé plusieurs facteurs, répartis difféeremment selon notre critére d’intérét
« inflammation de la microcirculation » (p-value <0.05), et qui constituaient de potentiels
facteurs de confusion. L’inflammation de la microcirculation était plus fréquente chez les

secondes et troisiemes greffes par rapport aux premieres greffes. Les patients ayant une
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inflammation de la microcirculation avaient moins d’antécédent d’hypertension. Ils étaient
plus fréeguemment immunisés contre les antigenes HLA classe-I11 non DSA avant la greffe et
contre les antigenes HLA classe-I et -1 a un an de la greffe. lls ont été logiqguement plus
souvent traités par induction déplétante au moment de la greffe. Les reprises de fonction
retardées du greffon étaient étonnement plus rare, mais de maniére non significative. Ce
résultat s’explique probablement par un temps d’ischémie froide qui avait tendance a étre plus

court chez les patients ayant une inflammation de la microcirculation.

Enfin, au cours de la premiere année, 24% des patients avaient présenté un épisode de rejet
avéré ou suspect : humoral dans 1,1% des cas, cellulaire dans 10%, et borderline dans 8,5%,
qu’ils soient traités ou non. Les patients avec MI+ présentaient plus fréguemment un épisode
de rejet aigu. Ils s’agissaient en particulier de rejets « borderline » le plus souvent non traités.
Il n’y avait pas de différence au cours de la premiere année concernant les infections urinaires

bactériennes ou les infections virales 8 CMV ou BK virus, Tableau 4.

Totale MI+ MI- Données p-value
N=350 N=99 N=251 manquantes

CARACTERISTIQUES AU COURS DE LA PREMIERE ANNEE

Traitement par corticoides 278 (79,4) 83 (83,8) 195 (77,7) 0 0,2406
Traitement par antihypertenseur 280 (84,3) 81 (82,7) 199 (85,0) 18  0,5848
Infection urinaire bactérienne 138 (39,4) 43 (43,4) 95 (37,8) 0 0,3355
Infection 8 CMV 34 (9,7) 13 (13,1) 21 (8,4) 0 01752
Infection a BK virus 25(7,1) 6 (6,1) 19 (7,6) 0 0,6215
Rejet aigu prouvé ou suspecté 84 (24,0) 40 (40,4) 44 (17,5) 0 <0,0001

- Cellulaire 35 (10) 14 (14) 21 (8,3)

- Borderline traité 30 (3,7) 3(3) 10 (3,9)

- Borderline non traité 17 (4,8) 13 (13) 4 (1,6)

- Humoral 4(1,1) 4 (4) 0 (0)

- Indéterminé / Non biopsié 15 (4,2) 6 (6,1) 93,2

Tableau 4 : Description des traitements et des événements infectieux et immunologiques

au cours de la lere année de greffe.
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Totale MI+ MI- Données p-value
N=350 N=99 N=251 manquantes

IMMUNISATION HLA A UN AN POST-GREFFE

Immunisation anti-Classe | + 23 (6,6) 14 (14,1) 9 (3,6) 0 0,0003
Immunisation anti-Classe 11 + 29 (8,3) 21 (21,2) 8 (3,2) 0 <0,0001
Ac Anti-HLA spécifique du donneur 0 0 0 0

Tableau 5 : Immunisation anti HLA a 1 an de greffe.

4.1.3. Description histologique
Les patients sans inflammation de la microcirculation avaient par définition un score g+cpt
égal a 0. Les patients avec inflammation de la microcirculation avaient un score variant de 1 a

4 : 70% avaient un score a 1, 15% a 2, 15% a 3 ou 4, Figure 19.

40
3%

Figure 19 : Répartition de [’intensité du score g+cpt dans la cohorte.

La glomérulite était en moyenne de 0,64 0,71, la capillarite péritubulaire a 1,49 +0,84 et le
score g+cpt a 1,49 £0,84. Le C4d était positif chez seulement 11 patients sur ’ensemble des
patients inclus, avec une répartition égale entre les deux groupes. Le C4d n’était pas connu
pour 75 patients, 17 avec inflammation de la microcirculation et 58 patients sans. 3,7% des 82
patients avec inflammation de la microcirculation et une analyse du C4d réalisé, avaient un

C4d positif focal ou diffus. Sur les 193 patients sans inflammation de la microcirculation et
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avec un C4d analysable, 4,1% avaient un C4d positif. On observait significativement plus de
1ésions aigués d’infiltrat interstitiel et de tubulite et donc plus de rejets « borderline » chez les

patients avec inflammation de la microcirculation.
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Figure 20 : Lésions histologiques aigués & un an, en fonction de la présence d une
inflammation de la microcirculation (MI+), moyenne + écart type, t-test de Mann
Whitney.

De fagon attendue, les Iésions de glomérulopathie d’allogreffe, bien que peu importantes,

étaient plus fréquentes dans le groupe avec inflammation de la microcirculation, de méme que

les lésions chroniques de FI/AT.
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Figure 21 : Lésions rénales chroniques a un an, en fonction de la présence d’une
inflammation de la microcirculation (MI+), moyenne * écart type, t-test de Mann
Whitney.
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Totale MI+ MI- Données p-value

N=350 N=99 N=251 manquantes
BIOPSIE A 1 AN- LESIONS AIGUES
Délai post transplantation (mois) 12512 12,5+0,8 12,6 £1,9 0 06914
Biopsie systématique 339 (96,9) 96 (97,0) 243 (96,8) 0 1,0000
Glomérulite « g » 0,18 +0,47 0,64 +0,71 00 0 /
Capillarite péri-tubulaire « cpt » 0,25+0,56 0,94 £0,74 00 10 /
Score g+cpt 0,39 +0,79 1,49 +0,84 00 10 /
Dépot de C4d 0,06 +0,28  0,05+0,27 0,06 +0,29 75 (17/58)  0,8386
Artérite «v» 00 040 040 9 1,0000
Tubulite « t» 0,25+0,54  0,51+0,63 0,14 +0,47 0 <0,0001
Infiltrat interstitiel « i » 0,15+0,38 0,34+0,54 0,07 £0,27 0 <0,0001
Rejet « borderline » 45 (13,1) 45 (45) 25 (10) 0 <0,0001
i>lout>1 85 (24,3) 53(535)  32(12,7) 0 <0,0001
BIOPSIE A 1 AN- LESIONS CHRONIQUES
Glomérulopathie d’allogreffe « cg » 0,03 0,21 0,07 £0,36 0,01 +0,09 10 0,0096
Fibrose interstitielle « ci » 0,92+0,84 1,12+0,83 0,84+0,84 3 0,0022
Atrophie tubulaire « ct » 0,94+0,82 1,12+0,79 0,87 0,82 40,0037
ci+ct>2 76 (22,0) 46 (18,5) 30 (30,6) 40,0146
Existence d’une FIAT 194 (55,7) 62 (63,3) 132(52,8) 2 00771
Endartérite fibreuse « cv » 0,80 £0,84 0,79+0,86 0,80 +0,82 36 0,7911
Hyalinose artériolaire « ah » 0,65 +0,86 0,57 +0,85 0,68 +0,86 8 0,1919

Tableau 6 : Histologie des biopsies rénales a un an selon la classification de Banff.
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4.2. SURVIE PATIENT-GREFFON
A trois ans de la greffe, un seul évenement a eu lieu sur les 350 patients. Un patient avec une
inflammation de la microcirculation est retourné en dialyse puis décédé suite a une infection
pulmonaire mycosique. A cing ans dans le groupe avec inflammation de la microcirculation,
sur 50 patients suivis, 4 patients (8,0%) sont retournés en dialyse et 2 autres (4%) sont
décédés, contre 9 retours en dialyse (5,6%) et 7 déces (4,5%) sur 156 patients suivis dans le

groupe sans inflammation de la microcirculation.

4.3. EVOLUTION DE LA FONCTION RENALE
A 1 an, les patients avec inflammation de la microcirculation ont tendance a avoir une
meilleure fonction rénale a 59,1 contre 56,8 ml/min selon I’estimation du débit de filtration
glomérulaire calculée par la formule MDRD, non significatif. Au cours du temps, la tendance
semble s’inverser, puisqu’a trois ans les deux groupes ont une fonction rénale superposable, et
a 5 ans, les patients avec une inflammation de la microcirculation ont tendance a avoir une

clairance plus basse a 52,9 contre 54,7 en moyenne, non significatif (Annexe 2A).

Par conséquent, la pente de perte DGF annuelle entre un et trois ans a tendance a étre plus
importante a -1,8 + 7,6 contre -0,7 £ 6,4 ml/min/fan, p = 0,2224, dans le groupe avec
inflammation de la microcirculation (Annexe 3). La moyenne de perte de DFG totale entre un

et cing ans de greffe était de -8,33 + 18,7 contre -1,04 + 15,82 ml/min, p=0,0142, Figure 22.
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Figure 22 : Perte de fonction rénale entre un et cing ans de greffe selon la présence
d’inflammation de la microcirculation (MI+) a un an de greffe. A un an n=350 (99/251), a
trois ans n=349(98/251) et a cing ans n=195 (44/151). Valeurs représentée en moyenne et

déviation standard, t-test Mann Whitney.

4.4. EVOLUTION DE LA PROTEINURIE
La protéinurie ne semblait pas différente a un et trois ans de greffe. A 5 ans, une tendance a
une plus forte protéinurie, a 0,9 + 1,9 g/24h, était observée dans le groupe avec inflammation
de la microcirculation (n=28) contre 0,3 £ 0,9 g/24h (n=83), p = 0,1238. Trop de données
étaient manquantes sur la protéinurie et sur les traitements pour autoriser une interprétation de

ces résultats, Annexe 4.
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4.5. ANALYSE MULTIVARIEE DE LA PENTE DE DEGRADATION DE LA
FONCTION RENALE ENTRE 1 AN ET 3 ANS POST GREFFE

Les variables pertinentes cliniquement ou réparties différemment entre les deux groupes ont
été testées en univarié. Les variables dont la p-value est inférieure a 20 %, étaient considérées
comme apportant de I’information au mod¢le, Annexe 5. Elles étaient alors introduites dans le
mod¢le d’analyse multivariée. Le modéle multivarié était donc initialement composé des
variables explicatives suivantes : inflammation de la microcirculation, type de greffe (rein
pancréas versus rein), la présence de Iésions interstitielles ou tubulaires aigués,
I’immunisation HLA classe 1l au moment de la greffe, et HLA classe | a 1 an de greffe, le
rejet borderline, 1’existence d’une FIAT, le sexe du receveur, la période de greffe (> 2007), les

antécédents de diabéte et cardiovasculaire du receveur, la présence de C4d positif.

Coefficient + Ecart type p-value

Inflammation microcirculation -1,9160 + 0,9125 0,0365
g>1loucpt=>1

Intercept -0,0423 +0,6119 0,9449
Greffe Rein vs Rein-Pancréas -1,2489 + 0,9527 0,1908
Immunisation anti-HLA classe Il + a la greffe 1,5550 + 1,0724 0,1480
Existence d’une FIAT -1,0909 + 0,7399 0,1414
i>lout>1 0,6922 + 0,9539 0,4686

Tableau 6 : Modéle multivarié expliquant la pente d’évolution de la fonction rénale entre
un et trois ans post-transplantation (n=330) selon la présence d 'une inflammation de la

microcirculation sur la biopsie a un an.

Le tableau 6 présente le modéle multivarié obtenu. Aprés ajustement sur les facteurs de
confusion identifiés dans le modéle univarié, nous constatons que la pente annuelle de

diminution de la fonction rénale chez les patients ayant une inflammation de la
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microcirculation rénale est plus élevée d’en moyenne 1.92 ml/min/1.73m2 par rapport aux
patients n’ayant pas d’inflammation de la microcirculation. Autrement dit, les patients greffés
rénaux sans lésion interstitielle ou tubulaire aigues ou chroniques (FIAT) surajoutées, et non
immuniseés contre les molécules HLA de classe Il au moment de la greffe, ont une pente
annuelle d’évolution moyenne de leur fonction rénale de -0.04 ml/min/1.73m2 s’ils n’ont pas
d’inflammation de la microcirculation et de -2 ml/min/1.73m2 (i.e. : -0.04 - 1.916) s’ils ont

une inflammation de la microcirculation diagnostiquée sur la biopsie réalisée a un an.

De nombreuses données de C4d, étaient manquantes (58 sans inflammation de la
microcirculation et 17 avec inflammation de la microcirculation). Dans le but de conserver de
la puissance au modele, il a été réalisé initialement sans la prise en compte du C4d. L’apport
du C4d dans le modeéle a été testé secondairement. Dans le second modele testé (n=260) le
C4d ne modifie pas le coefficient lié a 1’inflammation de la microcirculation, qui reste a -
1,8+1,07, p=0,044. Le C4d a un coefficient de -4,07 £ 2,0879, p 0,0519. La perte de
puissance liée a la réduction du nombre de patients analyses de 330 a 260, faisait passer la p-
value de I’inflammation de la microcirculation au-dessus du seuil de significativité (Annexes

3).
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4.1. SCORE D’ INFLAMMATION DE LA MICROCIRCULATION > 1
Nous avons réalisé un analyse en sous groupe concernant le groupe des 29 patients avec un
score d’inflammation de la microcirculation a 2 ou plus (Annexe 2B). A trois ans, la perte de
fonction rénale était a 6,07 + 19,1 contre -1,35+£12,7, sans inflammation, p = 0,2611. A cinq
ans, la perte de DGF total devenait significativement plus importante a 10,16 + 22,07 (n=18)

dans le groupe avec un score >1, p=0,0463, Figure 23.
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Figure 23 : Perte de fonction rénale entre un et cing ans de greffe selon la présence a un an
de greffe d’inflammation de la microcirculation a 2 ou plus (MI>1) ou [’absence
d’inflammation (MI-). A un an n=280 (29/251), a trois ans n=280(29/251) et a cing ans

n=169 (18/151). Valeurs représentée en moyenne et déviation standard, t-test Mann Whitney.
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5. DISCUSSION

Le diagnostic actuel de rejet est basé sur 1’analyse anatomo-pathologique des lésions du
greffon diagnostiquée sur un fragment biopsique du greffon rénal généralement dans un
contexte de dégradation de la fonction rénale. Le suivi de I’immunisation anti-HLA
spécifique (ou non) du donneur dans le sérum des receveurs participe au diagnostic des rejets
a médiation humorale. Cependant, la généralisation récente des biopsies de surveillance, a
permis d’identifier des Iésions histologiques en dehors d’une immunisation ou d’un contexte
clinique aigu ou chronique, rendant complexe leur interprétation et leur prise en charge
thérapeutique. Le but de notre étude était d’apprécier les facteurs associés et les conséquences
sur le moyen terme de la présence, sur les biopsies de surveillance a 1 an, d’une inflammation
de la microcirculation rénale, en absence d’anticorps anti-HLA spécifique du donneur. Notre
hypothése de travail était que la présence de telles lésions « infra-cliniques » a 1 an étaient
potentiellement associée a une perte de fonction rénale accélérée entre un et trois ans de
greffe. Afin d’obtenir un échantillon de patients suffisant pour une exploitation statistique
satisfaisante, nous avons établi une collaboration avec les centres du réseau
DIVAT/CENTAURE (Necker et Lyon). Nous avons ainsi pu montrer, en tenant compte des
facteurs de confusion « classiques » en transplantation rénale, que les patients présentant une
inflammation isolée de la microcirculation sans immunisation HLA anti-donneur

concomitante avait une perte significative de fonction rénale entre 1 an et 3 ans de greffe.

5.1. POPULATION ETUDIEE

Dans notre cohorte, le taux d’immunisation était faible, seulement 18% des patients étaient
immunisés en HLA de classe | et 13,5% en classe-1l. Les patients recevaient un traitement
immunosuppresseur moderne classique avec une induction pour I’ensemble d’entre eux soit

par antiCD25, soit par sérum anti-lymphocytaire, et un traitement d’entretient par Tacrolimus
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et MMF ou MPA. A un an, plus des trois quarts des patients recevaient encore une
corticothérapie. Au cours de la premiére année, 15,5% des patients avaient présenté un
épisode de rejet avére et 8,5% des lésions borderline infra-cliniques, ce qui correspond aux

données de la littérature pour des patients a risque immunologique standard °*°.

5.2. ASSOCIATION AUX LESIONS BORDERLINES
Nous avons analysé I’inflammation de la microcirculation isolée, ne répondant pas a la
définition actuelle d’un rejet aigu humoral. En dehors des rejets aigus avérés, nous n’avons
pas exclu les patients ayant des lésions interstitielles et tubulaires aigues associées. Nous
avons alors observé que 31% des patients du groupe avec inflammation de la microcirculation
présentaient des lésions « borderline » associées sur la biopsie & un an. Seulement 5% des
patients sans inflammation de la microcirculation avaient des telles lésions. L’association
était similaire pour des scores MI supérieur a 1. Cette association de Iésions inflammatoires
interstitielles « borderline », et d’inflammation de la microcirculation peut évoquer un
mécanisme immunologique commun & médiation cellulaire comme montré par Fahim et al.>".
Contrairement a ce qui était attendu, nous n’avons pas mis en évidence la présence de plus de
dép6ts de C4d péritubulaire, accompagnant ces lésions de la microcirculation. Sous réserve de

données manquantes, seulement 3,7 % des patients avec inflammation de la microcirculation

avaient des dépdts de C4d.

5.3. DEFAUT DE SPECIFICITE POUR LE REJET HUMORAL
Ces resultats suggerent un mécanisme de constitution de ces lésions différent du rejet humoral
classique. La glomérulite et la capillarite péritubulaire sont pourtant des Iésions ambigués qui
manguent de spécificité. L’accumulation de cellules inflammatoires dans les capillaires
rénaux glomérulaires ou péri-tubulaire est principalement décrite dans le rejet humoral. Ces
Iésions témoignent alors, de I’activation de 1’endothélium micro vasculaire par les DSA. Les
anticorps anti-HLA fixant le complément entrainent une activation de la voie classique et le
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recrutement de cellules mononuclées types monocytes-macrophages. Les anticorps ne fixant
pas ou peu le complément, notamment aprés leur fixation a 1’endothélium, entrainent le
recrutement des leucocytes par activation de 1’endothélium ou par leur récepteur eu fragment
Fc des anticorps™>°.

Sis et al.*® ont mis en évidence que la glomérulite est le plus souvent associée a du rejet
humoral mais qu’elle est associée a des rejets cellulaires dans 21% des cas, ou a des 1ésions de
glomérulonéphrite, dans 16% des cas. Ils montraient aussi que dans la premiere année de
greffe, la capillarite péri-tubulaire peut étre associée a la nécrose tubulaire, dans 24% de cas

ou a du rejet aigu cellulaire dans 16% des cas. Ils montraient une augmentation des cellules

NK et des macrophages dans les lésions d’inflammation de la microcirculation, mais
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Figure 24 : coupes histologiques avec marquages en immunohistochimie CD3 LT, CD68

monocytes macrophages et CD56 cellules NK, Sis et al. *.

Fahim et al.**

, ont analysé le type cellulaire de I’infiltrat présent dans la capillarite
péritubulaire par immunohistochimie. L’infiltrat de type monocytes-macrophages était
prédominant lorsque la capillarite s’accompagnait de C4d, alors que cet infiltrat était mixte,
de type monocytaire et lymphocytaire T en 1’absence de dépdts de C4d, témoignant d’un
| 516,57

probable mécanisme de rejet médié par les lymphocytes T. De méme, Magil et a

montrent que la glomérulite, sans dépdt de C4d, est composé principalement d’un infiltrat de
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cellules T, en faveur d’un mécanisme de rejet cellulaire ou mixte. A ’inverse, la glomérulite
associee a des dépots de C4d péritubulaire, témoins de la réaction humorale, était composée
d’un infiltrat majoritairement type monocytes-macrophages. Cet infiltrat de monocytes-
macrophages est un facteur prédictif indépendant de 1’évolution défavorable de la greffe a
deux et quatre ans, indépendamment de la présence de C4d*. Dans le rejet humoral, les
monocytes-macrophages, mais également les cellules NK et les transcrits de cellules NK, sont

augmentés dans les capillaires péritubulaires, en comparaison au rejet cellulaire®.

Les lésions de la microcirculation rénale peuvent aussi résulter d’infections virales par le
CMV®8, plus rarement par le BK virus®, ou de récidive de glomérulonéphrite. Cependant,
dans notre population, nous n’avons pas retrouvé de surreprésentation, ni des
glomérulonéphrites, comme étiologie d’insuffisance rénale terminale, ni d’infections virales,

dans I’année précédant la biopsie dans le groupe avec inflammation de la microcirculation.

Les Iésions histologiques de 1I’endothélium, en particulier la capillarite, sont évocatrices mais
non spécifiques d’un rejet humoral, et peuvent conduire a des diagnostics par exces. D’autres
lésions d’inflammation de la microcirculation peuvent étre également retrouvées : les rejets
mixtes ou cellulaires. La derniére classification de Banff 2013 a d’ailleurs ét¢ modifié pour
prendre en compte ce défaut de spécificité des I€sions d’inflammation de la microcirculation,
en particulier en I’absence de C4d, méme en présence d’anticorps anti-HLA specifiques du
donneur®. Le phénotypage de linfiltrat cellulaire sur les biopsies pourrait permettre
d’orienter le clinicien devant ces lésions encore ambigués d’inflammation de la
microcirculation, en affinant I’analyse histologique et en orientant vers un type de rejet, soit
de cellulaire médié par les Lymphocytes T, soit humoral avec une cytotoxicité directe ou a

médiation cellulaire dépendante des anticorps. Nous avons pour projet de caractériser le
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phénotype de I’infiltrat inflammatoire de ces greffons et de réaliser des élutions d’anticorps
anti HLA ainsi que de dosage par ELISA (One Lambda inc.) des anticorps anti AT1R comme

décrit par Dragun et al. ®%,

5.4. ALTERATION DE LA FONCTION RENAL A COURT TERME ESTIMEE
PAR LE CALCUL DU DFG - MODELE MULTIVARIE

Nous avons montré que I’inflammation de la microcirculation du greffon rénal, sans DSA
circulants, entraine une perte de fonction rénale indépendamment des autres parameétres
étudiés, et notamment, de lésions « borderline », ou de la FIAT, ou encore de la présence de
C4d. Le modéle que nous avons utilisé nous a permis d’intégrer ces variables de confusion
pouvant étre associée au chemin causal de 1’altération de la fonction du greffon. L’utilisation
d’un modé¢le statistique multivarié, ajusté sur ces variables de confusion, nous a permis
d’identifier le lien entre inflammation de la microcirculation et évolution de la fonction
rénale, indépendamment de toutes les autres variables testées. Nous avons ainsi montré que
I’inflammation de la microcirculation du greffon, a un an de la greffe, était associée a une
dégradation de la fonction du greffon avec une perte de DFG de -1,9 ml/min/an entre un et
trois ans de greffe, comparé aux patients ne présentant pas ce type de lésion. Ce lien entre
glomérulite, capillarite, et dégradation de la survie rénale, est cohérent avec la littérature.

Lefaucheur et al.®?

montre qu’au cours du rejet aigu humoral, ces 1ésions étaient associées a
un moins bon pronostic de la greffe. Chez les patients bénéficiant de greffe incompatible,
désensibilisés, plusieurs auteurs retrouvent cette association entre les 1ésions d’inflammation

de la microcirculation et la survie rénale 11284347.63 Ceg

Iésions étaient attribuées a un rejet
humoral infra-clinique et évoluaient vers 1’apparition de 1ésions chroniques entrainant la perte

de fonction rénale.
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5.5. DELAIS POST GREFFE DES LESIONS INFRACLINIQUES

Sur des biopsies précoces, a trois mois de la greffe, I’équipe de Lille *° a analysé la présence
d’une inflammation isolée de la microcirculation et, contrairement a notre étude, il n’a pas
retrouvé ce lien avec la fonction rénale a moyen terme. Les auteurs ont fait I’hypothése de
1ésions en rapport avec 1’ischémie-reperfusion initiale de la greffe, et qui seraient au moins en
partie réversible a court terme. La population était par ailleurs plus sélectionnée, car sans
aucune lésion aigue. Ces résultats étaient compatibles avec 1’étude de Sis et al.* qui mettaient
en évidence le lien, au cours de la premiére annee de greffe, entre inflammation de la
microcirculation et la présence de lésions anoxiques de nécrose tubulaire aigué, plutdt
qu’avec des lésions de rejet. A I’inverse, Nabokow et al. (Abstract# 601, ATC 2014)
retrouvent cette association entre la glomérulite isolée et un pronostic défavorable de la greffe
avec un suivi moyen de 4 ans.

Dans notre étude, les biopsies réalisées étaient « tardives » a un an de la transplantation, a
distance des lésions d’ischémie-reperfusion initiales. Ce délai avant la biopsie semble
s’accompagner d’une plus grande spécificit¢é des Iésions, notamment concernant
I’endothélium microvasculaire du greffon, affecté par la periode péri-opératoire. Les Iésions
constatées a un an, a I’inverse des 1ésions précoces sont corrélées a la fonction du greffon et
doivent étre prises en compte. Cependant a un an apres la greffe des lésions endothéliales sont
probablement déja établies. L’analyse en microscopie €lectronique pourrait montrer a ce stade
des signes précoces d’un début de multi lamellation endothéliale, conduisant a ’apparition

secondaire de glomérulopathie d’allogreffe (GA).

5.6. GLOMERULOPATHIE D’ALLOGREFFE ET Ml
La glomérulopathie d’allogreffe était peu présente dans notre cohorte mais elle était associee
significativement aux Iésions d’inflammation de la microcirculation. Les lésions de GA, sont

généralement associée a la présence des DSA®, et suivent 1’apparition de la glomérulite®.
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Elles peuvent cependant se développer en dehors de la présence de DSA ou de C4d **®°. Le

délai de constitution de la glomérulopathie d’allogreffe est de ’ordre de 15 mois, aprés

apparition des lésions microvasculaires inflammatoires ®.

Figure 25 : A gauche, aspect de double contours de la glomérulopathie d’allogreffe « cg ». A
droite, lésions de fibrose interstitielle et d’atrophie tubulaire « FIAT ».

De méme, & un an, les Iésions chroniques de fibroses interstitielles et d’atrophies tubulaires

qui peuvent étre induite par les lésions microvasculaires, ont été retrouvées plus fréquemment,

dans le groupe avec inflammation de la microcirculation.

5.7. ANTICORPS SPECIFIQUES DU DONNEUR
Nous ne pouvons exclure que des DSA soit impliqués effectivement dans le mécanisme
d’apparition de ces 1ésions, et qu’ils n’aient pas été détectés par les techniques employées. Sis

et al®

avaient montré que le score «g+cpt» des lésions d’inflammation de la
microcirculation rénale permettait de prédire la présence d’anticorps anti-HLA spécifique du
donneur, en particulier & partir du 351°™ jour de greffe.

L’absence de DSA était un critére d’inclusion indispensable. Elle distinguait notre population
des rejets humoraux classiques. Nous avons inclus 99 patients ayant ces lésions
d’inflammation a 12 mois de la greffe, en I’absence de DSA concomitants. Ces patients
avaient eu une recherche de DSA HLA a un an qui était négative. Si la donnée était

manquante, ils étaient exclus de I’analyse. Cependant, les techniques de détection des
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anticorps anti-HLA ont considérablement évoluées dans le temps. Historiqguement depuis la
recherche des DSA se faisait par analyse du pourcentage de cellules lysées au microscope par
Lymphotoxicité-complément dépendante (LCT), elle se fait dorénavant, par la mesure de
densité optique par ELISA, ou la mesure de la Mean Fluorescence Intensity (MFI) par
Cytométrie de flux/Luminex®. Ces techniques sont de plus en plus sensibles et spécifiques et
ont une meilleure résolution, mais manquent encore de standardisation. Les seuils de
positivité de la recherche restent peu consensuels selon les techniques et les centres, et la
reproductibilité de ces tests est insuffisante. Dans notre cohorte, la détection des DSA suivait
la pratique clinique locale. Elle était réalisée par une technique de dépistage initiale ou par
technique d’identification haute définition s’ils y avaient des anticorps anti-HLA. Cette
recherche est réalisée actuellement par des techniques les plus sensibles (Luminex One
Lambda inc. pour Necker et Nantes et Gen probe inc. Pour Lyon). Il n’est pas impossible que
des DSA n’aient pas été détectés, avec les techniques, et selon les normes utilisées,
notamment pour les greffes les plus anciennes. Il apparait nécessaire de vérifier I’absence de
DSA, chez tous les patients, par les techniques les performantes actuelles (Luminex®
dépistage voire Haute définition), éventuellement en prenant les seuils les plus bas reconnus.
On s’exposerait alors a un risque de faux positif avec les techniques Luminex®, du fait d’un

bruit de fond inhérent a la technique de cytométrie de flux.

Par ailleurs, des Anti-HLA DSA étaient peut-étre présent en pre greffe a des taux faibles.

Mais, il a été montré qu’une fois les DSA apparus, ils restaient le plus souvent présents dans

le sang circulant,”’ en dehors de traitement spécifique.
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D’autre part, des anticorps anti-HLA spécifique du donneur « sequestrés » dans le greffon ont
été mis en évidence par élution, mais ils s’accompagnaient de DSA des mémes specificités

dans le sang circulant®’.

Enfin, ces lésions évocatrices d’humoralité peuvent étre le témoin d’anticorps spécifiques du
donneur non-HLA, dont la recherche n’est pas réalisée en pratique courante. D’authentiques
rejets aigus humoraux non liés a I’apparition d’anticorps anti-HLA prouvent que des
antigenes non-HLA peuvent étre responsables de tableaux identiques. Parmi les cibles
antigéniques rapportées, on retrouve notamment les antigénes présents sur les cellules
endothéliales tels que les MICA (MHC class | chain-related gene A)®, et les récepteurs de

type 1 de I’angiotensine %,

5.8. IMPACT DU C4D ET LIEN ENTRE C4D MCI ET SURVIE DU GREFFON
Seulement 3,7 % des patients avec inflammation de la microcirculation avaient des dép6ts de
C4d dans les capillaires péritubulaires. Le nombre de données manquantes sur le C4d (75 au
total, 17 pour le groupe avec inflammation de la microcirculation), nous a poussé a réaliser
une premiere analyse multivariée, en ne tenant pas compte de ce critére. L’ajout de la variable
C4d ne modifiait pas le lien entre ’inflammation de la circulation et la perte de fonction
rénale. Cette perte de DGF était indépendante du statut C4d. Les dép6ts de C4d, bien que
rarement présents et de facon similaire dans les deux groupes semblaient étre associes a une
aggravation de perte de la fonction rénale de I’ordre de -4ml/min/an, indépendamment de
I’inflammation de la microcirculation. Ces résultats sont cohérents avec les données de la
littérature. En effet, 1’association entre les dépots de C4d et le pronostic rénal n’est plus a
démontrer, au cours du rejet aigu humoral clinique®, ou infra-clinique, sur des biopsies

protocolaires de patients greffés en HLA-incompatible®.
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5.9. LIMITATION - METHODOLOGIE

Notre étude présentait un certain nombre de limitations. Il s’agit d’une étude rétrospective
observationnelle. La méthodologie ne permet pas la mise en évidence de lien de causalité
mais seulement d’une association entre la présence de 1’inflammation de la microcirculation
et un sur-risque de dégradation de la fonction rénale. Comme toute étude rétrospective,
certaines données etaient manquantes. Pour certaines données un retour aux dossiers
informatisés permettait de récupérer les informations. Cependant, des données histologiques
notamment comme les dép6ts de C4d (75 données manquantes sur 350) ou la capillarite
péritubulaire (10 biopsies) restent inconnues. Pour la méme raison, 378 patients n’ont pu étre
inclus, car la recherche de DSA manquait a un an, au moment de la biopsie. Un des biais
majeur de cette étude est le dépistage des DSA réalisé selon la pratique clinique locale au
moment de la biopsie. Les patients les plus anciennement greffés n’avaient pas eu de
dépistage de DSA par les techniques les plus sensibles (Luminex et FACS), cela peut
constituer un biais important, c¢’est pourquoi nous avons testé 1’année de greffe avant 2007
dans le modele multivarié. Ces patients « historiques » étaient cependant peu nombreux.

Par ailleurs, pour étudier I’évolution de la fonction des greffons, nous avons utilis¢ la perte de
clairance rénale, estimée par la formule MDRD. Son applicabilité a la greffe rénale est
démontrée ®, mais une imprécision reléve du fait que nous n’avions pas accés a I’ethnie des
patients nécessaire dans la formule MDRD. De plus, la formule MDRD est adaptée selon la
technique de dosage de la créatinémie.

En outre, nous avons utilisé un modele multivarié pour interpréter la pente de la fonction
rénale, ce qui a permis de s’affranchir en partie des problémes de comparabilité des groupes.
Mais, malgré un effectif total de 350 patients dont 99 avaient des Iésions d’inflammation de la
microcirculation, de faibles effectifs sont analysés pour certaines variables. Certaines

données, bien que non significatives statistiquement, sont alors « influentes », car elles
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modifient le coefficient associé a I’inflammation de la microcirculation. Ces variables doivent
étre conserveées dans le modeéle multivarié. Cependant ces données influentes, en lien avec un
effectif restreint, engendrent un manque de robustesse du modele.

Enfin, ’interprétation des l1ésions histologiques bien que standardisée par la classification de
Banff, reste subjective et dépendante de Dinterprétation et de [I’habitude de
I’anatomopathologiste. L’évaluation recommandée jusque-la de la glomérulite, basée sur le
pourcentage de glomérules atteints, avait la plus grande corrélation avec le pronostic des
greffons®. Du fait d’une mauvaise reproductibilité¢ inter-observateurs, la définition de la
glomérulite « g » a été modifiée lors de la derniére conférence de Banff en 2013%°. Elle prend
désormais en compte la présence d’une occlusion ou quasi-occlusion de lumiere capillaire par
les cellules mononuclées et la turgescence endothéliale (score de Mihatsch), et bénéficie ainsi
d’une meilleure reproductibilité, tout en restant bien corrélée au pronostic rénal. La
reproductibilité de I’interprétation de la capillarite péritubulaire est également imparfaite*.
L’analyse histologique en microscopie électronique est recommandée dans de nombreuses
situations cliniques par la conférence de Banff. Elle permet de rechercher des signes précoces
de rejet humoral, tel un aspect de multi-lamellation des capillaires péritubulaires, conséquence

de la capillarite qui serait un argument pour du rejet humoral®.
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6. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

L’inflammation de la microcirculation rénale, a un an de la greffe, en 1’absence d’anticorps
anti-HLA spécifique du donneur, s’associec de maniere indépendante, en analyse multivariee,
a une dégradation de la fonction du greffon a moyen terme. Ces lésions de la microcirculation
s’accompagnent fréquemment de Iésions aigués tubulaires et interstitielles du greffon, mais

étonnement de peu de déepdts de C4d péritubulaire.

Nous mettons en évidence que cette dégradation est progressive a bas bruit. Elle ne semble
pas s’accompagner d’une perte rapide du greffon, car, deux ans aprés la biopsie, seulement un
patient avait perdu son greffon dans les deux groupes, d’une cause infectieuse. Nous
prévoyons de poursuivre le suivi de ces patients. Nombres de ces patients avaient tout juste
atteint trois ou quatre ans de suivi. Il sera intéressant de suivre ces patients a 5 ans, sur la
survie comme sur I’évolution de la fonction du greffon, pour observer une persistance de cette
aggravation ou une éventuelle réversion. Batal®® mettait en évidence un lien entre la
glomérulite et la survie a partir de deux ans post-biopsie et d’une glomérulite a 2 au moins.

Par ailleurs, pour Kort?®, I’intensité du score g+cpt est corrélée & la survie rénale chez le
patient ayant recu une greffe HLA incompatible. Une intensité de I’inflammation de la
microcirculation, avec un seuil a 2, est utilisée comme outil diagnostic du rejet humoral de la
classification de Banff actuelle. Pour ces raisons, nous avons évalué la perte de fonction
rénale des patients avec un score MI >1, pour mettre en évidence I’existence éventuelle d’une
relation dose-effet entre ce score semi-quantitatif et la fonction rénale, qui corroborerait nos
résultats actuels. Dans notre population de patients sans immunisation spécifique du donneur,
deux tiers des patients avait un score a 1, 13 % un score a 2 et 14 % un score a 3 et plus. La
pente de perte de fonction du greffon semble étre plus importante mais cette différence

n’atteint pas la significativité du fait de faibles effectifs.
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En outre, il semble intéressant de rechercher une réaction humorale non détectée par les
techniques utilisées. Une premiére vérification par les techniques de haute définition type
Luminex®, permettrait de rechercher un anticorps anti-HLA non mis en évidence (notamment
DP, Cw). Nous pourrions également mettre en évidence chez ces patients une immunisation
de type non HLA.

Enfin, les progres de la biologie moléculaire permettront certainement d’affiner le risque et le
diagnostic de rejet du greffon et d’éviter ainsi les biopsies itératives, tout en permettant une
adaptation thérapeutique précoce. Ces tests moléculaires permettraient dans notre cohorte
d’affiner I’interprétation entre absence de rejet et type de rejet, afin de guider un éventuel
traitement. Suthanthiran et al.” ont validé la prédiction du rejet cellulaire par un test urinaire
combinant les ARN messagers de CD3g, I’interferon-inducible protein 10 et I’ARN ribosomal
18S. Sur le versant humoral du rejet de greffe, la génétique apporte également de nouveaux
outils diagnostiques. Le niveau d’expression ENDAT sur des biopsies de greffons, font

maintenant partie intégrante des critéres diagnostiques du rejet aigu humoral®”.
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7. ANNEXES

7.1.1. Annexe 1: Protéinurie
Totale MI+ MI- Données p-value
N=350 N=99 N=251 manquantes
PROTEINURIE DES 24H
-alan(77/189) 0,3+0,4 0,3+0,6 0,3+04 84 0,5927
-a 3 ans (68/167) 0,3+0,3 0,3%£0,3 0,3%£0,5 114 0,5643
-a5ans (28/83) 05+13 09+19 0,3+0,9 179 0,1238
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7.1.2. Annexes 2A :

Fonction rénale selon la presence de Ml

Totale MI+ MI- Données p-value
N=350 N=99 N=251 manquantes
Créatininémie (pmol/l)
-alan (MI+ 99/ MI-251) 124,2+36,2 120,7+38,5 125,6+35,2 0 0,2687
- a 3ans (98/251) 131,9+50,0  134,3+61,9 131,0+44,6 10,6409
-a 5 ans (44/151) 138,4+75,4 147,9+107,2 135,6+63,4 95/60 NA 0,4748
DFG estimé par MDRD (ml/min/1.73m2)
-alan (MI+ 99/ MI-251) 57,4+17,2 59,1+19,2  56,8+16,3 0 0,2838
-a3ans (98 /251) 55,4+19,7 55,6+22,1  55,4+18,7 1 09288
-ab5ans (44/151) 54,3+22,7 52,9+23,3  54,7+22,6 95/60NA  0,6429
Delta DFG (ml/min)
-a3ans (98 /251) -1,99+13,5 -3,61+£154  -1,35+12,7 0 0,1622
- a5 ans (44/151) -2,64+16,7 -8,33£18,7 -1,05+15,8 95 /60 NA 0,0142
Pente de DGF/an entre 1 et 3 ans -1+6,8 -18+76 -0,7+6,4 1 0,2224
7.1.3. Annexe 2B : Fonction rénale selon ’intensité du score M|
MI>1 MI- Données p-value
N=29 N=251 manquantes
DFG estimé par MDRD (ml/min/1.73m2)
-alan(29/251) 61,06+23,00 56,8+16,3 0 0,4054
-a3ans (29/251) 54,99+26,81 55,4+18,7 1 0,6454
-a5ans (18/151) 52,57+27,16 54,7+22,6 111 0,5366
Delta DFG (ml/min)
-a 3 ans (29/251) -6,074+19,07 -1,35+12,7 0 0,2611
-a 5 ans (18/151) -10,16+22,07 -1,05+15,8 111 0,0463
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7.1.4. Annexe 3 : Analyse univariée de la pente de perte de DFG

Le beta O correspond a la pente moyenne de DGF/an pour le groupe de référence. Le beta 1

correspond au changement moyen de la pente moyenne de DGF/an pour le groupe étudié.

Donc beta 0 + beta 1 est la pente moyenne chez les patients de la modalité concernée.

beta0 p-value0  betal p-value 1

Age du receveur (années) -1,55+1,48 0,2946 0,01 + 0,03 0,6970
Receveur masculin -2,01 + 0,65 0,0022 1,46 £ 0,78 0,0628
Antécédents du receveur

- d’hypertension -0,24 + 1,35 0,8612 -0,82 + 1,40 0,5611

- de diabeéte -0,41 £ 0,42 0,3308 -2,05 £ 0,80 0,0103

- cardiovasculaire -0,61 + 0,45 0,1725 -1,12+£ 0,76 0,1410
Immunisation a la greffe

- anti-HLA classe | + -1,07+£0,41 0,0089 0,21+ 0,96 0,8311

- anti-HLA classe Il + -1,31+0,40 0,0010 1,39+ 1,07 0,1951
Seconde ou troisieme greffe -1,12 + 0,38 0,0031 1,64+1,35 0,2262
Greffe Rein-Pancréas -0,61 £ 0,40 0,1284 -1,97 £ 0,91 0,0307
Greffe avant 2007 -0,42 + 0,43 0,3306 -1,87£0,78 0,0166
Age du donneur -1,67 1,17 0,1535 0,01 £0,02 0,5432
Donneur masculin -0,72 + 0,57 0,2050 -0,46 £ 0,74 0,5306
Au moins 5 incompatibilités ABDR -0,90 £ 0,40 0,0264 -0,55+ 0,94 0,5602
Temps d’ischémie froide (heures) -1,27 £ 0,87 0,1442 0,02 +0,04 0,7279
Traitement par induction déplétante -0,84 + 0,46 0,0708 -0,41+0,74 0,5854
Retard au démarrage du greffon -1,04 + 0,41 0,0115 0,20+ 0,88 0,8181
Episode de rejet aigu avant 1 an -1,13 £ 0,42 0,0069 0,56 £ 0,85 0,5122
Corticoidesa 1 an -1,69 + 0,80 0,0344 0,88 + 0,89 0,3273
Immunisation a 1 an

- anti-HLA classe | + -1,13+£0,37 0,0027 2,05+1,45 0,1605

- anti-HLA classe 11 + -0,99 + 0,38 0,0092 -0,05+ 1,31 0,9725
Histologie a1 an
Inflammation microcirculation -0,70 £ 0,43 0,1029 -1,06 £ 0,80 0,1872
soitg>1oucpt=>1
C4d positif -0,92 + 0,42 0,0289 -4,48 £ 2,10 0,0336
iZlout>1 -0,98 + 0,42 0,0189 -0,06 £ 0,85 0,9419
ci+ct>2 -0,83+0,41 0,0433 -0,91+£0,88 0,3024
Existence d’une FI/AT -0,29 £ 0,53 0,5784 -1,05+0,71 0,1377

65



7.1.5. Annexe 4 : modele multivarié avec C4d (n=260)

Coefficient + Ecart type p-value

Inflammation microcirculation -1,8080+1,0768 0,9352
g>1loucpt=>1

C4ad -4,0772+2,0879 0,0519
Intercept -0,0599+0,7359 0,9352
Greffe Rein-Pancréas -1,7374+1,0895 0,1120
Immunisation anti-HLA classe Il + a la greffe 1,5686+1,2731 0,2190
Existence d’une FIAT -0,5990+0,8792 0,4963

ilout>1 0,0348+1,0879 0,9745
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NOM : CHAPELET-DEBOUT PRENOM : Agnes

LESIONS D’INFLAMMATION DE LA MICROCIRCULATION RENALE ISOLEES
SUR UNE BIOPSIE PROTOCOLAIRE A 1 AN DE LA GREFFE,
ET FONCTION RENALE A MOYEN TERME, DES TRANSPLANTES RENAUX

RESUME

Le défi actuel de la transplantation rénale réside dans la prévention de glomérulopathie
d’allogreffe qui greve le pronostique des greffons. Nous avons évaluée 1’'impact des 1ésions
d’inflammation microvasculaire, glomérulite et capillarite a 12 mois de la greffe, en absence
de DSA concomitant, sur la fonction rénale a moyen terme. 350 patients greffés entre le 1%
janvier 2001 et 2011, issus des centres Necker, Lyon et Nantes, ont €té inclus. Apres
ajustement sur les facteurs de confusion en analyse multivariée, nous constatons que la pente
annuelle de diminution de la fonction rénale, chez les patients ayant une inflammation de la
microcirculation rénale, est plus élevée d’en moyenne 1.92 ml/min/1.73m2, par rapport aux
patients n’ayant pas d’inflammation de la microcirculation. L’inflammation de la
microcirculation s’accompagnait d’une augmentation des lésions interstitielles et tubulaires

aigue et des lésions glomérulopathie d’allogreffe.

MOTS-CLES

Transplantation rénale - Biopsie de greffon - Inflammation de la microcirculation -

Glomerulite - Capillarite - Rejet infraclinique
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