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I Introduction

Malgré une grande diversité de maladies néphrologiques, le stade ultime de I'atteinte rénale est
commun a toutes entrainant une incapacité fonctionnelle de I'organe, et le décés en I'absence de
traitement de suppléance. Linsuffisance rénale terminale est définie par un débit de filtration
glomérulaire (DFG) inférieur a 15mL/min. En 2016 en France, l'incidence de l'insuffisance rénale
terminale était de 11029 patients et la prévalence de 84683 patients, dont 38178 (46%) étaient

porteurs d’un greffon rénal (données issues du registre REIN).

La transplantation rénale est considérée comme étant la prise en charge optimale des patients en
insuffisance rénale terminale. Les progrés réalisés depuis la premiere transplantation en 1952, ont
permis d’améliorer la survie et la qualité de vie des patients, quel que soit I’dge du receveur™,
comparativement aux patients sous dialyse. Actuellement la survie médiane du greffon rénal est de
13,8 années. Malgré un succes croissant des résultats de la transplantation dans la premiére année de
greffe3’4, la perte chronique des greffons sur le long terme reste inchangée. Si la survie a 1 an est de
92% des greffons contre 86% en 1986-1995, la survie de greffe a 10 ans stagne, seuls 63% des greffons
sont fonctionnels a ce délai’. Les principales étiologies de perte de greffon a long terme sont le rejet
humoral chronique® et I'apparition de Iésions non immunologiques®. Il n’existe actuellement pas de
traitement efficace contre ces atteintes tardives, qui une fois présentes dégradent progressivement la
fonction du greffon jusqu’a I’échec de greffe signifié par un retour en dialyse ou une nouvelle
transplantation. Il est donc primordial de prévenir I'apparition ou I'aggravation de ces lésions pour

améliorer le pronostic a long terme des greffons et des patients.

Les recherches épidémiologiques de données de cohorte et translationnelles réalisées grace a la mise
a disposition de collections d’échantillons biologiques ainsi que I'’étude anatomo-pathologique des
biopsies de greffons font partie de I'arsenal actuel indispensable pour tenter de répondre a cette
problématique. Dans la premiere partie de la thése nous ferons un rappel de I'immunologie de Ila
transplantation et de la mise a jour récente de la classification des diagnostics histologiques des
biopsies de greffons ainsi qu’une analyse succincte de la littérature sur les associations potentielles
des phénotypes lymphocytaires circulants avec les diagnostics histologiques des biopsies et le devenir
des greffons. Dans la seconde partie nous présenterons le travail de recherche qui fait I'objet de cette

these.

1. Rappels de notions immunologiques en transplantation rénale

Les progres dans le domaine de la transplantation sont possibles grace a I'amélioration des

connaissances sur le systéeme immunitaire. La transplantation est un événement inédit au cours duquel
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un organe étranger est introduit dans le corps du receveur. Nous présentons ici les principaux acteurs

du systeme immunitaire adaptatif impliqués dans les rejets de transplants.

1.1. Le systeme HLA ou Complexe Majeur d’Histocompatibilité

Le systeme HLA (Human Leucocytes Antigens) ou Complexe Majeur d’Histocompatibilité (CMH) est un
ensemble de génes localisés sur le chromosome 6, codant pour des protéines exprimées a la surface
de toutes les cellules du corps humain. Ces protéines ont pour réle de présenter les antigénes aux
lymphocytes T et NK afin d’initier la réponse immunitaire adaptée.

Le systéme HLA est polygénique, et divisé en 3 classes’ : les génes HLA de classe | codent les molécules
HLA-A HLA-B et HLA-Cw (HLA classique, ainsi que les HLA non classiques HLA-E HLA-G et HLA-F), les
geénes HLA de classe |l codent les molécules HLA-DR, HLADQ et HLA-DP (et non classiques HLA-DM et
HLA-DO). Les génes de la classe Il ne sont pas impliqués dans la présentation de I'antigene mais codent
des molécules inflammatoires comme certaines protéines du complément et le TNFa. La transmission
génétique du systeme HLA est trés conservée, avec un déséquilibre de liaison : les génes de classe | et

Il sont transmis « en bloc » appelés haplotypes. Il n’existe que de rares cas de recombinaison.

Les molécules HLA de classe-I sont formées d’une chaine alpha codée par un géne de la classe |, reliée
de maniere covalente a une chaine invariante b2microglobuline (Figure 1). La chaine alpha est
constituée de 3 domaines : les domaines al et a2 forment la poche de liaison peptidique, le domaine
a3 est conservé et permet la liaison au CD8 des lymphocytes T. Les molécules HLA de classe Il sont
formées de deux chaines : alpha et beta, chaque chaine étant codée par un géne du systeme HLA classe
Il. Les chalnes a et B sont constituées de deux domaines, les domaines al et Bl forment la poche

peptidique, le domaine B2 se lie au CD4 des lymphocytes.
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Figure 1 Structure moléculaire des antigénes HLA de classe | et Il. Schéma Kuby Immunology:

International Edition Paperback — International Edition, 2013

Les molécules de classe | sont exprimées a la surface de toutes les cellules nucléées avec des niveaux
d’expression variable : forte expression a la surface des lymphocytes T et B (1% de leurs protéines
membranaires soit 5.10° molécules de CMH | par lymphocyte) et a la surface des cellules endothéliales
et épithéliales ; a I'inverse les hépatocytes ne les expriment que faiblement. Les molécules HLA de
classe | présentent les antigenes du Soi du turn-over protéique normal, ainsi que les antigenes viraux
en cas d’infection ou les antigénes tumoraux’. Les molécules de classe | sont reconnues par les LT CD8+
cytotoxiques et par les récepteurs KIR des cellules NK, permettant la lyse de la cellule en cas de

présentation d’un antigene anormal.

Les molécules de classe Il ne sont exprimées que sur les cellules présentatrices d’antigénes (CPA), et
sous certaines conditions, par les cellules endothéliales, épithéliales et les fibroblastes. Les molécules
HLA de classe Il présentent les antigénes exogénes qui ont été préalablement phagocytés ou

endocytés. Les molécules de classe Il sont reconnues par les LT CD4 helper.

Le systéeme HLA est codominant : les 2 alleles de chaque géne sont exprimés. Il y a donc 6 protéines
HLA de classe | différentes exprimées sur la cellule en cas d’hétérozygotie, et 12 molécules HLA de

classe Il.
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Le systéeme HLA est |go|ymor;ghigue8 . il existe plus de 2313 molécules HLA-A, 3011 HLA-B, 1985 HLA-
C, 1412 chaine beta DR, 595 chaine beta DQ 32 chaine alpha DQ. Seule la chaine alpha DR est presque
identique chez tous les individus : il n’en existe que 7 alleles codant pour 2 protéines différentes. Ce
polymorphisme s’exprime principalement au niveau de la poche de liaison peptidique, et conditionne
la maniere dont les antigenes sont présentés au systeme immunitaire. Ainsi selon les variants
alléliques, la molécule HLA présentera un épitope différent ce qui peut avoir pour conséquence de
moduler la réponse immunitaire en activant différents clones lymphocytaires. Le génotype HLA
influence ainsi la réponse aux infections et I'apparition de certaines maladies auto-immunes’,*

En transplantation d’organe la similarité des antigenes HLA entre donneur et receveur appelée
histocompatibilité est importante pour le devenir de la greffe : moins il y a de mismatchs antigéniques
HLA, meilleure sera la survie du greffon'’. Les molécules HLA reconnues comme étrangéres entrainent
la production d’anticorps par les lymphocytes spécifiques. L’histocompatibilité au niveau moléculaire,
avec la prise en compte de la conformation tridimensionnelle des séquences d’acide aminés pour
chaque molécule HLA (ou eplets) permet une analyse plus précise de la compatibilité donneur/
receveur™. Le génotypage HLA du receveur pourrait aussi avoir une influence sur le devenir de la
greffe. Le locus A36 a été retrouvé comme un sur-risque de 36% de développer des anticorps anti-HLA,
tandis que les locus DR1,DR4, DR7; B44 et B45 et A1,A2 entrainent une diminution de 9% de ce risqueB.
Une autre étude portant sur 172 231 patients transplantés de rein, coeur pancréas, poumons entre
1987 et 2010 retrouve une diminution de I'incidence de lymphomes B diffus a grandes cellules lorsqu’il
existe moins de 1 mismatch HLA ABDR™ ainsi que chez les patients exprimant le locus DR13, alors que

le locus B38 est associé a une augmentation de cette incidence .

1.2. Lymphocytes T

1.2.1.0ntogénese des lymphocytes T

A la sortie de la moelle osseuse, les progéniteurs lymphocytaires exprimant la molécule CCR9, CD45RA
fort et CD34+ faible migrent vers le thymus. La maturation des lymphocytes T permet d’aboutir a
I'expression membranaire des molécules CD4 ou CD8 ainsi qu’au réarrangement des genes codant

pour les chaines du récepteur des lymphocytes T (TCR).
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Figure 2 Structure schématique des récepteurs spécifiques de I'antigéne des lymphocytes T

Le TCR est un hétérodimére composé de deux chaines (Figure 2), chacune ayant un domaine variable
et un domaine constant. La majorité des LT exprime un TCR formé d’une chaine a et d’'une chaine
(TCR aB), certains lymphocytes expriment un TCR ¥ prédominant au stade foetal, puis au niveau des
mugqueuses, reconnaissant différents antigénes non protéiques. Afin d’assurer un répertoire de
reconnaissance exhaustif (évalué a 10 clones) les génes codant pour les domaines variables des
chaines a, B, y et § subissent des recombinaisons de leurs segments (appelés V, D et J) par les enzymes

RAG. Seuls les LT ayant un TCR reconnaissant de maniere optimale les molécules HLA du Soi sont

conservés. Des mécanismes de sélections positive et négative entrainent I'apoptose des LT auto-

réactifs et des LT dont le TCR n’est pas optimal pour la reconnaissance d‘un antigene.

La maturation des lymphocytes T se déroule en 3 stades :

e Au stade | les thymocytes « double-négatifs » n’expriment pas les marqueurs CD4 et CDS8, et
subissent un réarrangement des genes V, D et J codant la chaine B du TCR. Les lymphocytes double-
négatifs expriment un pré-TCR formé par une chaine pré-a et de la chaine  fonctionnelle. Seuls
les lymphocytes exprimant un pré-TCR vont étre engagés vers le stade 2.

e Au stade 2 les thymocytes sont double-positifs exprimant le CD4 et le CD8. Le réarrangement des
genes codant la chaine a a lieu, permettant I’expression d’'un TCR. C’est a ce stade qu’ont lieu les
sélections positive et négative.

La sélection positive se déroule dans le cortex thymique et entraine une restriction au CMH : seuls les

thymocytes dont le TCR reconnait de maniere optimale les molécules du CMH exprimées par les

cellules de I'épithélium thymique seront sélectionnés. La sélection positive entraine une restriction
d’expression des molécules CD4 ou CD8 : les thymocytes reconnaissant la portion invariante a3 des
molécules du CMH de classe | vont s’engager vers I'expression du CD8 grace a I'induction du facteur
de transcription Runx3™. Les thymocytes reconnaissant la portion B2 invariante des molécules du CMH

de type Il vont activer le facteur de transcription GATA-3 et n’exprimeront plus que le CD4. La sélection
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positive entraine la sélection d’un spectre d’affinité tres large de lymphocytes, y compris de

lymphocytes portant des TCR auto-réactifs.

La sélection négative, ou tolérance centrale élimine les clones auto-réactifs reconnaissant les peptides

du Soi présentés par les CMH des cellules épithéliales thymiques de la zone médullaire. Le facteur de

transcription AIRE permet aux cellules épithéliales thymiques médullaires d’exprimer toutes les
protéines du corps afin d’assurer la tolérance périphérique ; les cellules dendritiques thymiques
phagocytent ces cellules épithéliales afin d’optimiser la présentation des peptides endogenes par le

CMH 1l pour la reconnaissance par les thymocytes CD4+. Certains thymocytes reconnaissant les

peptides du Soi avec une forte affinité expriment le facteur de transcription foxP3 et deviennent des

LT régulateurs naturels (nTreg) participant a la tolérance périphérique. 95% des thymocytes double-

positif meurent par apoptose soit en raison d’un TCR auto-réactif soit d’un TCR ne liant pas le CMH ou

avec une trop faible affinité.

e Le stade 3 de thymocyte simple positif : les thymocytes n’expriment que le CD4 ou le CDS8.
L'expression de CCR7 et de SIP-1 leur permet de sortir du thymus dans la circulation générale et
de migrer vers les organes lymphoides secondaires jusqu’a la rencontre avec leur antigene
spécifique.

A I’homéostasie la valeur médiane du ratio CD4/CD8 est entre 1,5 et 2. Le ratio CD4/CDS8 est supérieur

a 1 car les précurseurs des CD8 ont une susceptibilité supérieure a I'apoptose intra-thymique, mais

auront ensuite une demi-vie plus longue que les CD4 en périphérie’®. Linversion de ce ratio est

marqueur d’une activation chronique du systeme immunitaire, et notamment retrouvé lors des
mécanismes de sénescence du systéme immunitaire. Des études ont établis qu’un ratio CD4/CD8
inversé était un facteur de risque de mortalité chez les patients nonagénaires'’. Dans le contexte de

I'immuno-sénescence il semble que cette inversion soit en rapport avec une augmentation des CD8+

CMV spécifiques.

1.2.2.Activation lymphocytaire T

Lors de la transplantation d’organe, il coexiste trois voies de reconnaissance de I'antigene par les
lymphocytes T qui vont aboutir a leur activation : les voies directe, semi-indirecte et indirecte'®. La voie
directe est impliquée dans les premiéres semaines : les cellules dendritiques du donneur présentes
dans le greffon activent les LT du receveur en leur présentant les peptides allogéniques via leurs
molécules HLA | et Il. Les LT mémoires activés ont des TCR variés polyclonaux mais de moindre affinité.
Cette voie est particulierement impliquée dans les rejets aigus. La voie indirecte de présentation des
antigénes du donneur par les cellules du receveur s’installe plus progressivement, mais permet
I'activation de LT naifs puis mémoires aux TCR oligoclonaux plus affins et responsables des rejets

chroniques. Enfin une voie semi-directe a été décrite, ou les CPA du receveur acquiérent les molécules
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HLA de classe et Il du donneur soit par contact cellulaire avec les cellules endothéliales du greffon ou
les CPA du donneur, soit par capture d’exosomes contenant des molécules HLA.

L'ischémie-reperfusion obligatoire lors de la transplantation favorise un état pro-inflammatoire.
L’hypoxie puis la toxicité des radicaux libres et des ions superoxydes entrainent la nécrose cellulaire,
I’expression des signaux dangers DAMPS activent via les TLR les cellules dendritiques. Les cellules
dendritiques circulent entre les tissus (le greffon rénal) et les ganglions afin de présenter I'antigéne

aux lymphocytes T naifs.

Trois signaux sont nécessaires a I'activation des LT naifs pour proliférer et initier une réponse effectrice

(Figure 3).
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Figure 3. Schématisation des 3 signaux nécessaires a l'activation des lymphocytes T par les cellules
présentatrices d'antigéne. D'aprés Halloran™
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Le premier signal reléeve de la reconnaissance par le TCR du complexe peptide-HLA porté par une cellule

présentatrice d’antigene (CPA). L’intensité de ce signal est régulée par I'affinité du TCR pour le
complexe CMH-peptide, la durée d’exposition de I'antigene au lymphocyte T, et la densité d’antigenes
présentés a la surface des CPA. Le signal est transmis par trois voies de signalisation : la voie des MAP
kinases, qui active le facteur de transcription AP-1, la voie des calcineurines qui active le facteur de
transcription NFAT et la voie de la protéine kinase C qui active le facteur NF-kB. Ce 1° signal aboutit a
I’expression de molécules de surface de costimulation, a I'expression de la chalne a du récepteur IL-2
et a la sécrétion d’IL-2.

Le deuxiéme signal est porté par 'interaction entre les molécules de co-stimulation (CD80/86) a la

surface des CPA et la molécule CD28 a la surface des lymphocytes T. Le degré d’expression de ces

molécules permet de moduler I'activation lymphocytaire T. En I'absence de ce co-signal positif, le
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lymphocyte T reconnaissant son couple peptide-CMH qui lui est spécifique restera anergique.
L'engagement du récepteur CD28 induit une augmentation de I'expression de molécules anti-
apoptotiques (comme Bcl-xL et Bcl2) et d’IL-2, ce qui permet la survie des lymphocytes activés. En fin
de réaction inflammatoire, les LT activés expriment des molécules de co-signal inhibiteur tel que le
CTLA4 qui se lie aux molécules CD80/86 avec une affinité supérieure a CD28, permettant I'arrét de la
prolifération des lymphocytes et I'anergie ou inactivation fonctionnelle du lymphocyte T, favorisant la

tolérance périphérique.

Le troisieme signal est médié par les cytokines, notamment IL-2 qui potentialise les premier et second

signaux. La nature des cytokines présentes dans I’environnement oriente la réponse T effectrice en

différentes sous-populations lymphocytaires (cytokines polarisantes).

1.2.3.Les lymphocytes T CD4+
Le role principal des LT CD4+, ou lymphocytes T Helper (Th) est la production de cytokines impliquées
dans la génération et la régulation de la réponse immunitaire adaptative. En fonction de
I’environnement cytokinique sécrété par les CPA ou les lymphocytes voisins, le LT CD4+ se polarise
vers une sous-population particuliere. Les sous-populations sont caractérisées par un facteur de

transcription qui régule la sécrétion de cytokines effectrices, déterminant la fonction du LTh (Figure 4)

17



Thi == Oa® IFNy Intracellular pathogens
IL-2 Activation of macrophages
IFNy
4 12 TNFa

Naive CD4 + =i
T cell IL-4
IL-2

Th? —= O‘C IL-13 _ Extracellular parasits
IL-4 Antibody production by B cells

o .17 : -
7 = .' Extracellular bacteria and fungi

TGF-B IL-21 Neutrophil activation

o
Tth —0909 IL-21  Long term humoral immunity
IL-4

e (<]
" Treg o IL-10 Tolerance
®_ o TG

Figure 4. Polarisation du LT CD+ naif en fonction de I'environnement cytokinigue vers les différentes
sous-populations lymphocytaires. D’apres Liu

e Lescytokines polarisantes IL-12, IL-18 et INF-y induisent la différenciation du LT CD4+ naif en LTh1,
caractérisé par I'expression du facteur de transcription T-bet et la production d’interféron gamma
et de TNF. Le role des Thl est d’augmenter I'activation des lymphocytes CD8+ cytotoxiques.

e L'IL-4 induit la différenciation en lymphocyte Th2 caractérisé par I'expression du facteur de
transcription GATA3 et et la production d’IL-4, de I'IL-5, de I'lL-10, de I'lL-13, participant a
I’activation des LB et des éosinophiles afin de lutter contre les pathogenes extracellulaires, et
favorise la commutation isotypique des immunoglobulines vers les IgE.

e En présence des cytokines IL-6 et TGFB, les LT CD4+ naifs se différencient en LTh17 qui expriment
le facteur de transcription RORyt et produisent de I'lL-17 ainsi que de I'lL-21 et I'IL-22. Les Th17
induisent le recrutement de polynucléaires neutrophiles mais aussi induisent des signaux
inflammatoires a de nombreux type cellulaires, le récepteur a I'lL-17 étant exprimé notamment
sur les cellules épithéliales, endothéliales et les fibroblastes. En transplantation rénale, les Th17
sont retrouvés dans l'infiltrat lymphocytaire des rejets chroniques, les TH17 étant moins sensibles
aux anti-calcineurines qui les Th1(17) .

e En présence d’'IL-21 et d’IL-6, les LT CD4 naifs se différencient en LTh folliculaires (Tfh), qui jouent
un role majeur dans la maturation lymphocytaire B au sein des centres germinatifs (CG) des
organes lymphoides secondaires. Les Tfh sécrétent de I'lL-21 qui entraine la sélection des

lymphocytes B CD19+IgD+CD27- avec une forte affinité pour I'antigéne, permettant la
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différenciation des LB et la génération d’anticorps matures et affins. Les Tfh jouent un réle dans la
taille des CG et régulent I’entrée des LB au sein de ces GC en fonction de leur affinité. La majorité
des Tfh sont au sein des organes lymphoides secondaires, mais des Tfh CD4+ CD45RA-CXCR5+ sont
retrouvés dans la circulation périphériquesu.

Enfin, il existe une sous-population de LT CD4+ ayant une activité anti-inflammatoire régulatrice,

caractérisée par I'expression du facteur de transcription foxp3 : les LT régulateurs (Treg).

1.2.4.Lymphocytes T régulateurs CD4+ CD25+ CD127-:

Les LT régulateurs (Treg) constituent 5 a 10% des LT CD4+ circulants **. Les Treg exercent des fonctions

immunorégulatrices une fois le pathogene éliminé afin de limiter I'’emballement de I'inflammation. De

. . R , , 2
nombreuses maladies auto immunes sont caractérisées par un défaut de LT régulateurs 3 Les Treg ont

s a s s . N . PN 2
également un role dans le développement de la tolérance vis a vis des allo-antigénes * Les Treg

. . .. 2
circulants peuvent avoir deux origines > :

Les Treg thymiques (tTreg) : Ces tTreg ont un TCR reconnaissant avec une affinité importante les
antigénes du Soi présentés par les molécules CMH Il des cellules épithéliales thymiques et
acquierent I'expression du foxP3 lors de la sélection thymique. Une fois sortis du thymus, Les tTreg
exerceront leur activité inhibitrice envers les lymphocytes T effecteurs auto-immuns. Leur fonction
régulatrice reste stable quel que soit I'environnement cytokinique.

Les Treg périphériques (pTreg) sont des LT CD4+ qui acquiérent des capacités régulatrices avec la
transcription du Foxp3 suite a un environnement cytokinique particulier (notamment la présence
de TGFB et d’IL-2) ou lors d’une exposition chronique a de faibles doses d’antigénes associées a
une co-stimulation de faible intensité®®. Ceci témoigne de la plasticité entre les différentes sous
populations de lymphocytes T CD4+. Les pTreg n‘ont pas un phénotype régulateur stable, et
peuvent perdre I'expression du foxP3. Les pTreg sont donc spécifiques des antigénes du non-Soi
et participent aux mécanismes de tolérance périphérique. Ils sont physiologiquement présents

. . PR y 2
dans les zones en contact étroit avec les antigenes éetrangers, comme les muqueuses 7.

Les Treg sont caractérisés par I'expression du facteur de transcription foxP3, qui est nécessaire a leurs

fonctions immunorégulatrices. Il a été précisé plus récemment que la déméthylation du promoteur du

géne foxP3 (ou TSDR pour Treg specific demethylated region) permettait de reconnaitre les Treg aux

oy s . . 2
capacités suppressives plus importantes®®.

N sLe . . . 2
Les Treg peuvent aussi étre définis par I'expression de marqueurs membranaires >

une forte expression du CD25 (sous unité a du récepteur a I'lL-2 ) mais cette molécule est non
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spécifique aux Treg , son expression peut étre induite sur les LT CD4 effecteurs apres activation
sans que ceux-ci n‘acquiérent de capacités immunorégulatrices

e I'absence d’expression du CD127 (récepteur de I'IL-7)*. Les LT régulateurs sont donc dépendants
de la présence d’IL-2 dans leur environnement, contrairement aux LT effecteurs qui portent le

CD127 et peuvent donc utiliser I'lL-7 pour maintenir une activation.

D’autres marqueurs phénotypiques ont été décrits comme le CD39 ou le CD15s°° . Les Treg exprimant
ces marqueurs ont de plus importantes capacités suppressives. Il n’existe pas de marqueurs de
membrane permettant de différencier les tTreg des pTreg. Le facteur de transcription Helios a été
évoqué comme marqueur spécifique des tTreg mais ces résultats sont débattus® Il semble par contre
exister une différence épigénétique : les tTreg présentent une déméthylation plus importante des
promoteurs du foxp3 (TSDR), signant une plus grande stabilité dans le phénotype régulateuraz.
Certaines molécules de surfaces peremttent de distinguer le stade d’activation des Treg, différentiant
les Treg naifs CD25+CD127-CD45RA+ des Treg mémoires CD25+CD127-CD45RA->, ayant les plus fortes

capacités suppressives.

Les Treg ont plusieurs mécanismes d’action inhibiteur (Figure 5)%’:
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Figure 5 Mécanismes d'action inhibiteur des Treg . Adapté de Schmitt et William
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e Sécrétion de cytokines inhibitrices TGFB** et IL-10 pro tolérogenes™.

e Compétition pour I'IL-2, privant les LT effecteurs de I'lL-2 nécessaire a leur survie

e Induction de I'apoptose par sécrétion de granzymes

e Modulation de la fonction des cellules dendritiques via le CTLA4 membranaire, qui induit une
diminution de I'expression des molécules de co-stimulation CD80-CD86 a la surface des cellules
dendritiques.

e Dégradation de I’ATP extracellulaire en adénosine par les molécules CD39 et CD73, induisant un

environnement pro tolérogénique.

1.2.5.Les lymphocytes T cytotoxiques CD8 +

A la sortie du thymus les LT CD8+ naifs migrent comme les LT CD4+ vers les organes lymphoides
secondaires afin de rencontrer leurs antigenes spécifiques présentés par les cellules dendritiques.
L’activation des LT CD8+ naifs engage 3 signaux : l'interaction du TCR - couple CMH | — peptide, les
molécules de co-stimulation (le CD28 est exprimé de facon constitutive par les LT naifs contrairement
au CD4O0L qui ne sera exprimé qu’apres activation) et la présence de cytokines activatrices. Les LT CD4+

permettent d’augmenter 'activation des LTCD8+ : les CD4+ entrainent une augmentation du nombre
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de molécules CMH | sur les cellules dendritiques, et sécrétent des cytokines favorisant I’action

cytotoxiques : IL-12 et IFN-y.

Activité cytotoxique des LT CD8+ activés

Une fois activé le LT CD8+ migre dans les tissus et élimine les cellules cibles exprimant le complexe

CMH I- peptide dont il est spécifique par deux mécanismes de cytotoxicité distincts:

La voie de perforine/granzyme : Une synapse immunologique se met en place suite a la
reconnaissance de la cellule cible : le cytosquelette du LT CD8+ se réorganise et permet la genése d’un
poOle sécrétoire. Les granules lytiques contiennent des enzymes protéolytiques, notamment de la

perforine et du granzyme B.

e La perforine permet I'’entrée du granzyme B dans le cytosol de la cellule cible : la perforine forme
des pores de facon transitoire sur la membrane cellulaire, et surtout permet au Granzyme B entré
par endocytose via son récepteur membranaire le mannose-6-phosphate présent sur les cellules
cibles®, de sortir de sa vacuole

e Le granzyme B est une sérine protéase qui induit I'apoptose par deux voies : la premiere implique
I’activation des caspases (caspases 8 et 3) et dépend de la présence de calcium ; la deuxieme active
I"apoptose mitochondriale par la voie BID qui induit une perméabilisation mitochondriale et le
relargage du cytochrome-c. Le cytochrome-c conduit a la formation de I'apoptosome qui active

ensuite la cascade des caspases par la caspase 9, puis 3 et 7°’

La voie Fas/FasL : L’activation des LT CD8+ induit I'expression de Fas Ligand a leur surface
membranaire, permettant une liaison aux récepteur Fas exprimés par les cellules cibles. Cette liaison
entraine la formation d’'un complexe DISC (death inducing signaling complex) qui permet le
recrutement des protéines adaptatrices FADD et TRADD. Leur interaction résulte en l'activation de la
voie des caspases 8 et 10 et induit I'apoptose des cellules cibles directement ou par relargage de
cytochrome-c par la mitochondrie. L’expression de FasL a la surface des LT CD8+ est dépendante du
signal délivré via le TCR. Contrairement aux enzymes protéolytiques, la molécule FasL n’est pas
stockée, sa synthése n’est optimale que quelques heures apres le signal TCR, sa mise en place est plus

tardive par rapport a la voie de perforine/granzyme.

D’autre part, les LT CD8+ produisent aussi différentes cytokines aprés activation, principalement de
I"IFN-y, du TNF-q, I'lL-2, CCL3. Ceci entraine une augmentation de I'expression des molécules HLA sur

les CPA et sur les cellules cibles et le recrutement d’autres cellules inflammatoires.
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Formation des LT CD8+ mémoires

Aprés élimination du pathogéene, 90 a 95% des LT CD8+ effecteurs entrent en apoptose. Deux
mécanismes de mort cellulaire interviennent : I'AICD (activation induced cell death) et I’ACAD
(activated T cells autonomous cell death). L’AICD est induite par la voie TRAIL qui active la voie des
caspases, cette mort est dépendante du signal TCR et de I'lL-2. L’ACAD est indépendante de I’activation
du TCR, et se met en place lorsque la stimulation antigénique diminue. Elle implique I'expression de
molécules pro et anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 qui sont régulées principalement par deux
cytokines : I'IL7 et I'IL-15%. Les LT CD8+ mémoires recoivent des signaux de survie par ces deux
cytokines ce qui permet d’inhiber 'apoptose. Le récepteur de I'lL-7 est composé du CD127 (IL-7Ra) qui
est exprimé par les LT naifs et les LT mémoires. Cependant, I'expression du CD127 est rapidement
perdue lors de I'activation. Des travaux suggerent que la présence précoce ou la réexpression de
CD127 permet d’identifier les LT effectrices qui vont générer les LT mémoires®.Les 5 a 10% des cellules
survivantes se différencient en cellules mémoires. Il existe plusieurs sous-populations de LTCD8+
mémoires, caractérisables par leurs molécules de surface et leur localisation :
— les LT CD8 mémoires centraux (CM) sont CCR7+ CD28+ CD127+ CD45RA-perforine — granzyme B -
et sont présents dans les ganglions lymphatiques.
— les LT CD8 mémoires effecteurs (EM) sont CCR7- CD28+/- CD127+/- CD45RA-perforine +
granzyme B + et sont présents en périphérie
— les TEMRA ou Terminally differenciated effector memory sont CCR7- CD28- CD127- CD45RA+
perforine + granzyme B +.
Les LT CD8+ EM sont dans un état de différenciation plus avancé avec une acquisition plus rapide des
fonctions effectrices apres stimulation antigénique que les LT CD8+ MC, mais les EM ont des capacités
prolifératives plus faibles que les CM et la longueur de leurs télomeres est plus réduite que les LT CD8+
CM™. La répartition des différents types des cellules T varie au cours de la vie, a la naissance la majorité
des cellules T sont naives puis suite aux infections rencontrées les cellules T s’activent, proliferent et
des cellules mémoires sont sélectionnées. Les cellules mémoires atteignent un plateau vers I'age de
30 ans pour rester stables jusqu’a I’age de 65-70 ans ou débute I'immuno-sénescence. Les cellules
mémoires circulantes représentent une minorité (2 a 2,5%) des cellules T mémoires de I'organisme qui

. . . s . . . 1
sont majoritairement retrouvées dans les organes lymphoides secondaires et dans les tissus®

1.3. Lymphocytes B et anticorps anti HLA donneur

1.3.1.0ntogenese des lymphocytes B
Les lymphocytes B représentent 5 a 15% des lymphocytes circulants **. Les différents stades de

développement du LB sont identifiables grace a leurs molécules de surfaces™. Avant d’acquérir un
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récepteur spécifique d’un antigéne et non réactif aux antigénes du Soi, le LB passe par plusieurs stades
de développement. Le récepteur des LB est une immunoglobuline de surface constituée de deux

chaines lourdes liées a deux chaines légéres (Figure 6).

BCR

Reconnaissance
antigene

Domaines
variables

Domaines
Constants

Portion
transmembranaire

}

Figure 6. Structure schématique des récepteurs spécifiques de I'antigéne des lymphocytes B

Chacune des chaines comprend un domaine variable avec le site de fixation de I'antigéne, et un
domaine constant (1 domaine pour la chaine légére, 3 domaines constants pour la chaine lourde). La
recombinaison VDJ a l'origine de I'hypervariabilité du BCR est comparable a celle des TCR. Dans la
moelle osseuse, le progéniteur commun devient Pré Pro B apres acquisition du marqueur de surface
CDA45R, puis Pro B lors de la recombinaison VDJ des chaines lourdes avec expression d’un pré-BCR. Le
marqueur de surface CD19 est exprimé a partir de ce stade. Au stade Pré B a lieu le réarrangement de
la chaine légére, aboutissant a I'expression d’un BCR IgM sur les LB immatures. Le LB immature est
soumis aux checkpoints de la tolérance centrale dans la moelle osseuse : les LB présentant un BCR
auto-réactif peuvent étre détruits par apoptose lors de la délétion clonale, ou subir un phénomeéne
d’édition avec un réarrangement de la chafne légére du BCR par réactivation des enzymes RAG1/2 afin
d’obtenir un BCR non autoréactif, ou rester anergiques™*. Le LB immature rejoint la circulation sanguine
devient LB transitionnel CD19+CD20+CD24hiCD38hi** et migre jusqu’a la rate (2% des LB circulants).
Une nouvelle sélection négative par délétion aboutit a 'apoptose des LB autoréactifs. Le LB naif CD24-
CD38- migre ensuite vers les organes lymphoides secondaires. 60% des LB circulants sont des LB naifs.
Le LB naif rencontre son antigéne spécifique dans les organes lymphoides secondaires, et devient LB
folliculaire :ils proliférent au contact des cellules dendritiques folliculaires et des Tfh et se différencient
au sein d’un centre germinatif. Lors de I'"hypermutation somatique les régions variables des chaines
lourdes et |égéres subissent des mutations multiples ce qui permet d’aboutir a un BCR et des anticorps
ayant une affinité augmentée pour I'antigéne®. La présence des LT CD4+ follicular helper (Tfh) est

indispensable, ils délivrent les signaux de survie aux LB spécifiques de I'antigéne et orientent par leur
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sécrétion cytokinique, notamment IL-21, la commutation isotypique. La commutation isotypique
concerne la partie constante des immunoglobulines, et permet aux plasmocytes de sécréter 'isotype
adapté pour répondre a la réaction immunitaire : IgA IgD IgE ou IgG. Les lymphocytes folliculaires
peuvent se différencier en LB mémoires a longue durée de vie CD24+ CD38- CD27+ IgD+/- (40% des LB
circulants) ou en plasmablastes CD38+ CD24- et plasmocytes, sécréteurs d’anticorps spécifiques de
I'antigéne (<1% des LB circulants). La différenciation vers des lymphocytes B mémoires ou vers les
plasmocytes est sous la dépendance de facteurs de transcription : le maintien de Pax-5 oriente vers
les LB mémoires tandis que I'inactivation de Pax-5 de BCL-6 et de BLIMP1 aboutit a la différenciation

en plasmocytes.

1.3.2.Fonctions des LB et anticorps anti —HLA

La sécrétion d’anticorps par les plasmocytes est 'un des roles fondamentaux des LB. Les fonctions
effectrices des anticorps sont triples :1/ I'opsonisation : les anticorps se fixent sur les pathogénes
extracellulaires lorsqu’ils reconnaissent leur épitope spécifique. La partie constante (Fc) de
I'immunoglobuline est reconnue par les récepteurs Fc présents sur les macrophages, qui phagocytent
ainsi la cellule cible. 2/ L’ADCC ou cytotoxicité médiée par les anticorps : la partie Fc de I'anticorps fixé
a son antigene sur la cellule cible est reconnue par le récepteur FcyRIll ou CD16 présent sur les cellules
NK, ce qui active les fonctions cytotoxiques du NK. 3/ L’activation du complément : le fragment Fc des
IgG1, 1gG3 et des IgM se fixent a uClq et enclenchent I'activation de la voie classique du complément,
aboutissant a la lyse de la cellule cible. Ces deux derniéeres fonctions ont un réle fondamental dans les
rejets humoraux en transplantation. Les LB reconnaissant les molécules HLA du donneur comme
peptides étrangers sont activés, proliferent et se différencient en plasmocytes sécrétant des anticorps
spécifiques du donneur (DSA)Y. Les DSA entrainent une lyse des cellules endothéliales du greffon par
activation de la voie du complément ou par cytotoxicité induite par les anticorps (ADCC) en activant
notamment les cellules NK. Lorsque les patients sont immunisés avant la transplantation, c’est a dire
gu’ils ont rencontré des antigénes HLA étrangers au cours de précédentes transplantations, de
grossesses, ou de transfusions, et ont donc des LB mémoires présents au sein des organes lymphoides
secondaires, les DSA peuvent étre présents avant la transplantation. Ces DSA pré-formés sont détectés
dans le sérum par les techniques de Luminex décrites précédemment.

Les LB sont également des cellules présentatrices d’antigénes, apprétant les peptides antigéniques

% Les LB comme les cellules

grace a leurs CMH Il et les présentant aux lymphocytes T CD4+
dendritiques portent les signaux nécessaires a I'activation des LT CD80 et CD86. Les LB sécretent de
nombreuses cytokines selon I'environnement inflammatoire. En présence de LThl, les LB peuvent

sécréter de l'interleukine IL-12, IL-2, et de I'interféron y ; en présence de Th2, le LB secréte de I'lL-4,
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I'IL-6 et I'IL-1. Réciproquement, la sécrétion en cytokines du LB peut orienter la polarisation des LT
naifs vers un profil Th1 ou Th2 *.

Enfin il a été décrit récemment que les lymphocytes B pouvaient présenter des fonctions régulatrices
(Breg). Il existe plusieurs sous-populations de Breg capables de sécréter aprés activation par le CD40L
des cytokines anti-inflammatoires, telles que I'IL-10 et le TGFP *° et ainsi bloquer la différenciation des
LT. Une des sous-populations de Breg les plus décrites sont les LB transitionnels CD38hiCD24hi™" . Les

s s s . . . . . 2 ~
Breg ont été décrits dans de nombreuses maladies auto-immunes et infectieuses®?,>® et ont un réle

eme

prépondérant en transplantation rénale, qui sera développé dans la 3™ partie de cette introduction.

1.3.3.Détection des anticorps anti HLA

La détection des anticorps anti-HLA a considérablement progressé ces derniéres années. Nous allons

brievement exposer par ordre chronologique les différentes techniques utilisées.

Lymphocytotoxicité dépendante du complément ( LCT)

La LCT consiste a mettre le sérum du patient en contact avec des lymphocytes B et T allogéniques dont
le phénotype HLA est connu, en présence de complément. En cas de présence d’anticorps anti HLA,
les anticorps se fixent aux molécules HLA des lymphocytes et activent le complément. Le pourcentage
de cellules lysées est évalué par I'adjonction d’un colorant vital. Une lyse supérieure a 20% correspond
a un test positif. Les IgM qui peuvent étre présents dans le sérum sont considérés comme auto-
anticorps, I'ajout de dithiotreitol (DTT) permet de lyser les ponts disulfures des IgM empéchant ainsi
I'activation du complément par les IgM et ne conserve que la cytotoxicité liée aux IgG. La LCT a
révolutionné la transplantation en évitant les rejets hyper aigus par la réalisation du crossmatch>. Le
cross match en LCT est toujours réalisé aujourd’hui et contre-indique la greffe en cas de positivité, en
dehors de certains protocoles de désensibilisation pour les patients hyper-immunisés>. La LCT était
également utilisée pour évaluer le degré d’'immunisation des patients avant la greffe, en définissant
un PRA (Panel reactive Antibody) exprimé en pourcentage de lymphocytes lysé d’un panel
représentatif de la répartition des phénotypes HLA dans la population. Le PRA a été supplanté par les
nouvelles techniques de détection des anticorps permettant une définition plus précise de

'immunisation.

Cross match en cytométrie de flux

La cytométrie de flux permet de détecter et de caractériser des cellules préalablement incubées avec
des anticorps couplés a des fluorochromes spécifiques ciblant les molécules d’intérét. Les cellules

passent devant un faisceau laser qui compte et détecte les fluorochromes fixés. Dans le cadre du cross
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match en cytométrie de flux, le sérum du receveur est mis en contact avec les lymphocytes du
donneur. Des anticorps conjugués a des fluorochromes sont ajoutés au milieu : anticorps anti CD3 afin
de détecter les lymphocytes T et anti CD19 afin de détecter les lymphocytes B. Des anticorps anti-IgG
et anti-IgM sont ajoutés au milieu afin de typer les isotypes des anticorps fixés aux lymphocytes ayant
reconnu les molécules HLA. Les patients transplantés avec un crossmatch en cytométrie de flux (CMF)
positif et un crossmatch LCT négatif ont un plus grand risque de rejet aigu humoral que les patients

avec DSA et crossmatch CMF négatif™®

Tests ELISA
La technique ELISA est un test de phase solide, utilisant des molécules HLA adsorbées sur des puits en
ponstyrénesS7. Le sérum du patient est déposé dans les puits. Les anticorps 1gG anti-HLA présentes
dans le sérum se lient aux antigénes fixés au fond des puits dont elles sont spécifiques, et sont révélées
par un anticorps secondaire anti-lgG humaine couplé a une enzyme. L’ajout du substrat entraine une
réaction colorée et signe la positivité du test, analysé par un lecteur de densité optique. Les tests de
phases solides (ELISA et Luminex que nous allons décrire ensuite) peuvent étre réalisés en dépistage
(mélange de molécules HLA en provenance de plusieurs cellules dans chacun des puits) et Single
Antigen (un seul antigene HLA par puits). La technique ELISA n’est plus utilisée en histocompatibilité

depuis I'avénement des techniques Luminex

Luminex®
La technique Luminex est également un test de phase solide. Au lieu d’étre déposé dans des puits
comme en ELISA, le sérum du patient est incubé avec des antigenes HLA purifiés fixés sur des
microsphéres qui sont caractérisées par un mélange de deux fluorochromes. Un anticorps secondaire
anti-IgG humaine couplé au fluorochrome phycoérythrine est ajouté au milieu. Les billes sont ensuite
passées dans un cytomeétre qui permet de distinguer les billes en fonction de leur fluorescence propre
puis a l'aide d’'un deuxieme laser de déterminer une valeur de fluorescence liée a la présence
d’anticorps anti-HLA fixés par I'anticorps anti-IgG humaines couplé a la phycoérythrine®. Le mélange
des 2 fluorochromes des microsphéres permet de définir une centaine de numéros de billes différents.
Il existe des tests de dépistages comprenant un mélange de billes recouvertes de molécules HLA de
classe | et Il et des tests en single antigen ou chaque bille est recouverte d’'une seule molécule HLA. Le
Test Luminex n’est pas quantitatif, mais I'intensité de fluorescence de la phycoérythrine exprimée en
MFI (ou Mean Fluorescence Intensity) permet d’estimer I'intensité de I'immunisation anti HLA. En pré
greffe, les seuils MFI de positivités sont variables selon les laboratoires. L’Agence de Biomédecine
considére qu’une MFI inférieure a 500 est négative™. La majorité des centres considére qu’une MFI

supérieure a 2000 entraine un risque immunologique important et contre-indique la transplantation
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avec un greffon porteur des molécules HLA concernées. Il semble que la présence d’anticorps anti-HLA
a des seuils jusque 3000 de MFI puissent étre tolérés sous réserve d’un cross match LCT négatif,
notamment pour augmenter les chances d’accés a la transplantation des patients hyperimmunisés (
ayant plus de 85% de donneurs incompatibles)so. Apreés la transplantation, I'apparition d’anticorps anti
HLA spécifique du donneur ave des MFI > 6000 est associée a une moins bonne survie de greffon (34%

de survie a 8 ans contre 63% chez les patients avec DSA pré formés)®*

1.4. Les cellules NK

Les cellules Natural Killers représentent 5 a 10% des lymphocytes circulants. Elles proviennent du
progéniteur commun lymphoide mais contrairement aux LB et aux LT elles ne sont pas soumises au
réarrangement des génes des récepteurs, et n‘ont donc pas de récepteur spécifique a I'antigéne. Les
cellules NK font partie du systeme immunitaire inné et constituent la premiere ligne de défense contre
les pathogénes intracellulaires, contrélant la réplication du pathogene pendant les 7 jours nécessaires
a la différenciation des LT CD8 en lymphocytes cytotoxiques fonctionnels. L’activité des NK est stimulée
par I'IFNa et I'lL-12. Les NK produisent de I'lIFNg qui augmente les capacités de phagocytose des
macrophages. Les cellules NK sont reconnaissables par I'expression du CD56, dont l'intensité
d’expression varie selon I'activité : les NK exprimant fortement le CD56 ont un réle principal de
production de cytokines, les NK exprimant faiblement le CD56 ont un r6le de cytotoxicité. Deux
mécanismes distincts entrainent les fonctions cytotoxiques des NK.

Le premier mécanisme implique la reconnaissance des molécules HLA de classe | par les récepteurs KIR
(inhibiteurs) ou activateurs (comme NKG2D ou NKp46). Les récepteurs KIR appartiennent a la famille
des immunoglobulines. Ces récepteurs inhibent I'activité cytotoxique du NK lorsqu’ils reconnaissent
une molécule CMH de classe | du Soi sur la cellule cible. Contrairement aux récepteurs présents sur les
LT et LB, les récepteurs de K ne sont pas soumis a I’exclusion allélique, et peuvent donc exprimer
plusieurs récepteurs KIR. A l'inverse en cas de présence anormale de molécules de CMH-I non
associées a la b2-microglobuline (lorsque la cellule est en situation de stress (infection, Iésions de

I’ADN), les récepteurs activateurs comme les NKG2D ou NKp46 induisent I'activité cytotoxique du NK

et la lyse de la cellule cible. Les fonctions cytotoxiques des NK sont comparables a celles des CD8+
cytotoxiques : sécrétion de granzyme-perforine et cytotoxicité par contact cellulaire via I'expression
de Fas-FasL. Le deuxiéme mode d’action des NK fait intervenir le récepteur CD16 ou FcyRlll. Ce
récepteur reconnait la portion Fc des immunoglobulines fixées sur leurs cibles antigéniques. Les
cellules NK induisent alors la lyse de la cellule cible par un mécanisme appelé ADCC ou cytotoxicité

médiée par les anticorps.
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1.5. Impact de I'immunosuppression

La stratégie thérapeutique immunosuppressive utilisée actuellement cible principalement le
compartiment lymphocytaire T, ce qui a permis une diminution drastique des rejets cellulaires aigus

au cours des dernieres décennies.

Traitement d’induction

La majorité des équipes réalise un traitement d’induction au cours de la période péri-opératoire afin
de réaliser une profonde immunosuppression au moment ou les cellules du donneur sont les plus
immunogenes, notamment a cause des mécanismes d’ischémie -reperfusion. Deux stratégies
thérapeutiques sont actuellement recommandées en transplantation rénale®’,® selon les
recommandations KDIGO 2017%.
e Le traitement d’induction non déplétant
Le basiliximab est un anticorps monoclonal chimérique murin/humain dirigé contre la chaine alpha du
récepteur de l'interleukine-2 (ou CD25). Le CD25 est exprimé par les cellules T effectrices venant d’étre
activées, et de maniere constitutionnelle par les nTreg. En empéchant la liaison de I'lL-2, le basiliximab
empéche la prolifération des lymphocytes T activés impliqués dans le rejet d'allogreffe, mais diminue
également le nombre de nTreg. Ce traitement est recommandé principalement en premiére ligne dans
les greffes a faible risque immunologique, chez les patients non immunisés.
e Le traitement d’induction déplétant lymphocytaire

La thymoglobuline est une préparation polyclonale réalisée a partir d'immunoglobulines de lapins
immunisés contre des thymocytes humains, ciblant ainsi les multiples antigénes présentés par les
thymocytes. Les lymphocytes sont détruits par apoptose. La déplétion induite sur les LT CD4+ and CD8+
dure plusieurs mois, les LT CD8+ T recouvrant plus rapidement et de maniere plus compléte leur niveau
antérieur. L'induction par ATG diminue le nombre de Treg mais moins que le nombre de LT effecteurs
CD8+, entrainant donc un ratio Treg/Teff favorable a la tolérance du greffon. De plus, la reconstitution
des Treg est plus rapide ce qui contribue & ce ratio favorable®. L'impact immunologique de I’ATG serait
non seulement lié a la déplétion lymphocytaire mais aussi a la relative préservation des TregGG. La
thymoglobuline est principalement recommandée chez les patients a fort risque immunologique. Il est
toutefois notable que les recommandations de traitements d’induction ne sont pas drastiqguement
suivies par les centres transplanteurs et leur indication est laissée a la discrétion des néphrologues
dans le contexte des habitudes des centres et adaptée selon les profils de patients, leur age, leur risque

de reprise retardée des greffons ou leurs risques infectieux par exemple.
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Traitement d’entretien
Un traitement d’entretien est instauré dés les premiers jours de la transplantation, qui sera poursuivi
a vie. Le schéma habituel est composé d'une association de deux ou trois
immunosuppresseurs (Tableau 1)%.

Tableau |. Exemple de schémas thérapeutiques d’'immunosuppression (Adapté des Clinical Guidelines
for Kidney Transplantation AMB 2018 ®

Faible risque immunologique chezle . . . X . . . . Donneur a risque ( risque de reprise
Risque immunologique intermédiaire Fort risque immunologique , R
receveur retardée de fonction)

Pré opératoire

Basiliximab 20mg IV JO

Possibilité de ne pas réaliser Anti Thymocyte Globuline 1 a

Basiliximab 20mg IV JO Anti Thymocyte Globuline 1,5mg/k;
d'induction chez les patients HLA € Y 4 e/ke 1,5mg/kg
compatibles
Methylprednisolone de 125a 500 m
Methylprednisolone 125mg IV Methylprednisolone 125mg IV Methylprednisolone 125mg IV vie " &
Post opératoire
Basiliximab 20mg IV J4
Possibilité de ne pas réaliser I Anti Thymocyte Globulin : dose totale | Anti Thymocyte globulin : dose totale

" . . Basiliximab 20mg IV J4

d'induction chez les patients HLA =6-7,5mg/kg =3-4mg/kg

compatibles
Arrét rapide des corticoides : . L .
R R L A i Lo s i Arrét des corticoides possibles en cas
Methylprednisolone 40mg IV a J1. Ne pas réaliser d'arét rapide des Ne pas réaliser d'arét rapide des ) L. ; X
X L. L. de récupération d'une fonction de
En cas de DFG, la prednisone permet corticoides corticoides

ff
d'utiliser des taux plus faibles de CNI grefton

Corticoides : prednisone débutée a Corticoides : prednisone débutée a
0,7mg/kg/j avec décroissance jusque | 0,7mg/kg/j avec décroissance jusque

0,3mg/kg/j a 1 mois 0,3mg/kg/j a 1 mois
. . . ) . . ) X . Débuter le Tacrolimus lorsque la
Tacrolimus en post opératoire Tacrolimus en post opératoire Tacrolimus en post opératoire en fonction rénale s'est stabilisée
immédiat 0,075mg/kg/12h immédiat 0,075mg/kg/12h relais de I'ATG 0,075mg/kg/12h 0,075me/kg/12h
Objectif résiduel 8-12 mcg/mL Objectif résiduel 8-12 mcg/mL Objectif résiduel 8-12 mcg/mL T E/K&,
, ) ) , ) ) , ) ) Objectif résiduel 8-12 mcg/mL
En I'absence de prise per os possible, |En |'absence de prise per os possible, | En I'absence de prise per os possible, ) X X
K i . En I'absence de prise per os possible,
Tacrolimus IV en /4 la dose Tacrolimus IV en /4 |la dose Tacrolimus IV en /4 |la dose

Tacrolimus IV en /4 la dose
Mycophenolate mofetil 1 gramme / | Mycophenolate mofetil 1 gramme / | Mycophenolate mofetil 1 gramme / | Mycophenolate mofetil de 500 mga 1
12 heures 12 heures 12 heures gramme / 12 heures

e Les anti-calcineurines :

Les inhibiteurs de la calcineurine, le tacrolimus (FK506) et la cyclosporine A (CsA), sont les
immunosuppresseurs les plus utilisés. La calcineurine est une phosphatase déphosphorylisant le
facteur de transcription cytosolique NFAT (nuclear factor of activated T cells) qui entraine la
transcription de genes pro-inflammatoires, notamment [IIL-2. La déphosphorylisation est
indispensable a la translocation au noyau. Les anti-calcineurines bloquent ainsi la synthése de I'IL-2,
nécessaire a la prolifération, la survie et a la maturation des LT. Alors que la fonction exercée par I'lL-
2 sur les LT effecteurs conventionnels peut étre substituée par d’autres cytokines (comme IL-7) I'IL-2
est indispensable au développement et a la fonction des Treg. Ainsi les CNI ont un impact négatif sur
les Treg en inhibant directement leur activation et en inhibant la génération de pTreg, et indirectement
en limitant la production d’IL-2 par les LT conventionnels. A I'inverse la prise de CNI ne semblent pas
avoir d‘impact sur 'expression du CD28 sur les LT CD8+°® De plus les CNI ont une néphrotoxicité
intrinséque et un impact hémodynamique sur la microcirculation rénale, entrainant une
vasoconstriction des artéres afférentes. Des protocoles cliniques visant a limiter |'utilisation des CNI

montrent une meilleure restauration des Treg en |'absence de CNI, néanmoins il y a une augmentation
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du nombre de rejets. Ces molécules affectent directement les voies d’activation et de prolifération des
lymphocytes T, mais ont aussi un impact indirect sur les lymphocytes B, en inhibant la co-stimulation
des LB par les LT CD4+.%°

e Les antiprolifératifs :

L’acide mycophelonique (Myfortic) et le Mycophenolate Mofetil (MMF) sa pré-drogue, exercent des
capacités immunosuppressives en inhibant la synthése de novo des purines par blocage de I'enzyme
IMPDH (inosine monophosphate dehydrogenase). Les LB et LT sont dépendants de la synthése des
novo des purines pour leur prolifération’®. Le MMF permet une conservation du taux et de la fonction
des Treg et ne modifie pas la sous population CD8+CD28- 68

e Les corticoides

Les stéroides entrainent une multitude d’effets anti-inflammatoires. Une fois liés a leurs récepteurs
cytosoliques, les stéroides transloquent dans le noyau ou ils inhibent la transcription de NFKB
empéchant la transcription de génes codant des cytokines pro-inflammatoires. Les glucocorticoides
peuvent aussi se lier au TCR, diminuant le 1% signal d”’activation. Les corticoides extracellulaires ont
aussi une action anti-inflammatoire en limitant I'interaction entre les LT et les CPA, en diminuant le
rolling leucocytaire et I'adhésion des LT, limitant ainsi leur migration. Lors des rejets de greffe,
I"utilisation de methylprednisolone modifie la composition des LT en favorisant les Treg. Les stéroides
sont capables d’induire des pTreg en permettant I'expression de GILZ (glucocorticoid-induced leucine
zipper), qui facilite I'expression de TGF- et de FOXP3

e Lesinhibiteurs de mTOR

Les mTORi agissent en inhibant la serine/threonine kinase mTOR par inhibition de phosphatidylinositol
3-kinase (PI3K) et Akt. Les complexes mTOR sont impliqués dans la différenciation des sous populations
CD4+ et orientent la différentiation des LT CD8+ effecteur vers les CD8 mémoire. Ainsi, le traitement
par rapamycine inhibe les LT CD8+ effecteurs. Les patients sous mTORi en transplantation rénale ont
un taux de Treg 4 fois supérieur aux patients traités par ciclosporine. Le relais d’un traitement par CNI
vers un traitement par rapamycine entraine une augmentation des Treg périphériques pendant
plusieurs mois. Cependant cette augmentation des Treg n’est pas associée a une amélioration clinique,
il existe une discrete amélioration de débit de filtration glomérulaire par levée de l'impact
hémodynamique des CNI, mais pas de diminution du nombre de rejet, de la survie greffon, ou de
I'incidence de cancers.

e Autres immunothérapies

La protéine recombinante CTLA4-lg ou Belatacept est autorisée dans le cadre de la transplantation
rénale depuis 2011. Le Belatacept se lie aux molécules CD80 et CD86 a la surface des LT bloquant ainsi

le 2°™ signal. Le suivi a long terme des patients traités par Belatacept retrouve une meilleure fonction
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de greffon a 5 ans par rapport aux patients traités par ciclosporine’"’*”?

. Le blocage de la costimulation
LT-LB inhibe la formation des LB mémoires, et la production d’anti HLA spécifiques du donneur’®. Bien
que les patients traités par Belatacept présentent une meilleure survie de greffe, il existe un risque de
rejets aigus supérieur a celui des patients traités par CNI”>.

Le Rituximab est un anticorps anti-CD20 qui entraine une déplétion des LB mémoires, naifs ,
transitionnels qui expriment le CD20 mais qui n’a pas d’effet sur les plasmocytes CD20-"°. Ce

traitement est utilisé dans certains protocoles de désensibilisation’’, et dans le traitement des rejets

humoraux aigus’>.

2. L’analyse histologique du greffon rénal : pierre angulaire du pronostic de la greffe.

2.1. Classification de Banff

Le diagnostic de I'atteinte du greffon rénal est posé par I'analyse histologique de la biopsie. Afin
d’homogénéiser les diagnostics de rejet de greffe et de limiter la subjectivité inhérente a
I'interprétation histologique, un comité d’anatomopathologistes et de néphrologues a élaboré en 1991
la classification de Banf’®. La classification de Banff propose une description semi-quantitative, cotée
de 0 a 3, des lésions élémentaires aigues (avec infiltrat inflammatoire) et chroniques (séquellaires) de
la biopsie (Tableau Il). La classification a évolué au fur et a mesure d’une meilleure compréhension des
mécanismes de rejets de greffon (Tableau Il). La détection de C4d (produit de dégradation de la
cascade du complément) en immunohistochimie ou immunofluorescence a été ajoutée a la
classification de Banff en 2007. Ce dép6t signe I’activation de la voie classique du complément par les
anticorps anti-greffon, principalement les anticorps anti-HLA du donneur ou DSA. La derniére
classification de Banff 2017 intégre le « diagnostic moléculaire » ou I'analyse du transcriptome dans la
biopsie pour orienter les diagnostics histologiques de rejet cellulaire ou humoral”.

Tableau Il Evolution de la classification de Banff. D'aprés Hara ’®

Classification de Banff
Score 1993 1997 2003 2005 2007 2009 2011 2013 2015 2017
i 0-3
t 0-3
v 0-3
g 0-3
ptc - - 0-3
ti - - - - 0-3
i-IFTA - - - - - - 0-3 TCMR
cad - - - - 0-3 C4d - ABMR
cg 0-3
mm 0-3
ah 0-3
aah - - - - 0-3
cv 0-3
ci 0-3
cv 0-3
ct 0-3
Biomolecular assesment ABMR
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L'association des différentes lésions élémentaires permet de poser le diagnostic de l'atteinte du
greffon (Tableau Ill) : biopsie normale, rejet cellulaire, humoral, fibrose interstitielle et atrophie
tubulaire, lésions borderlines, ou d’autres atteintes non immunologiques (toxicité des
immunosuppresseurs, néphropathie virale ou bactérienne, reflux). L’amélioration du score de Banff a
permis de préciser les Iésions chroniques en éliminant la terminologie de « néphropathie chronique
d’allogreffe » depuis 2007. Cette entité recouvrait les rejets humoraux et cellulaires chroniques aussi

bien que les Iésions non allo immunes, de toxicité des anti calcineurines ou des atteintes virales.
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Tableau Ill. Lésions élémentaires de la classification de Banff

Lésion élé Score Exemple
Lésions aigues
Occlusionde la lumiére d’au moins un capillaire glomérulaires par g0 : absence
. des éléments mononuclés ou par des cellules endothéliales g1:1-25% de glomérules occlus
Score g ou glomérulite ) ; N

turgescente, le score est établi en fonction du pourcentage de 82:25-75%

glomérules atteints. g3 : plus de 75% de glomérules occlus.
0 : absence

Score t ou tubulite

t1:1'a 4 lymphocytes par section tubulaire

2 :5% 10 lymphocytes par section tubulaire

13 :> 10 lymphocytes ou > 2 foyers de destruction de la
membrane basale tubulaire

Tubulite lymphocytaire etablie par le nombre de cellules
inflammatoires par section tubulaire

Score i ou infiltrat interstitiel

) L . . . i0:<10% de la surface du cortex atteinte
Presence d'un infiltrat inflammatoire au niveau du cortex renal i

" . de 102 25%
dehors des zones de fibrose, du cortex sous-capsulaire et de € ‘a
5 " . i2:de 26'a 50%
I'adventice des gros vaisseaux. 31550%

Score  cpt ou capillarite

péritubulaire

cpt0 : moins de 3 éléments par capillaire
cptl : 3 a4 élements par capillaire

cpt2 : 5 4 10 éléments par capillaire
cpt3 : plus de 10 éléments par capillaire

Nombre de cellules inflammatoires présentes dans la lumiére des
capillaires péritubulaires (les capillaires coupés longitudinalement
ne sont pas étudiés)

2

Score v ou endothélite

V0 :absence

v1 :obstruction < 25%

V2 : obstruction > 25%

nflammation transmurale de la paroi vasculaire ou niecrose
fibringide de la media

O ion ire et ion de i ion aux
differentes tuniques du vaisseau

Score ti ou inflammation totale

it0:<10% de la surface du cortex atteinte
Presence d'un infiltrat inflammatoire en prenant en compte il :de 10'a 25%
lintégralité de la surface du cortex renal ti2 :de 26'a 50%

i3 :>50%

S

Lésions chroniques

Score cg

glomérulopathie d'allogreffe

g0 : absence
cgla: absence en microscopie optique, mais doubles contours
visibles en microscopie electronique sur au moins 3 capillaires
associes’a une turgescence des cellules endotheliales

cglb : DC sur au moins une anse

cg2 : 26'a 50% des anses capillaires présentent des DC dans le
glomérule le plus atteint

cg3 : > 50% des anses capillaires

Présence de dédoublement de la membrane basale glomérula

Score mm
hyperplasie mésangiale

L . . . . ) .. mmO :absence
Epaississement au moins modere des tiges mesangiales deﬁnrn

PRSI m1 : < 25% des glomerules atteints
par un épaississement large de + de 2 noyaux de cellules

N . m2 :de 26'a 50%
mesangiales dans 2 tiges.
mm3:>50%

Score cv
endartérite fibreuse

cv0 : absence

cvl: obstruction de 25% de la lumiére
cv2 : obstruction de 26 a 50%

cv3 : obstruction de plus de 50%

épaississement fibro-intimal des artéres,

Score ah
hyalinose artériolaire

ahO : absence de dépét hyalin

ah1 : hyalinose non circonférentielle sur 1 artére

ah2 : hyalinose non circonférentielle sur au moins 2 artéres
ah3 : Hyalinose circonférentielle

depots hyalins arteriolaires PAS+, grades en fonction du nombre
d’arterioles atteintes et du caractere circonferentiel ou non des
depots.

Score ci
fibrose interstitielle

ci0 : Fibrose interstielle <5% de la surface corticale

cil: Présence de fibrose sur 6 @ 25% de la surface corticale
ci2 : de 26 a 50% de la surface corticale

ci3 : >50% de de la surface corticale

Score ct
atrophie tubulaire

ct0 : Absence de tube atrophique

ctl : < 25% de tubes atrophiques

ct2 : de 26 a 50% de tubes atrophiques
ct3: >50% de tubes atrophiques
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2.2. Histologie des rejets cellulaires

Le rejet cellulaire aigu ( ou TCMR dans la classification de Banff T cell mediated rejection) , fréquent

avant l'utilisation des anti-calcineurines, concerne aujourd’hui 10% des biopsies a 12 mois de la
transplantation®®. Les lésions cellulaires sont définies par la présence de lymphocytes au sein des
tubules rénaux (t =2) associée a un infiltrat lymphocytaire dans l'interstitium (i =2), et par une
atteinte des cellules endothéliales (endartérite, v > 0). L’infiltrat est principalement constitué de
lymphocytes T CD8+ cytotoxiques®.

Le traitement des rejets cellulaires est basé sur la réalisation de bolus de corticoides et le maintien
d’une immunosuppression d’entretien suffisante, en général une trithérapie comprenant un inhiteur
de calcineurine, un anti-metaboliques et des corticoides. Le pronostic du rejet aigu cellulaire traité
précocement est relativement bon, avec une récupération de la fonction du greffon®.

Lorsque la tubulite et I'infiltrat interstitiel sont moins importants (t >0 and i <=1 or t1 and i>=2) et sans
atteinte vasculaire (v0), I’histologie retenue est dite « suspicious » TCMR ou borderline. Les lésions
borderlines sont retrouvées sur environ 5% des biopsies de surveillance a 1 an de la transplantation®.
Leur prise en charge thérapeutique est débattue®, mais la plupart des équipes recommandent de les
traiter comme un rejet cellulaire actif par bolus de corticoides si elles s’accompagnent d’'une
dégradation de fonction rénale. Un essai randomisé national (I’étude 14BIS, investigateur principal O
Thaunat, promoteur CHU Lyon) est actuellement en cours qui devrait permettre de répondre a la
guestion de la nécessité ou pas de traiter des lésions borderlines sans dégradation de fonction rénale.

La définition du rejet cellulaire chronique actif a récemment évolué. Jusqu’en 2017 seules les lésions

vasculaires chroniques d’endartérite fibreuse (cv) étaient considérées comme liées a un rejet cellulaire
chronique. La classification de Banff 2017 s’est enrichie des grades IA et IB de rejet cellulaire chronique
actif, définis par la présence d’un infiltrat inflammatoire modéré a sévére au sein des zones de fibrose
associé a une tubulite modérée a sévére (i-IFTA >= 2 + t >=2 + ti >=2). Les lésions vasculaires cv
définissent le grade Il du rejet chronique. Néanmoins, la présence d’infiltrat inflammatoire est une
|ésion peu spécifique, la classification de Banff souligne que cet infiltrat n’est a considérer comme rejet
cellulaire qu’en I'absence de signes cliniques et biologiques évoquant une autre étiologie, notamment
la présence de DSA orientant vers un rejet humoral chronique, ou une charge virale BKv orientant vers
une néphropathie virale. Il n’existe pas de traitement immunosuppresseur permettant d’'améliorer les
|ésions chroniques, mais un traitement immunosuppresseur intensif peut étre maintenu afin de limiter

la progression des Iésions.
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Tableau IV. Classification de Banff (d'aprés Roufosse)”

Catégorie 1 : Biopsie Normale ou modifications non significatives

Catégorie 2 : Rejet médié par les anticorps

Groupes de critéres diagnostics

C4d fixation sans signes de rejet

C4d>1enlF ou>0enIHC

+

t0, v0, absence d'endartérite fibreuse ni
infiltration mononucléaire, absence de
critéres d'activité (groupe 1) absence de
critére de chronicité (groupe 4) absence
d'augmentation des transcripts associés au
rejet humoral

Rejet humoral Actif : associe les 3 items suivants

Absence de critére de chronicité ( groupe 4)
+

Au moins un critéres d'activité ( Goupe 1)

+

Au moins un critére d'interaction Ac-tissus
(groupe 2)

+

DSA ou équivalent ( groupe 3)

Rejet humoral Chronic Actif : associe les 3 items suivants

Au moins un critére de chronicité ( groupe 4)
+

Au moins un critére d'interaction Ac-tissus
(groupe 2)

+

DSA ou équivalent ( groupe 3)

Rejet humoral Chronic

Présence de double contours de la MG ou de
lamelisation membrane des capillaires
péritubulaires en I'absence de critére pour
une interraction récente anticorps-tissu
(critéres du groupe 2)

mais avec des éléments pour un diagnostic
précédent de RHA ou de RHCA ou de DSA.

Groupe 1 : critéres d'activité du rejet humoral

— g >0en l'absence de GN ou ptc > 0 en I'absence de lésions TCMR ou
borderline

—v>0

— Microangiopathie thrombotique sans autre étiologie

— Nécrose tubulaire aigue sans autre étiologie

Groupe 2 : Interraction anticorps - tissu

— C4d>1enlIFou>0enIHC

— Inflamamation de la microvascularisation modérée ( g+ptc>1) en
I'absence de récidive ou de GN de novo, de Iésions BL, de TCMR aigu. En
cas de lésions BL, de TCMR, d'infection, g>1 nécessaire

— Augmentation des transcripts validés comme associés au rejet humoral
en biologie moléculaire

Groupe 3 : DSA ou équivalent

— DSA (anti-HLA ou autre spécificité)

—» C4d>1enl|Fou>0enIHC

— Augmentation des transcripts validés comme associés au rejet humoral
en biologie moléculaire

Groupe 4 : Paramétres histologique de rejet chronique humoral

— ¢cg>0 (en MO ou ME) en dehors des biopsies avec atteinte de MAT
chornique

—b 7 couches dans un capilaire peri tubulaire ou > 5 couches dans 2
capillaires en ME

—» Fibrose intimale cv>0 en I'absence d'autres étiologies, (infiltrats
leucocytaires sous intimaux en faveur en |'absence d'antécédent de TCMR
mais non requis pour le diagnostic)

Catégorie 3 Lésions borderline

t>0+i=1
ou
tl+i=2

Catégorie 4 : Rejet médié par les lymphocytes T

Rejet cellulaire Aigu

Grade IAi=2+1t2

Grade IBi=2+ t3

Grade IIA v1 quelque soit les scores i / t
Grade IIB v2

TCMR Aigu grade IlI Grade Ill v3

Rejet Chronique médié par les lymphocytes T

Grade IA ti=2 +i-IFTA=2 +t2

Eliminer les autres étiologies pouvant étre
associée a la FIAT inflammatoire

Grade IBti=2 +i-IFTA =22 +13

Eliminer les autres étiologies pouvant étre
associée a la FIAT inflammatoire
Artériopathie chronique d'allogreffe cv>0

TCMR Aigu grade |

TCMR Aigu grade Il

TCMR chronique actif grade |

TCMR chronique actif grade Il

1nfl

Catégorie 5 : Fibrose Inf ire et Atrophie tubulaire

Grade | cilouctl
Grade Il ci2ouct2
Grade Ill ci3ouct3

Catégorie 6 : Autres lésions

Récidive de la maladie initiale
Glomérulonéphrite de novo
Néphropathie au BKvirus
Reflux

Pyelonéphrite

Nécrose tubulaire aigue
Toxicités des anticalcineurines
Lymphoprolifération
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2.3. Histologie des rejets humoraux

Depuis 2013 la fixation de C4d, qui marque I'activation de la voie classique par les anticorps sur les
cellules du greffon, n’est plus indispensable au diagnostic de rejet médié par les anticorps®. La
présence de DSA, associée a une inflammation majeure de la microcirculation attestant de I'interaction
entre les anticorps et I'endothélium (g+ptc >=2 et v>=1 si C4d négatif, ou g+ptc >= 1 et v >= 1 si C4d
positif), permet le diagnostic de rejet humoral ou ABMR pour antibodies mediated rejection dans la
derniere classification de Banff 2017.

Le traitement des rejets humoraux est basé sur I’élimination des anticorps anti-donneur par des
échanges plasmatiques et la perfusion d’immunoglobulines intra veineuse, parfois associé au
Rituximab afin de limiter un rebond de production d’anticorps®.

La classification Banff 2013 a amélioré la sensibilité et la spécificité du diagnostic de rejet humoral®® .

Les biopsies ne présentant pas les 3 items nécessaires au diagnostic de rejet humoral sont regroupées

sous le terme de «suspicion de rejet humoral», par exemple en présence d’une importante

inflammation de la microcirculation sans que des DSA soient retrouvés. Cette terminologie a disparu
de la derniére classification de Banff ol ne sont considérés que les AMR « actifs » ou « chroniques
actifs » (Tableau IV). Leur prise en charge ne se fait qu’au cas par cas, la recherche d’anticorps dirigés
contre d’autres antigenes du donneur comme la Vimentine ou I'angiotensine n’est pas réalisée en
routine mais recommandée dans cette situation, car pouvant expliquer I'agression de I'endothélium

du greffon en I'absence de DSA. Les lésions de rejet humoral chronique actif sont définies par la

présence de DSA associée a une atteinte histologique chronique glomérulaire et vasculaire. La
composante vasculaire chronique est ainsi partagée avec le rejet cellulaire chronique. La prévalence
des rejets mixtes humoraux et cellulaires varient entre 6 et 92% selon les études®’. Le rejet humoral
. ) ras . .. 88 , .
chronique est I'étiologie principale de la perte de greffon au long terme™, aucune thérapeutique

n’ayant fait la preuve de son efficacité.

2.4. Fibrose interstitielle et Iésions inflammatoires

La fibrose interstitielle et I'atrophie tubulaire (FIAT) représentent 12% des pertes de greffon a 10 ans
de suivi®. Ces Iésions signifient que le parenchyme de greffon rénal n’est plus fonctionnel. 22% des
biopsies systématiques a 1 an de greffe sont porteuses de FIAT. Les |ésions de FIAT sont secondaires a
des atteintes multiples, elles peuvent étre la conséquence des rejets humoraux® et cellulaires, ainsi
que de causes non immunes comme le reflux, les pyélonéphrites, les infections virales. Il n’existe
actuellement pas de traitement curatif de la fibrose, les actions thérapeutiques ne peuvent étre que

préventives : limiter la survenue de rejets et favoriser I'observance des patients aux traitements
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immunosuppresseurs, adapter constamment lI'immunosuppression pour limiter les néphropathies

virales et la toxicité des CNI.

La FIAT inflammatoire peut étre une conséquence d’une alloimmunité cellulaire T 9. ’équipe de

Nankivell a montré sur 362 patients que le i-score précéde I'apparition de fibrose inflammatoire. La
conférence de Banff de 2017 souligne le continuum entre les lésions inflammatoires interstitielles et
le rejet chronique cellulaire®’. Cependant la présence d’un infiltrat inflammatoire est aspécifique et
donc d’interprétation délicate. Les lésions de FIAT inflammatoires sont rencontrées dans plusieurs
atteintes non immunologiques : néphropathie a BK virus, pyélonéphrite, reflux®®. La classification de
Banff inclut la présence de FIAT-i dans la définition de rejet cellulaire T chronique actif (TCMR) sous
réserve d’'une atteinte d’au moins 25% du cortex total (>= FIATi 2) associée a une tubulite afin de limiter
les sur-diagnostics de TCMR. Il est souligné I'importance des données cliniques afin de poser le
diagnostic histologique de TCMR : il faut s’assurer de I'absence de DSA qui orienterait vers un rejet
humoral®®, et d’une charge virale BKv négative afin d‘exclure une néphropathie virale. Il n’est
actuellement pas possible en routine de différencier une inflammation liée a un rejet d’'une
inflammation non spécifique.

Les pronostics des FIAT inflammatoires sont aussi divers : Cosio a retrouvé une disparition de l'infiltrat
inflammatoire dans 48% des cas de FIAT -inflammatoire chez 207 patients”. Néanmoins les greffons
présentant une FIAT-i sévere a 1 an post transplantation ont un risque de perte de greffona 3 et 5 ans
significativement supérieur par rapport aux biopsies normales. Cette différence n’existe pas pour les

patients avec une FIAT-i modérée®.

2.5. Indication de la réalisation des biopsies de greffon rénal

— Biopsie pour cause

Les biopsies de greffon sont réalisées en cas de suspicion de rejet a n‘importe quel délai post
transplantation. Ces situations regroupent la dégradation de la fonction du greffon avec une
augmentation de la créatininémie, I'apparition ou la majoration d’'une protéinurie, ou encore
I"apparition d’anticorps anti-greffon faisant craindre un rejet humoral. Si la biopsie confirme le rejet,
cellulaire ou humoral, le traitement adéquat est mis en place. En dehors des Iésions de rejets ou le
traitement est consensuel, la prise en charge est réalisée au cas par cas : certaines lésions borderline
ou de suspicions de rejet humoral sont traitées comme des rejets a part entiere, d’autres optimiseront
le traitement d’entretien, ou encore une abstention thérapeutique mais en rapprochant la surveillance

biologique.
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— Biopsies de surveillance

Les biopsies de surveillance sont réalisées dans de nombreux centres a 3 mois et 12 mois apres la
transplantation. Elles ont pour but de déceler des signes histologiques de rejet cellulaire ou humoral
alors que la fonction du greffon est conservée et ainsi d’adapter le traitement immunosuppresseur
avant que les lésions histologiques ne soient irréversibles. Les rejets humoraux infra-cliniques sont
définis par la présence d’anticorps anti greffon et de Iésions histologiques du rejet
humoral (glomérulite, capillarite péritubulaire, endothélite, parfois dépots de C4d) associés a une
fonction de greffon normale. En I'absence de traitement ces rejets tout comme les rejets humoraux
aigus, évoluent vers le rejet humoral chronique associant glomérulopathie d’allogreffe, Iésions
d’artériosclérose et de FIAT, qui entrainent I'apparition d’une protéinurie et le déclin de la fonction
rénale®. Bien qu’invasives les biopsies ne se compliquent que trés rarement (< 0,5% de
complications)® , cependant la réalisation de biopsies de surveillance est débattue. En effet de
nombreuses biopsies présentent des lésions pour lesquelles il n’existe pas de prise en charge
thérapeutique consensuelle : les Iésions borderlines, de FIAT inflammatoire, de suspicion de rejet
humoral (inflammation de la microcirculation en I'absence de DSA) 2°,”’. Par exemple il n’existe pas de
consensus sur la prise en charge des biopsies FIAT et FIAT-i 1, qui sont pourtant les résultats les plus
fréquents des biopsies de surveillance : 20% des biopsies de surveillance a 1an sont FIATi-1 vs 11% de
FIATi-2 et 3°*. Une étude observationnelle multicentrique a ainsi démontré qu’il n’existe pas de
différence de survie de greffon entre les centres réalisant ou non une biopsie de surveillance a 1 an de

la transplantation®.

2.6. Recherche de biomarqueurs

L'analyse histologique de la biopsie rénale est le gold standard diagnostic des atteintes du greffon,
mais présente plusieurs limites. Certaines Iésions histologiques sont peu spécifiques comme les FIAT
inflammatoires, les suspicions de rejets et les Iésions borderlines, trouver un parametre biologique
permettant de différencier les Iésions d’origine allo-immune des lésions non immunologiques serait
une aide a la prise en charge des patients. La recherche de biomarqueurs est un champ de recherche
majeurgg,loo. L’analyse de I'ensemble des genes exprimés par les cellules du greffon (ou transcriptome)
permet par exemple de détecter plus précocement les rejets cellulaires'®’, de reclassifier des Iésions
indifférenciées'® et des lésions borderline'®. La survenue de FIAT a 1 an semble pouvoir &tre prédite
par I'analyse de 13 genes sur les biopsies de surveillance a 3 mois de greffe’®. Le transcriptome des
cellules circulantes périphériques est aussi un reflet de I'activité immunologique intra greffon. L’équipe

de Murphy a retrouvé une signature transcriptomique sanguine associée a la présence d’un rejet infra-

clinique a la biopsie rénale®. Néanmoins des études multicentriques de validation sont nécessaires
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avant de pouvoir sursoir la réalisation d’une biopsie de greffon pour diagnostiquer un rejet. En 2015
la classification de Banff a tenu compte de ces avancées de la biologie moléculaire en incluant dans la
définition du rejet humoral la présence de transcrits ENDAT (endothelial-associated transcripts) au

sein de la biopsie de greffon'®

. Cependant les techniques de biologie moléculaire sont actuellement
colteuses, et les centres de Transplantation ne réalisent pas ces analyses en pratique clinique.
Ces inconvénients ne sont pas retrouvés pour les techniques de cytométrie de flux, qui permette

d’analyser en routine les phénotypes lymphocytaires.

3. Phénotypes lymphocytaires et transplantation rénale

Les lymphocytes circulants sanguins ne représentent que 2-3% de I’ensemble des lymphocytes'®, mais

7

leur analyse peut étre un reflet de I'activité immunologique ayant lieu dans le greffon10 et ont

I’'avantage d’étre d’acces simple par rapport a la biopsie (Tableau V)
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Tableau V. Revue de la littérature des études des phénotypes sanguins (LT régulateurs, LT cytotoxiques, LB, cellules NK) associés a I'histologie et au devenir
des greffons rénaux.

TCMR Effectif Référence ABMR Effectif Référence TOL Références et effec
Phénotypes lymphocytaires circulants
N Treg foxp3+CD25+ chez rejets chroniques vs stables (10 cell/uL vs 25) Braudeau 21 CD4+CD25+CD127-foxP3+ chez les patients tolérants (%c_e%l{uL vs 1 chez les patieBtazaejet chroniq|
délai = 7,3 ans post transplantation n=22 111 ATreg foxP3 déméthylés B 115
Tre,
¢ McRae Moraes
N mTreg chez patients TCMR vs stable (6% des CD4 vs 1n1%!l7 112 2 CD4+CD25+foxP3+ chez les TOL vs CAN (ZSceII{‘u_LXg 10 cell/uL) 147
délai = 3 mois post transplantation délai post transplantaiton 1 4ans TOL, 8 ans CAN
N de I'expression du CD28 sur les LT CD8+ chez les patients avec rejet chronique Baet
aeten
21 % CD8+CD28- chez les rejets chroniques par rapport aux patients stables et aux p n=38 68
délai post transplantation : 7 ans
n=40 Korecka-Polak
2 % CD8+CD28- parmi rejets chroniques par rapport aux patients stables (25% vs 166
délai post transplantion : 9 ans
CD8+CD28-
2 TEMRA CD45+CCR7-CD27-CD28-
chez les patients avec restriction du TCR, associé: Yap Venner
. . n=131 n =703
délai post transplantion : 9 ans 125 144
2 LB totaux CD19+ (8% vs 5% stable) 220ce|l/qu\‘/s_5%stable) Pallier
Délai post transplantation :délai : 14 ans 136
N rejets chez les patients ay nombre de CD19+ identique chez stz
i >3% de LB transitionnels CD19+C Shabir A % CD19+ chez cABMR ( 10% Nouel
pas de différence pour la surven n=73 139 21 % LB mémoire IgD-CD27+ (16,9% n=44 130 2 % LB transitionnels CD20+CD24hiCD38hi chez TOL vs stables43% vs 1,5% )et des LEheifisdzd20+CD34
étude propestive de JO a J365 '\ LB transitionnel CD19+CD24hiCD38hi Délai post transplantation :délai : 11 ans 137
délai 8 ans post transplantation
N plasmocytes CD20-CD38+CD138+110 (0,5% vs 1,2%)
Breg sécréteur de granzyme B (6cell/uL vs 2) n=18 Chesneau
Délai post transplantation :délai : 10 ans 141
Nombre de cellules NK CD3-CD56dim (100cell/mm3) : ider
Venner Venner |mais profil d’activation défectueux chez TOL: N NKp46, * Dugast
NK n =703 n =703 1218 Pro ) : ¢ n=37 €
144 144 Diminution des capacités cytotoxiques : Nperforine Ngrat 143
Délai post transplantaiton stable : 2 ans, TOL: 19 ans
CD4/CD8<1 associé a un répetoire TCR oligoclonal et aux rejets Miqueu
délai post transplantation : stables & rejets 9 ans, TOL : 17ans n=229 10q8
N % Tfh circulants CD45RACCXR5+ Chenouard
Autres caractéri Tfh CD4+CXCR5+IL21+ circulants a 3 mois : 3cell/mm3 mais présence d'infiltrat Tfh dan{2¢5%i0psicEQNBIMIB% stables) n=22 21
Délai post transplantation : 99 jours De Grav |délai post transplatnation stables : 6,8 ans TOL: 20 ans
n=5 165
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3.1. Le ratio CD4/CDS8

1 . \ s .
% ast associée a des lésions

Miqueu et al ont montré qu’une diminution du ratio CD4/CD8
histologiques de rejet d’allogreffe. lls ont également étudié le répertoire TCR dans une population de
transplantés rénaux avec une fonction de greffon stable, et retrouvé une grande hétérogénéité :
certains ont un répertoire TCR non impacté, d’autres sélectionné oligoclonal. Les patients dont le
répertoire TCR Vb est dévié sont ceux qui présenteront le plus de rejet, et sont également ceux avec
un rapport CD4/CDS8 inversé. Ces analyses réalisées a partir de prélévements sanguins périphériques
sont confirmées au niveau du phénotype lymphocytaire intra greffon : I'étude en single cell de la

biopsie de greffon réalisée par Muczynski confirme ce ratio CD8/CD4 >1,2 associé au rejet, et ce méme

o . . . .o . 1
avant que les Iésions histologiques ne soient visibles'®.

3.2. Lymphocytes T régulateurs

L'augmentation du nombre de Treg dans le greffon rénal est associé a une augmentation des Treg en
périphérie’™. Malgré leur rdle anti inflammatoire bien établi, les résultats des études en

transplantation sur les Treg infiltrants le greffon ou circulants en périphérie, sont hétérogenes.

Les patients présentant un rejet chronique ont un taux plus bas de Treg que les patients avec une

111,112

fonction de greffon stable et I'analyse génomique retrouve un taux élevé de foxp3 et d’autres

\ .z ey s , . . 11 N .
génes associés aux capacités régulatrices des Treg chez les patients stables™. A I'extréme, les patients
présentant une tolérance opérationnelle, définie par une fonction de greffon stable (créatininémie

114

<130umol et protéinurie <lgramme/jour) en l'absence de traitement immunosuppresseur,

, ;. . 11
presentent un taux supeérieur de Treg circulants 5.

Cependant, les patients avec un rejet aigu cellulaire ont un infiltrat de Treg au sein du greffon supérieur

116

aux patients avec toxicité des CNI ou aux patients avec un rejet humoral™™. Un fort infiltrat de LT

CD4+foxp3+ serait méme au cours des rejets aigus cellulaires un facteur de mauvais pronostic sur la

11 s . s . 7 « gz
®. Les cellules épithéliales tubulaires rénales (RTEC) sont considérées comme pouvant

survie de greffe
jouer un role dans le processus de tolérance du greffon, les tubules présentant un important infiltrat
foxP3+'. Les RTEC sécrétent du TGFB qui est un inducteur majeur des Treg. Cette faculté a produire
du TGFp peut expliquer la dualité des résultats des études correlant les Treg au devenir du greffon, le
TGFp étant un facteur pro-fibrogene majeur, qui permet d’augmenter le nombre de Treg mais favorise
également des lésions fibrosantes. De méme le taux de FoxP3 mesuré dans les urines aprés un rejet

117

aigu pourrait prédire I'’échec de greffe dans les 6 mois™’. Enfin d’aprés les travaux d’Ashton-Chess

I’expression de FoxP3 dans le sang périphérique et dans le greffon ne permet pas de distinguer les
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11 e . ,
8 Différentes analyses peuvent expliquer ces résultats en

patients en rejet des patients stables
apparence contradictoires **°. Une augmentation des Treg favorise un état anti-inflammatoire, mais
leur afflux dans le greffon signifie également qu’une réaction inflammatoire importante a lieu. Le ratio
de Treg/ LT effecteurs a été utilisé pour prendre en compte ce dualisme : Grimbert et al ont montré
que I'on peut distinguer une histologie borderline d’un rejet aigu en analysant le ratio FoxP3/granzyme

120 Une autre explication serait que I'infiltrat de Treg présent lors des

B au sein du greffon rénal
pronostics défavorables n’aurait pas les capacités régulatrices optimales. La mesure des zones
déméthylées du promoteur de Fox p3 permet de reconnaitre plus précisément les capacités
régulatrices des Treg. Ainsi Bestard a démontré que parmi les patients avec un rejet chronique, ceux
ayant un infiltrat de Treg ayant des zones de foxp3 déméthylées ont un meilleur pronostic a 5 ans**".
De méme, les patients présentant une tolérance opérationnelle ont un plus fort pourcentage de Treg

mémoires avec foxP3 déméthylé que les patients avec une fonction de greffon stable sous

. . , . . 11
immunosuppresseurs et les patients présentant un rejet chronique.'*

3.3. Lymphocytes cytotoxiques CD8+CD28-

En cas de stimulation antigénique chronique, les LT CD8+ différenciés oligoclonaux s’accumulent?,
Ces lymphocytes différenciés sont caractérisés par la perte de I'expression du CD28. Ces cellules se
rapprochent des TEM et TEMRA, ayant d’'importantes capacités cytotoxiques. Traitanon a démontré
que les LT CD8'CD28". ont des capacités cytotoxiques supérieures aux CD8CD28+, exprimant plus de

12 .
3. En revanche plusieurs

CD107a (marqueurs de la dégranulation de perforine et de granzyme B)
études in vitro semblaient retrouver des capacités de prolifération diminuées en présence de cellules
B alloréactives, comparativement aux cellules CD8CD28+. En réalité il semble qu’en ajoutant dans le
milieu de I'lL-15, les LT CD8'CD28 gardent de trés bonnes capacités de prolifération. Elles sont
retrouvées dans des maladies auto-immunes, comme la glomérulonéphrite lupique™ . En
transplantation rénale, un travail mené en 2006 par notre équipe retrouvait une augmentation du taux
des LT CD8'CD28 cytotoxiques chez les patients en rejet chronique, ce qui a été confirmé plus

12> ’étude de Yap portant sur 131 patients

récemment en s‘intéressant a la population de TEMRA
transplantés rénaux retrouve chez 45 patients une restriction du répertoire TCRVb associée a une
augmentation du nombre de TEMRA CD45RA+CCR7-CD27-CD28- et corrélée a une augmentation des
capacités de production d’IFN-y et de TNFa. La présence d’IL-15 dans le cadre de la transplantation
rénale avec stimulation allogénique pourrait expliquer la prolifération des LT CD8'CD28". Ceci est
cohérent avec les résultats de plusieurs études montrant une sur-production d’IL-15 par les cellules

. , . . , . . . \ . 12
tubulaires, lors des mécanismes d’ischémie-reperfusion, aboutissant a une tubulite 1l est

intéressant de souligner que L’IL-15 est aussi connue pour délivrer un signal de prolifération aux NK.
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Le taux CD8+CD28- semble étre indépendant du traitement immunosuppresseur de maintenance
classique inhibiteurs des calcineurines, mTor inhibiteur, MMF, corticoides™’ mais pourrait expliquer

. . 128 12!
I’augmentation des rejets sous Belatacept 2 '*°

3.4. Lymphocytes B

La composition des sous-populations lymphocytaires B est différente en fonction du devenir de greffe.
Les patients avec un rejet humoral chronique présenteraient une augmentation de LB mémoires
CD19+IgD-CD27+ circulants™®. La détection par technique Luminex des anticorps anti-HLA du donneur
dans le sérum des patients transplantés est utilisée en routine clinique. Les DSA entrainent une
inflammation de la microcirculation soit par activation du complément, soit pas ADCC, responsables
de rejets humoraux infra-cliniques, aigus et chroniques. L’agression de I’'endothélium est un processus
continu®®!, mais I'isotype des DSA pourrait avoir une influence sur 'expression du rejet humoral : les
IgG3 sont retrouvés principalement lors d’ABMR aigu tandis que les DSA 1gG4 prédominent dans les
rejets chroniques'®. Le rejet humoral aigu est accessible a des thérapeutiques dont le but est la
clairance des anticorps : plasmaphérése, immunoglobulines, Rituximab, qui permettent I'arrét de
I'agression endothéliale. Les lésions du rejet chronique sont actuellement irréversibles, les
thérapeutiques inhibant la production d’anticorps n’améliorant pas les lésions ni le pronostic.
Cependant I'absence de DSA dans le sérum n’exclut pas la présence de LB mémoires, notamment chez
des patients immunisés en attente d’une nouvelle transplantation’®, et qui sous I'effet d’une nouvelle
stimulation antigénique peuvent proliférer et se différencier en plasmocytes. Des techniques de

134

détection de ces cellules sont en développement, comme les ELISPOT B™™" ou |'utilisation de tetrameére

HLA

Alors que les LB sont responsables du rejet humoral chronique qui est la majeure cause de perte du
greffon, ils sont aussi indispensables a I'établissement d’une tolérance opérationnelle. Les analyses
transcriptomiques valident une signature B chez les patients tolérants'*®, et ces patients présentent
un nombre de LB totaux CD19+ supérieur aux patients sous immunosuppresseurs avec une fonction
stable et ceux présentant un rejet chronique®®. Pour expliquer cette augmentation du nombre de
lymphocytes B chez ces patients présentant pourtant une plus faible immunisation anti donneur,
Chesneau et al ont analysé les capacités de différenciation de ces LB. lls ont démontré que
l"augmentation du nombre de LB CD19+ est liée a une augmentation du nombre de LB transitionnels
CD20+CD24hiCD38hi et des LB naifs CD20+CD38lowCD24low, associées a une diminution des
plasmocytes CD20-CD38+CD138+"’. Ces LB transitionnels sécrétent de I'IL-10 aux propriétés anti
inflammatoires'®®. Ces résultats sont concordants avec ceux de Shabir ol une diminution du nombre

de rejets est observée chez les patients présentant une fréquence plus élevée de LB transitionnels
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CD19+CD24hiCD38hi™*°. A l'inverse un taux diminué de LB transitionnels sécrétant de I'lL-10 est associé

140 Cette altération de la différenciation des LB en

au développement des rejets humoraux
plasmocytes chez les patients tolérants peut s’expliquer par un déficit des TFH. L'analyse des
lymphocytes Tfh circulants chez les patients tolérants retrouve en effet une diminution des capacités
fonctionnels des Tfh , produisant moins d’IL-21 et incapables d’induire la production d’IgG par les LB
naifs’’. A 'opposé, les patients avec une fonction de greffon stable mais un taux de Tfh élevé a un an
de la transplantation sont a risque de développer des DSA de novo au cours du suivi. Une autre sous
population de LB régulateurs a été découverte chez les patients tolérants, caractérisée par leur

s sy 141 . . o ey s s . . . e .
sécrétion de granzyme B 1 et qui exerceraient leur activité régulatrice en inhibant la prolifération des

LT effecteurs par un mécanisme contact dépendant.

3.5. Cellules NK

A l'instar des lymphocytes B, les cellules NK sont impliquées a la fois dans les rejets cellulaires et
humoraux et dans la tolérance opérationnelle*®?. Comme nous I'avons précédemment décrit, les
capacités cytotoxiques des NK dépendent de plusieurs récepteurs. Les cellules d’'un donneur non-
matché pour le systeme HLA de classe | sont reconnues comme étrangeres par les récepteurs
activateurs des NK et qui induisent la lyse de la cellules cible'**. L’analyse transcriptomique de biopsies
avec rejet humoral démontre le réle majeure des cellules NK dans le rejet humoral, retrouvant une

144

nette sur expression des génes NK impliqués dans I’ADCC ™ A contrario, les patients tolérants ont une

fréquence de NK normal CD3-CD56dim (environ 9% des cellules mononuclées circulantes) mais un

145

profil d’activation défectueux avec une diminution de I'expression de NKp46 et du CD16™ ", ainsi

gu’une production d’IFNy diminuée.

Notre étude a porté sur la corrélation entre le diagnostic histologique de la biopsie rénale et les
phénotypes lymphocytaires circulants analysé en cytométrie de flux, technique utilisée en routine

clinique.

I. Présentation de I'étude et méthodes

Sur la base des observations et de I'analyse de la littérature que nous venons de faire en introduction,
nous avons émis I'hypothése que I'analyse d’un petit nombre de sous-populations lymphocytaires
présentes dans le sang périphérique et réalisées en routine au moment de chaque biopsie pourrait
aider a étayer le diagnostic histologique de certaines biopsies aux Iésions peu spécifiques.

Pour répondre a cette hypothése de travail, nous avons répertorié depuis 2008 a I'IlTUN 1097 patients
pour lesquels un phénotype lymphocytaire des sous-populations suivantes : LT CD4+, LT CD8+, Treg

CD4+CD25+CD127-, T cytotoxiques CD8+CD28-, lymphocytes B CD19+, et cellules NK CD56+ a été
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réalisé en routine dans le cadre d’'une recherche non interventionnelle le jour de leur biopsie de greffe.
Nous avons en parallele recueillis prospectivement les données cliniques de ces patients annuellement
dans la base de données DIVAT (www.divat.fr) et actualisé les diagnostics histologiques selon la
derniere classification de Banff 2017.

Dans ce travail de these, nous ferons dans une premiere partie une description démographique de
cette population et des lésions histologiques rencontrées.

Dans une seconde partie, nous chercherons a montrer s’il existe une corrélation entre des phénotypes
lymphocytaires du sang circulant et des diagnostics histologiques au méme moment sur la biopsie des
greffons.

Finalement, nous essaierons de montrer qu’il est possible d’enrichir les diagnostics histologiques par
I'apport des phénotypes lymphocytaires du sang circulant pour mieux orienter la prise en charge

thérapeutique des patients et répondre ainsi a notre hypothése de départ.

1. Population de I'étude

Notre objectif principal était de montrer s’il existe une relation entre des sous-populations
lymphocytaires T du sang périphérique et le diagnostic histologique observé au méme temps sur la
biopsie des greffons chez tous les patients incidents de I'ITUN entre juin 2008 et décembre 2016. Les
patients étaient inclus le jour de la biopsie, qu’elle qu’en soit I'indication : biopsies de surveillance a 3
ou 12 mois ou biopsies pour cause. Tous les patients avaient signé le consentement pour la biopsie et
pour la biocollection DIVAT (DC 2012-1555). Nous avons exclu les patients non transplantés a I'ITUN,
mineurs ou en cas de biopsie non contributive (moins de 7 glomérules ou absence d’artere de moyen
calibre). Les parametres cliniques et biologiques ont été extraits de la base DIVAT des patients

transplantés rénaux (www.divat.fr, CNIL décision DR-2025-087, 15 février, 2015).

2. Réalisation et analyse des Biopsies des greffons rénaux

Les biopsies de greffons rénaux étaient réalisées dans le cadre des soins courants. Les biopsies dites
«pour cause» regroupaient les indications suivantes : 1) dégradation de la fonction rénale et/ou
protéinurie et/ou 2) apparition d’'une immunisation anti HLA spécifique du donneur (DSA). Les biopsies
étaient réalisées sous écho-guidage, avec un pistolet et une aiguille de 16 gauges. Deux prélévements
étaient réalisés : I'un fixé dans le Carnoy pour I'étude en microscopie optique (avec colorations
hématoxyline-éosine-safran, Periodic Acid Schiff, trichrome de Masson et coloration argentique).
L'autre préléevement était congelé pour I'étude en immunofluorescence (IF) indirecte des dép6ts de
C4d (anticorps C4d (anticorps murin monoclonal anti-C4d humain (1/100°™) Quidel, San Diego, CA,

USA) classé en négatif (absence de fixation ou fixation minime <10% des capillaires) ou positif (fixation
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focale (10 a 50 %) ou diffuse >50% des capillaires) pour I'analyse statistique. Les biopsies non
contributives avec moins de 7 glomérules ou sans artere de moyen calibre ont été exclues. Les
premiers patients inclus remontant a 2008 et pour tenir compte des évolutions périodiques de la
classification de Banff, toutes les biopsies ont été classées rétrospectivement selon les
recommandations de la classification BANFF 2015 par I'anatomopathologiste spécialiste de la greffe
rénale du CHU de Nantes le Dr Karine Renaudin a partir des scores et des conclusions établis lors de
I'interprétation initiale des lames par les pathologistes locaux. Nous avons arbitrairement défini 9

grandes catégories diagnostiques :

e Biopsie normale (Normal) : aucune Iésion significative en microscopie optique ni dépot de C4d en
IF

e Biopsie subnormale (SubN) : absence de lésions significatives en microscopie optique mais
présence de dépots isolés de C4d en IF sans DSA, ou présence de DSA sans C4d en IF.

e Fibrose interstitielle et atrophie tubulaire (IFTA) : présence exclusive de fibrose intertistielle et
d’atrophie tubulaire, sans diagnostique histologique associé

e FIAT inflammatoire (i-IFTA) : présence exclusive d’infiltrat inflammatoire au sein des zones de
fibrose (ci21+ti21+i20+1t20)sans autre Iésion histologique associée

e Rejet cellulaire (TCMR) : regroupe les rejets cellulaires aigus ou chroniques actifs

e Rejet humoral (AMR) : regroupe les rejets humoraux aigus ou chroniques actifs et les rejets mixtes
(associant des lésions cellulaires aux lésions médiées par les anticorps)

e Suspicion de rejet humoral (suspicious AMR) : défini par une atteinte sévére de la microcirculation
(g + cpt) avec ou sans dépot de C4d, mais en I'absence de DSA et quelque soit le cg

e Lésions borderline : selon la définition Banff (Tableau IV)

e Autres diagnostics : regroupe les récidives de la maladie initiale, les glomérulonéphrites de novo,
les néphropathies a BKv, les pyélonéphrites ou les lésions isolées de type : les nécroses tubulaires

aigues, les micro-angiopathies thrombotiques les nécroses corticales.

3. Détection et identification d’'une immunisation anti HLA pré et post greffe.

La détection des anticorps anti-HLA a été réalisée par différentes techniques en fonction de I'année de
transplantation : lymphocytotoxicité entre 1985 and 2000, techniques ELISA entre

1992 et 2004 et depuis 2006 par la technologie Luminex (LABScan 100; Luminex, Austin). Pour le
Luminex® deux types de réactifs ont été utilisés. Les réactifs de dépistage pour le screening des
anticorps (LABSCreen mixed, One lambda Inc.) et les réactifs de Single Antigen pour I'identification

spécifique des anticorps anti-HLA (LABSCreen single antigen beads, One Lambda Inc.). Pour notre
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étude, nous avons considéré qu’un patient avait une immunisation positive dite « du jour » si les
résultats de la recherche d’une immunisaton anti-HLA, quelle que soit la technique, était positif dans
les 6 mois précédant la transplantation. La recherche d’anticorps anti-HLA aprés la transplantation
était réalisée a 3 mois, 12 mois puis a chaque anniversaire de la greffe et en cas de dysfonction du
greffon, soit par dépistage Luminex soit par Single Antigen en cas de dépistage positif ou de suivi du
DSA. Au moment des biopsies la recherche d’'une immunisation anti HLA était systématiquement
réalisée en SAB pour répondre aux criteres de classification diagnostiques de Banff. Le seuil de
positivité de fluorescence est fixé a 2000 de MFI avant la transplantation et 1000 de MFI apres la

transplantation.

4. Détermination de I'lmmunophénotypage lymphocytaire du sang circulant au moment de la
biopsie

Un échantillon sanguin de 4mL sur tube EDTA était prélevé le jour de la biopsie de greffon, et analysé

dans la journée sur la plateforme CIMNA du laboratoire d'immunologie du CHU de Nantes. Les

immunophénotypages des lymphocytes T CD4+, CD8+, Treg CD4+CD25"e"

CD127- et cytotoxiques
CD8+CD28- ont été réalisés pour I'ensemble des patients des 2008. A partir de 2014 les analyses des
lymphocytes B CD19+ et des cellules NK CD56-16+ ont été ajoutées. Les valeurs absolues et les
pourcentages des lymphocytes T CD4, TCDS, B et NK étaient obtenus avec les mélanges d’anticorps
Multitest™CD45/CD3/CD8/CD4 ou Multitest™CD45/CD3/CD19/CD16-56 dans des tubes BD
Trucount™. Aprés une incubation a température ambiante de 50uL de sang EDTA et 20uL de mélange
d’anticorps pendant 15 mn, puis une étape de 15 mn de lyse, les tubes étaient passés sur un cytométre
CANTO Il BD Biosciences dans le logiciel CANTO CLINIQUE™. La présence de billes fluorescentes de
guantité déterminée dans les tubes BD Trucount™ permettait de calculer la valeur absolue de chaque
sous-population de lymphocytes. Pour les lymphocytes Treg et les LT CD8+CD28-, 50ul de sang total
était prélevé et incubé avec les anticorps (les références des clones et des fluorochromes sont
regroupées dans le Tableau VI) pendant 15 minutes a température ambiante puis une lyse était
effectuée pendant 15 minutes a température ambiante. Les prélévements étaient ensuite lavés avec
du PBS, centrifugés 4 minutes a 1800 rpm et le surnageant était retiré. L’acquisition, I'enregistrement
et I'analyse étaient réalisés sur un cytometre CANTO Il BD Biosciences avec le logiciel DIVA (BD
Biosciences) et le logiciel Flow JO . (Figure 7). Les pourcentages des LT CD4, LT CDS8, Treg et des LT

CD8CD28 étaient rapportés a la valeur absolue des lymphocytes CD3+.
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Tableau VI. Références des clones et des fluorochromes utilisés pour I'immunophénotypage des LT

CD4+ et CD8+.

anticorps Treg CLONE / isotype fournisseur référence Quantit¢
CD45-PerCp 2D1/1gG1 Becton Dickinson 345809 5
CD3-FITC SK7 / 1gG1 Becton Dickinson 345763 5
CD4-APC 13b8.2 / 1gG1 Beckman Coulter IM2468 5
CD25-PECy7 2a3/1gG1 Becton Dickinson 335824 2.5
CD127 PE R34.34 / I1gG1 Beckman Coulter IM1980U 5
anticorps Tsup isotype fournisseur référence Quantit¢
CD45-PerCp 2D1/1gG1 Becton Dickinson 345809 5
CD3-FITC SK7 / 1gG1 Becton Dickinson 345763 5
CD28-APC CD28.2 /1gG1 Becton Dickinson 559770 10
CD8 PE B9.11/1gG1 Beckman Coulter A07757 5
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5. Parameétres démographiques et covariables étudiées

Nous avons extrait les parameétres cliniques et biologiques de la base donnée DIVAT, et I'historique de

I'immunisation anti —HLA du logiciel FUSION de I'EFS. Les variables suivantes ont été analysées :

e relatives au receveur : age, genre, IMC, maladie initiale, délai de dialyse, rang de transplantation,
antécédents de diabéte et cardiovasculaire, immunisation anti-HLA du jour de la transplantation

e relatives au donneur : dge, genre, catégories de donneur (vivant, décédé, a critéres élargis : plus
de 60 ans ou plus de 50 ans avec antécédent d’hypertension artérielle, décés par accident
vasculaire cérébral, créatinine supérieure a 132 umol/L ; décés par arrét cardiaque)

e relatives a la transplantation : ischémie froide, compatibilité HLA et CMV, traitement
immunosuppresseur d’induction et d’entretien, complications post transplantation : infections

urinaires, infection a BK virus (virémie ou néphropathie), néoplasie, apparition de DSA de novo.

6. Analyse statistiques

Nous avons dans un premier temps réalisé la description de la cohorte des 1097 patients chez qui ont
été réalisées 1640 biopsies, selon les 9 groupes histologiques. Pour les 450 patients ayant bénéficié de
plus d’une biopsie, nous n’avons considéré les résultats histologiques que d’une seule biopsie par
patient pour éviter les surajustements statistiques et I'absence d’indépendance entre chaque biopsie
chez un méme individu en respectant I'algorythme suivant : les biopsies dites « pour « cause »
prévalaient sur les biopsies de surveillance a 12 mois, qui prévalaient les biopsies de surveillance a 3
mois. Les variables quantitatives étaient exprimées en moyenne et I'écart-type ou en médiane, et les
variables qualitatives étaient exprimées en fréquence de chaque modalité. Le nombre de données
mangquantes était précisé pour chaque variable. Les 9 catégories histologiques ont été comparé par
I"analyse des variances par ANOVA pour les variables quantitatives et par le test de Fisher pour les
variables qualitatives.

Nous avons ensuite étudié I'association entre les différents phénotypes sanguins d’intérét et les 9
groupes histologiques. D’abord de maniéere univariée, avec une représentation graphique de la
distribution des phénotypes sanguins lymphocytaires selon le diagnostic histologique et la réalisation
de tests de Student de comparaison de moyennes entre nos groupes histologiques d’intérét. Dans un
second temps, nous avons réalisé des analyses de régressions linéaires et logistiques multivariées afin
d’estimer la significativité de I'association entre le phénotype sanguin et le diagnostic de la biopsie en
ajustant sur les différents facteurs de confusion. En complément des facteurs de confusion connus, qui
ont été « forcés » dans les modeéles, nous avons aussi testé des interactions dans les modeles
concernant quelques variables susceptibles de modifier I'interprétation de nos résultats (association

significative en univarié au seuil de p < 0.2 puis sélection backward) : I'dge et le genre des receveurs et

50



donneurs, le rang de greffe, le statut CMV, la durée d’ischémie froide, la présence de DSA au moment
de la biopsie, le délai apres transplantation et I'indication de la biopsie. Les résultats principaux sont
exprimés sous la forme d’Odds Ratio (OR) avec l'intervalle de confiance a 95%. Les résultats des
régressions linéaires sont exprimés par un « coefficient Estimates » : pour les variables qualitatives
(comme les catégories histologiques), le coefficient Estimate représente la différence moyenne entre
deux groupes, ajustée sur toutes les autres variables du modele. Pour les variables quantitatives
(comme I'dge du receveur) le coefficient Estimates représente la variation de la variable étudiée
lorsque la variable explicative augmente d’une unité (un an pour I'dge), ajusté sur toutes les autres
variables. La significativité du coefficient Estimate est évaluée par une t value et un Pr(>|t|) <0.05.

Les analyses de survie des greffons (avec décés censurés), des patients ou patient-greffon selon le
groupe histologique ont été estimées a I'aide de la méthode de Kaplan Meier. La survie du greffon est
définie comme le délai entre la transplantation et le retour en dialyse ou une nouvelle transplantation,
les données sont censurées au dernier suivi (19 juin 2018) et aux déces. La survie du patient est définie
par le délai entre la transplantation et le décés toutes causes confondues. Ces probabilités ont été
comparées 2 a 2 a I'aide de tests du LogRank. Afin de tenir compte de la multiplicité des tests, nous
avons appliqué la méthode du « false discovery rate » de Benjamini et Hochberg en considérant un
false discovery rate = 0.05. Les analyses ont été effectuées a I'aide du logiciel R et du logiciel GraphPad

Prism. Aucune méthode d’'imputation n’a été utilisée pour les données manquantes.
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1. Résultats

1. Caractéristiqgues démographiques

Entre juin 2008 et décembre 2016, nous avons collecté de maniere prospective 1640 biopsies de
greffons associées a l'analyse simultanée du phénotype lymphocytaire sanguin de 1097 patients
transplantés rénaux (Figure 8). Plus de la moitié des patients (57%) ayant été transplanté d’un rein ou
d’une transplantation combinée rein-pancréas a Nantes durant cette période ont été inclus dans

I’étude (Figure 9).

) N= 1864 phénotypes sanguins ) N= 1201 Patients-greffe ’ N= 1176 patients

121 exclusions:
Immunophénotypage sans biopsie réalisée N =95
‘< 18ans N =12
Transplantation non réalisée a Nantes N =14

N= 1743 phénotypes + histologie ) N= 1149 Patients-greffe ) N= 1117 patients

103 biopsies non
contributives

N= 1640 phénotypes + histologie ; N= 1097 Patients-greffe D N= 1069 patients

N=1069 patients
N=1041/1KT
N =28 /2 KT

Régression logistique réalisée avec les phénotypes-biopsies
des N =1097 patients-greffe

* Biopsie unique pour N = 647 patients
* > | biopsie pour N =450 patients
Ordre de choix des biopsies utilisées pour la régression logistique :
pour cause > MI12 > M3

Figure 8 Flow Chart
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Figure 9. Patients transplantés rein ou rein-pancréas a Nantes entre 2008 et 2016. A. Nombre de

transplantations et d’inclusions par année B. Pourcentage d’inclusions par année

Les caractéristiques démographiques des 1097 patients sont présentées dans le Tableau VII. Le suivi
médian était de 4,6 années (IQR 2,8-33 ans). Les patients étaient principalement des hommes (61%)
dgés de 50 ans (minimum 18, maximum 87 ans). 90% des patients avaient recu une greffe rénale et
10% une greffe combinée rein-pancréas. La maladie initiale était une néphropathie diabétique dans
23% des cas et une glomérulonéphrite dans 24%. Il s’agissait d’'une premiere greffe pour 83,2% des
patients. Avant la transplantation, 29,4% des patients étaient immunisés contre les molécules HLA de
classe | et 25,7% contre les molécules HLA de classe I, mais seulement 5% avaient des DSA. La majorité
des patients avaient regu un greffon provenant d’'un donneur décédé (89,5%). La moyenne d’age des
donneurs était de 52 ans (minimum 4 ans maximum 87 ans), 39,1% étaient des donneurs a critéres
élargis. La durée d’ischémie froide était de 15 heures (minimum 0,6 heure maximum 53 heures) et
32% des greffons ont présenté un retard de reprise de fonction. 54,5% des patients avaient recu un
traitement d’induction non-déplétant (Basiliximab) et 42,3% un traitement déplétant-lymphocytaire
(Thymoglobuline). Tous recevaient des anti-calcineurines en traitement d’entretien (ciclosporine 12%,
tacrolimus 87,9%). 98.6% des patients recevaient un traitement anti-prolifératif (95,8% de MMF/MPA

et 2,8% d’azathioprine) et 84% recevaient des corticosteroides oraux.
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Tableau VII. Caractéristiques démographiques des 1097 patients

NA Median or n
Recipient characteristics n= 1097
Age recipient (y) 0 50
Male gender recipient 0 669 61%
Year graft 0 2012
Recipient BMI (kg/m2) 0 23,9
Initial disease 0
Unknown 92 8%
Primary glomerulopathies 267 24%
Malformative uropathy , reflux 479 44%
Nephroangiosclerosis/hypertension 76 7%
Diabetes 183 17%
Time spent on dialysis (m) 4 40
Pre-emptive transplantation 0 233 21%
Transplant type 0
R 978 89%
RP 118 10,8%
RC 1 0,1%
Transplant rank 0
1 913 83,2%
2 170 15,5%
3 12 1,1%
a4 1 0,1%
5 1 0,1%
Recipient history of Diabetes 0 257 23,4%
HTA 981 89,4%
Cardiovascular diseases 0 411 37,5%
Donor characteristics
Age donor (y) 0 52
Male gender donor 1 649 61%
Living donor 0 115 10,5%
Deceased Donor 0 982 89,5%
SCD 8 533 54,3%
ECD 8 384 39,1%
Circulatory death 8 57 5,8%
Transplant characteristics
Cold ischemia time (h) 0 15,8
Delay graft function 23 348 32%
Induction 71
None 34 3,1%
Non depleting 598 54,5%
Depleting induction 464 42,3%
Maintenance therapy 1
CSA 132 12,0%
tacro 964 87,9%
mTOR 19 1,7%
MMFMPA 1051 95,8%
AZA 31 2,8%
Steroids 922 84,0%
HLA A+B+DR mismatch 0
0 18 2%
1 34 3%
2 91 8%
3 227 21%
4 307 28%
5 287 26%
6 133 12%
Daily anti-HLA immunization class | /class Il 1 322 /282 29% / 26%
None 664 60,5%
Daily anti HLA DSA 65 5,9%
CMV R- /D- 13 377 34,4%
CMV R- /D+ 235 21,4%
CMV R+ /D- 236 21,5%
CMV R+ /D+ 236 21,5%
Features on the day of biopsy
Time from transplant to biopsy (d) 366
Indications biopsies 37
Cause 464 42%
M3 180 16%
M12 416 38%
Recipient SCr at the biopsy 5 126
class | / class Il DSA on the day of biopsy 26 74 /175 5%/11%
Complications post transplantation
Time from transplant to last follow-up (y) 4,6
Anti-HLA-DSAs 48 243 22,2%
Urinary infection 0 308 28%
Time until Ul (m) 16
BKv 0 174 16%
Time until BK viremia (m) 15
Neoplasia 0 186 17%
Time until neoplasia (m) 93
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2. Descriptions des diagnostics histologiques des biopsies rénales

Les 1640 biopsies ont été réalisées avec un délai médian de 1 an apres la transplantation (IQR 96-419

jours) (Figure 10 et Tableau VIII).

A. B.

Suspected ABMR-_ —
£ 33% Nomal rour- |
B

b i-
Bl 9% Others 'HA'_ o
Bl 8% ABMR oters— NG i
[ 6% Borderline Borderline=
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Subnormal
[ 5% Subnormal
3% TCMR NomnsEp

0 300 600 900 1200 1500 1800 2100 2400 2700 sooo 10000 15000
Time from transplant (day)

Figure 10. Diagnostics histologiques des 1640 biopsies, toutes indications de biopsies confondues. A.
Distribution des 9 catégories diagnostiques. B. Distribution des catégories histologiques en fonction
de l'intervalle de temps post transplantation

37% des biopsies avaient été réalisées « pour cause » (délai médian 687 jours IQR 130-2398), 29%
étaient des biopsies de surveillance a 3 mois et 34% des biopsies de surveillance a 12 mois post-
transplantation. Un tiers des biopsies étaient histologiquement classées « normales » (33%) et 5 %
“subnormale”. Les lésions de FIAT isolées représentaient 32% des biopsies, dont la moitié présentait
des infiltrats inflammatoires au sein des zones de la fibrose FIAT-i (16%). La majorité des FIAT étaient
de grade | (65%), 25 % de grade Il et 10% grade Il (Figure 10A). 8% des biopsies retrouvaient un rejet
humoral dont 1% était associé a des lésions de rejet cellulaire (rejet mixte), il s’agissait dans 3% de
rejets humoraux aigus et pour 4% de rejets humoraux chroniques actifs. 5% des biopsies présentaient
des lésions suspectes de rejet humoral (3% de Iésions aigues d’inflammation de la microcirculation et
2% de lésions chroniques actives). Les rejets cellulaires n’ont été diagnostiqués que sur 3% des
biopsies. Enfin 6% des biopsies étaient classées borderline et 9% répondaient a « un autre
diagnostique » histologique. Lincidence des lésions était différente en fonction du délai a la
transplantation (Figure 10B) : les biopsies normales étaient principalement observées dans la léere
année (113 jours en moyenne) sur des biopsies de surveillance (46% a 3 mois et 34% a 12 mois ; 20%
sur des biopsies pour cause), les rejets humoraux étaient retrouvés principalement aprés 1 an (674
jours, 77% des biopsies pour cause, 7% et 16% sur les biopsies de surveillance a 3 et 12 mois

respectivement).
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Tableau VIII. Description des 1640 biopsies

Histologies n=1640
n= % time (d) IQR
All 1640 366 [100; 491)
Pour cause 608 37% 687 [130; 2398]
Surveillance M3 478 29%
Surveillance M12 554 34%

Normal 549 33% 113 [93; 368]
Sub Normal 79 5% 110 [91; 378]
Borderline changes 92 6% 364 [95; 376]
Others 149 9% 371 [159; 1456]
Recurence of initial disease 36 24%
BKv 34 23%
Acute pyelonephritis 18 12%
de novo GN 16 11%
isolated GA 17 11%
NTA 13 9%
MAT 11 7%
Cortical necrosis 4 3%
IFTA 264 16% 365 [100; 390]
| 230 87%
I} 31 12%
1 3 1%
i-IFTA 255 16% 366 [108 ; 472]
| 165 65%
I} 65 25%
1 25 10%
TCMR 41 3% 351 [94 ; 1148]
Acute TCMR
Grade |IA 5 12%

Grade IB 10 24%
GradellA 15 37%

Grade IIB 3 7%
Chronic active TCMR 8 20%
ABMR 128 8% 674 [337; 2615]
Active ABMR 42 3%
Chronic activ ABMR 68 4%
Mixed 18 1%
Suspected ABMR 83 5% 382 [198 ; 1180]
Suspected Active ABMR 45 3%
Suspect Chronic active ABMR 38 2%

Les suspicions de rejet humoral et les rejets cellulaires étaient décrits plus tot apres la transplantation :
382 jours pour les suspicions de rejet humoral (55% sur des biopsies pour cause, 13% de biopsies de
surveillance a 3 mois et 31% biopsies de surveillance a 12 mois) et 351 jours apres la transplantation
pour les rejets cellulaires (78% sur des biopsies pour cause, 15% a 3 mois et 7% a 12 mois sur les
biopsies de surveillance). La Figure 11 détaille les lésions élémentaires de la classification de Banff pour
chaque diagnostic histologique. Les rejets humoraux et les suspicions de rejets humoraux présentent
les mémes lésions histologiques mais les suspicions de rejet humoral ont une moindre atteinte des
capillaires péritubulaires et moins d'immunofluorescence C4d positive (29% vs 45% des biopsies de
rejets humoraux). Les rejets cellulaires avaient des atteintes d’endartérite plus séveres que les rejets
humoraux. Enfin, les rejets cellulaires, humoraux et les suspicions de rejets humoraux avaient les
mémes atteintes concernant la fibrose (ci) et I'artériopathie chronique d’allogreffe (cv). La figure 12

représente la distribution des Iésions élémentaires de chaque diagnostic.
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Figure 12. Distribution des lésions élémentaires de chaque catégorie histologique

Pour rappel, afin de réaliser I'analyse de corrélation entre les phénotypes lymphocytaires sanguins et
I’histologie du greffon rénal, nous avons pris I'option : 1) de ne considérer qu’une seule biopsie par
patient, en considérant pour les patients ayant bénéficié de plus d’une biopsie (n= 450) les biopsies
pour cause par rapport aux biopsies de surveillance a 12 mois et les biopsies de surveillance a 12 mois
par rapport aux surveillance de 3 mois 2) de regrouper les biopsies de surveillance (a 3 mois n= 180 et
a 12 mois n= 416) avec les biopsies pour cause (n= 464) et 3) de limiter notre étude aux 9 catégories
diagnostics décrites dans les méthodes : histologie normale (n=350; 32%), subnormal (n=56 ; 5%) IFTA

(n=179 ; 16%), i-IFTA (n=180 ; 16%), TCMR (n= 31 ; 3%), AMR (n=89 ; 8%), suspicion de rejet humoral
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AMR (n=49 ; 5%), lésions borderline (n= 56 ; 5%), et autres diagnostics (n= 107 ; 10%).

3. Caractéristiques cliniques et biologiques en fonction des Iésions histologiques

Les caractéristiques cliniques et biologiques des 1097 patients selon leur diagnostic histologique a la
biopsie de greffon sont présentées dans le Tableau IX. Les patients appartenant aux groupes “rejet

I”

humoral” étaient les plus anciens transplantés (année de transplantation moyenne 2007). Les temps
d’ischémie froide les plus courts étaient retrouvés chez les patients des groupes histologie normale
(15,1 heures) et subnormale (12,8 heures), les ischémies froides les plus longues étaient retrouvées
chez les patients avec un rejet humoral (19,9 heures). 45% des patients avec rejet humoral avaient une
immunisation anti-classe | avant la transplantation et 40% une immunisation anti-classe Il, les patients
avec une suspicion de rejet humoral avaient une immunisation comparable (41% présentaient des
anticorps anti HLA | et 45% des anti HLA Il) Les patients de ces deux groupes étaient ceux ayant le plus
bénéficié d’'une retransplantation (22% et 27% respectivement). 85% des patients du groupe « rejet
humoral » avaient développé des DSA de novo, 50% des patients avec biopsies subnormales, 35% des
patients appartenant au groupe « rejets cellulaires » et 16% au groupe « suspicions de rejets
humoral ». Conformément a notre définition, aucun patient des groupes « histologie normale » et
« suspicion de rejet humoral » n’avait de DSA le jour de la biopsie. L'immunisation pour les autres
groupes étaient hétérogenes mais toujours plus importante en classe Il : 82% des patients avec rejet
humoral avaient des DSA classe |l et 36% de classe |, 18% des patients avec biopsie subnormale avaient
des DSA de classe | et 41% des DSA de classe Il. Au terme du suivi, 16% des patients du groupe suspicion
de rejet humoral avaient développé des DSA (5,8+4 ans apres la transplantation) et 12% des patients
avec biopsie normale (suivi a 5 ans). La créatinine sériqgue au moment de la biopsie était plus élevée
dans les groupes rejet cellulaire (263umol/L £ 143), rejet humoral (234 umol/L £157), suspicion de
rejet humoral (209 umol/L + 127) et la catégories autres comprenant les récidives de maladies initiales
et les néphropathies infectieuse ( BKv , pyélonéphrite, créatinine sérique 213umol/L £142). Les
patients avec lésions borderline avaient présenté plus d’infection urinaire (41%) et la virémie BKvirus

était plus fréquente dans la catégorie autres diagnostics (30%).
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Tableau IX. Caractéristigues démographigues de la population en fonction du diagnostique histologiqu

Year graft
Initial disease
Unknown|
Primary glomerulopathieg
Malformative uropathy, refly
Nephroangiosclerosis/hypertensior)
Diabetes|
Transplantation rank

U s WN R

Age donor (y)

Male gender donor
Living donor
Deceased Donor
SCD

ECD

C,arrete

Cold ischemia time (h)
Induction
None|
Non depleting

Depleting induction

Maintenance therapy

CSA
tacro|
Daily anti-HLA immunization  class |
class Il
Daily anti HLA DSA
Time from transplant to biopsy (y)
Indications biopsies
Cause
M3
M12|

Recipient SCr at the biopsy

Recipient SCr at biopsy + 12 months

Anti HLA class | DSA on the day of biopsy
Anti HLA class Il DSA on the day of biopsy
tacro PBR

Time from transplant to last follow-up (y)
Anti-HLA-DSAs

Recipient SCr at 12 months (umol/L)

Last Recipient SCr

Urinary infection

BKv

Neoplasia

Normale
sdor%
350 32%
2012 +4
29 8%
73 21%
160 46%
20 6%
68 19%
295 84%
49 14%
6 2%
0 0%
0 0%
48,8 16,6
195 56%
39 11%
311 89%
205 59%
105 30%
22 6%
15,1 +7
7 2%
194 55%
148 42%
20 6%
328 94%
110 31%
81 23%
18 5%
1,3 2,7
89 25%
95 27%
153 44%
160,7 +117
138,4 75
0 0%
0 0%
8,3 +2
5 +3
43 12%
133 56
160 +114
81 23%
54 15%
52 15%

Subnormal
sdor %
56 5%
2012 5
4 7%
12 21%
25 45%
1 2%
14 25%
45 80%
10 18%
1 2%
0 0%
0 0%
48,3 15,6
27 48%
16 29%
40 71%
23 41%
17 30%
3 5%
12,8 +9
1 2%
29 52%
26 46%
5 9%
51 91%
19 34%
23 41%
12 21%
1,6 39
25 45%
13 23%
18 32%
166,1 +76
144,7 +48
10 18%
23 41%
8,3 +2
53 +4
28 50%
138 +41
177 +106
13 23%
8 14%
7 13%

Borderline
sdor%
56 5%
2010 5
2 4%
21 38%
21 38%
3 5%
9 16%
54 96%
1 2%
1 2%
0 0%
0 0%
51,6 16,7
30 54%
6 11%
50 89%
31 55%
19 34%
1 2%
16,8 +9
1 2%
41 73%
14 25%
15 27%
41 73%
10 18%
5 9%
1 2%
2,2 3,4
22 39%
11 20%
20 36%
171,9 +120
154,4 86
2 4%
2 4%
7,9 +3
6,1 +4
7 13%
135 52
210 +146
23 41%
9 16%
12 21%

Others
sdor%
107 10%
2009 7
6 6%
51 48%
31 29%
9 8%
10 9%
84 79%
20 19%
2 2%
0 0%
1 1%
51,4 16,2
65 61%
14 13%
93 87%
53 50%
37 35%
6 6%
18,6 *11
9 8%
50 47%
48 45%
24 22%
84 79%
27 25%
26 24%
5 5%
39 5,6
66 62%
9 8%
30 28%
213,8 +142
188,1 172
0 0%
5 5%
7,9 +4
7,1 16
15 14%
171 85
293 +198
36 34%
32 30%
24 22%

IFTA
sdor%
179 16%
Recipient characteristics
2011 4
19 11%
35 20%
88 49%
12 7%
25 14%
139 78%
38 21%
2 1%
0 0%
0 0%
Donor characteristics
53,3 15,7
128 72%
12 7%
167 93%
89 50%
77 43%
12 7%
Transplant characteristics
17,1 +8
3 2%
84 47%
92 51%
16 9%
163 91%
49 27%
54 30%
8 4%
Features on the day of biopsy
2,0 3,5
57 32%
21 12%
94 53%
173,1 +105
158,4 +70
1 1%
6 3%
8,1 +2
Complications
57 +4
26 15%
145 56
204 +147
42 23%
17 9%
22 12%

180

2010

16
37
83
19
25

162
17

-

53,6

110
14

166
93
72

17,4

121

20
161

29

2,5

74

27

74
174,3
168,9

74
6,5
29
146

221
52
23
37

i-IFTA
sdor%
16%

5

9%

21%
46%
11%
14%

90%
9%
0%
1%
0%

16,8
61%
8%
92%
52%
40%
6%

2%
67%
31%

11%
89%
23%
16%
1%

4,0

41%
15%
41%
+112
94
1%
4%
2

4
16%
+55

+165
29%
13%
21%

31
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4. Description des phénotypes lymphocytaires T CD4+ et CD8+ en fonction des lésions histologiques

Les phénotypes lymphocytaires T CD3+CD4+, T CD3+CD8+, Treg CD4+CD25+CD127- et LT cytotoxiques

CD8+CD28- ont été analysés chez les 1097 patients (Figure 13 et Tableau X et XI).
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Figure 13. Description des phénotypes lymphocytaires T en fonction des 9 catégories
histologiques. A. Nombre de LT CD4+B. Nombre de LT CD8+, C. pourcentage de Treg parmi
les LT totaux CD3+ D. Pourcentage de LT CD8+CD28- parmi les LT totaux CD3+. E. Ratio
CD4/CD8
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La valeur moyenne des LT CD4+ circulants au moment des biopsies était de 474 cellules/mm?, les
patients avec une biopsie normale avaient moins de LT CD4+ circulants que les biopsies borderline
(465 vs 547 cellules/mm?® p = 0,04). Le compte moyen de LT CD8+ était de 375 cellules/mm? ; les
patients avec des lésions de suspicions de rejet humoral et les rejets cellulaires avaient plus de LT CD8+
que les biopsies normales (546 et 379 cellules /mm? respectivement vs 360 cellules /mm? p=0,002 et
p = 0,04). Le ratio CD4/CD8 était en moyenne de 1,7 et significativement inférieur chez les patients

avec suspicion de rejet humoral (1,3 vs 1,7 chez les biopsies normales p = 0,003).

Tableau X. Descriptions des phénotypes lymphocytaires T en fonction des lésions
histologiques. A. Valeurs absolues des phénotypes lymphocytaires sanguins périphériques (en
cellules / mm3) B. Pourcentage des sous-populations lymphocytaires T parmi les LT totaux
CD3+

A. All Normale Subnormal Borderline Others IFTA i-IFTA TCMR ABMR Suspected ABMR
n= 1097 350 56 56 107 179 180 31 89 49
LT CD4+ 474 1355 465 :360 444 1336 548 363 504 00 410 :325 516 321 467 1381 513 1429 428 1256
LT CD8 + 375 356 3601318 272172 464 525 338 1288 363 394 376 329 379 255 417 1340 546 572
Ratio CD4/CD8 1,7 +#1 1,7 #1 1,7 10 1,9 = 19 4 1,5 1 1,9 4 1,6 1 15 4 1,2 +0
Treg CD4+CD25+CD127- 27 23 28 26 24 118 29 2 28 125 23 :15 27 22 25 124 31 126 21 +12
LT CD8+CD28- 163 273 147232 80 x93 247 60 130 =:189 165 204 155 242 175 2203 182 1216 331 519
B. All Normale Subnormal Borderline Others IFTA i-IFTA TCMR ABMR Suspected ABMR
n= 1097 350 56 56 107 179 180 31 89 49
LT CD4+ 37 #1536 15 39 116 41 4 39 #1535 114 41 15 40 i15 37 113 33 44
LT CD8 + 30 #1329 13 27 19 31 a5 27 3 31 3 30 22 34 x4 32 s3 36 +16
Treg CD4+CD25+CD127- 2,3 #1023 11 2,3 u 24 01 24 un 22 n 23 a1 23 4 25 = 1,8 +1
LT CD8+CD28- 12 $12 11 =11 8 w7 14 s 9 9 13 :12 12 :11 16 #s 14 2 19 +18

Tableau XI. Comparaison en analyse univariée des sous-populations lymphocytaires
sanguines chez les patients avec biopsies normales par rapport aux patients avec rejet
humoral ( ABMR), suspicion de rejet humoral (suspected ABMR) rejet cellulaire ( TCMR) et
Iésions borderline

ABMR Suspected ABMR TCMR Borderline
LT CD4+ 0.921 0.204 0.228 0.044
LT CD8 + 0.099 0.002 0.046 0.401
Ratio CD4/CD8 0.175 0.003 0.954 0.289
Treg CD4+CD25+CD127: 0.468 0.017 0.913 0.828
LT CD8+CD28- 0.040 0.003 0.072 0.085

Le pourcentage de LT régulateurs circulants était en moyenne de 2,3%, il était plus bas chez les patients
avec une suspicion de rejet humoral que chez les patients avec une biopsie normale (1,8 % vs 2,3% p

= 0,01). Le pourcentage de LTCD8+CD28- était de 12% sur I'ensemble des 1097 patients, et
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significativement augmenté chez les patients avec suspicion de rejet humoral par rapport aux patients
avec une biopsie normale (19% vs 11% p=0,003), et chez les patients avec un rejet humoral (14% p =
0,04). Les patients avec un rejet cellulaire avaient aussi un pourcentage important de CD8CD28- de
14% (p =0,07) sans différence statistique avec les biopsies normales, probablement du fait du petit

effectif des rejets cellulaires (n=31).

5. Analyse des phénotypes sanguins lymphocytaires en fonction des différents diagnostics
histologiques

Nous avons retrouvé en analyse univariée une augmentation du pourcentage des LT CD8'CD28 chez
les patients présentant un rejet humoral et ceux présentant des lésions suspectes de rejet humoral
(Figures 13 et Tableau XI). Afin d’étudier la corrélation entre notre phénotype lymphocytaire sanguin
d’intérét CD8'CD28 et I'histologie du greffon rénal nous avons réalisé une analyse de régression
logistique multivariée en analysant le risque de présenter un des 9 diagnostics histologiques pour
chaque augmentation de 10% des LT CD8'CD28  dans le sang au méme moment que la biopsie, en
changeant dans chaque modeéle le groupe de référence. L’analyse était ajustée sur I'age et le genre, le
rang de transplantation, le compatibilité CMV, la présence de DSA, le délai apres la transplantation, la
durée d’ischémie froide, les indications de biopsies et le traitement d’induction (Figure 14 et tableau
XIl). La comparaison ajustée des patients du groupe histologie normale avec les 8 autres catégories
diagnostics (figure 14A) retrouvait que pour chaque augmentation de 10% du taux de LT CD8+C28-
circulants sanguin, le risque de présenter un diagnostic histologique de lésions borderline était
augmenté de 1.40 par rapport a une biopsie normale (OR =1,40I1C95 [1,1-1,8]) et de 1.44 pour des
Iésions de rejet humoral suspicieux sans DSA (OR=1,44 IC95 [1,14-1,82] avec une tendance pour le
rejet cellulaire (OR 1,34 [1-1,8]). La comparaison des patients présentant une biopsie borderline
(Figure14B) montrait que le pourcentage de LT CD8*CD28 confortait le diagnostic de borderline vis a
vis des biopsies normales (OR= 0,71 (IC95 [0,56-0,91]) subnormales (OR=0,43 IC95 [0,24-0,79] de FIAT
inflammatoires (OR=0,73 IC95 [0,56-0,97] et des autres diagnostics comme les néphropathies a BKv

ou les récidives de la maladie
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Figure 14. Etude de corrélation entre la fréquence des lymphocytes T CD8+CD28- du sang
périphérique et le diagnostic histologique concomitant des greffons. Analyse multivariée en
régression logistique. L'Odd ratio représente le risque de présenter un autre diagnostic de
référence pour chaque augmentation de 10 % des LT CD8'CD28 dans le sang circulant au
moment de la biopsie. Exemple : la figure A montre que pour chaque augmentation de 10%
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initiale. A 'inverse "laugmentation des LT CD8'CD28  sanguins dans les biopsies subnormales (Figure

14C) était a risque de rejet cellulaire (OR =1,4 1C95 [1,1-1,8]), de FIAT (OR =1,4 IC95 [1,1-1,8]) et de

Tableau XIl. Résultats des régressions logistiques des histologies. Le groupe de référence est inscrit

en haut a gauche de chaque tableau

A

Borderline

OR 1C 95%
Normal 0.71 0.56 0.91
Subnormal 0.43 0.24 0.79
Others 0.62 0.43 0.88
IFTA 0.79 0.61 1.04
i-IFTA 0.73 0.56 0.97
TCMR 0.96 0.66 1.38
ABMR 0.87 0.61 1.25
Suspected ABMR 1.06 0.76 1.49
i-IFTA

OR IC 95%
Normal 0.91 0.76 1.09
Subnormal 0.64 0.42 0.97
Borderline 1.36 1.03 1.8
Others 0.77 0.57 1.04
IFTA 1.03 0.84 1.26
TCMR 1.26 0.91 1.74
ABMR 1.13 0.85 1.49
Suspected ABMR 1.47 1.09 1.97
TCMR

OR IC 95%
Normal 0.74 0.56 1
Subnormal 0.45 0.25 0.8
Borderline 1.05 0.72 1.51
Others 0.64 0.42 0.97
IFTA 0.83 0.6 1.14
i-IFTA 0.79 0.57 1.1
ABMR 0.81 0.53 1.22
Suspected ABMR 1.1 0.75 1.61
Others

OR 1C 95%
Normal 1.17 0.91 1.49
Subnormal 0.84 0.52 1.36
Borderline 1.62 1.13 231
IFTA 1.33 1.01 1.75
i-IFTA 1.3 0.96 1.74
TCMR 1.56 1.03 2.37
ABMR 1.79 1.23 2.59
Suspected ABMR 2.04 1.37 3.05

Normal

OR 1IC 95%
Subnormal 0.8 0.57 1.14
Borderline 1.4 1.1 1.8
Others 0.86 0.67 1.09
IFTA 1.15 097 1.35
i-IFTA 1.1 0.92 131
TCMR 1.34 1 1.8
ABMR 1.18 0.95 148
Suspected ABMR 1.44 1.14 1.82
Subnormal

OR 1C 95%
Normal 1.24 0.88 1.76
Borderline 2.32 1.27 4.25
Others 1.19 0.73 193
IFTA 1.61 11 235
i-IFTA 1.57 1.03 2.38
TCMR 2.22 1.24 3.96
ABMR 1.5 0.89 2.52
Suspected ABMR 2.38 1.39 4.07
ABMR

OR 1C 95%
Normal 0.85 0.68 1.06
Subnormal 0.67 04 113
Borderline 1.15 0.8 1.65
Others 0.56 0.39 0.81
IFTA 0.95 0.74 1.22
i-IFTA 0.89 0.67 1.18
TCMR 1.24 0.82 1.88
Suspected ABMR 1.19 0.87 1.63
IFTA

OR 1C 95%
Normal 0.87 0.74 1.03
Subnormal 0.62 043 0.91
Borderline 1.26 0.97 1.65
Others 0.75 0.57 0.99
i-IFTA 0.97 0.79 1.19
TCMR 1.21 0.88 1.66
ABMR 1.05 0.82 1.34
Suspected ABMR 1.37 1.07 1.75
Suspected ABMR

OR 1IC 95%
Normal 0.69 0.55 0.87
Subnormal 0.42 0.25 0.72
Borderline 0.94 0.67 1.32
Others 0.49 0.33 0.73
IFTA 0.73 0.57 0.93
i-IFTA 0.68 0.51 0.91
TCMR 0.91 0.62 1.33
ABMR 0.84 0.61 1.15
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FIAT inflammatoires (OR =1,4 1C95 [1,1-1,8]) de Iésions borderline (OR =1,4 1C95 [1,1-1,8]) et de Iésions
suspectes de rejet humoral (OR =1,4 1C95 [1,1-1,8]).

Concernant les Treg circulants sanguins, I'analyse univariée montrait une diminution du pourcentage
de Treg chez les patients avec une suspicion de rejet humoral par rapport aux biopsies normales, mais
I’analyse en régression logistique ne retrouvait pas d’association entre les diagnostics histologiques et

le pourcentage de Treg circulants et les diagnostics histologiques (Figure 15)
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Figure 15. Corrélation multivariée entre la fréquence des Ilymphocytes T régulateurs
CD4+CD25+CD127-du sang périphérique et le diagnostic histologique concomitant des greffons

6. Analyse de survie des greffons en fonction des différents diagnostics histologiques

Toutes histologies confondues la survie de greffe déces censurés était de 98% a 1 an et de 77% a 10
ans. Les greffons avec biopsie normale avaient une survie a 10 ans de 82%, les subnormales de 89%
(Figure 16). Les greffons ayant la moins bonne survie a 10 ans et significativement inférieure par
rapport aux biopsies normales étaient les suspicions de rejet humoral (43%, p = 9,8.107), les rejets
cellulaires (56% p = 2,9.10°) et humoraux (57%, p=1,7.10°), les Iésions de FIAT (65%, p = 0,01), le
groupe « autres » comprenant les récidives et les néphropathies a BKv (68%, p =0,0001) et les FIAT
inflammatoires (74%, p=0,01). Le groupe borderline avait une survie de 47% a 10 ans mais I'effectif est
trop petit pour étre significatif. Les l1ésions de rejet cellulaire et de suspicion de rejet humoral avaient
une survie également significativement inférieure aux patients présentant des biopsies FIAT et FIAT
inflammatoires (p= 0,02 et p =0,01, p =0,02 et p =0,007 respectivement)). La survie des patients était

identique pour tous les diagnostics histologiques (données non représentées).
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Figure 16.Etude de survie a 10 de la transplantation en fonction du diagnostic histologique. Survie du
greffon sans retour en dialyse ni retransplantation, décés censurés. pvalue calculée avec le false
discovery rate Benjamini-Hochberg, fdr = 0.05, du fait de des mesures répétées entre chaque groupe
histologique s

7. Résultats complémentaires

Nous avons ainsi vérifié notre hypothése et démontrer que le pourcentage de lymphocytes sanguins
circulants T CD8'CD28 pouvait &tre un marqueur sanguin significativement associé a des diagnostics
histologiques observés au méme moment sur la biopsie des greffons. Plus particulierement, notre
observation concerne I'association significative de la fréquence des T CD8'CD28 dont 'augmentation

dans le sang circulant est significativement associé diagnostics histologiques de suspicions de rejet
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humoral et de lésions borderline indépendamment de facteurs de confusion comme I'dge, du statut
CMV, du traitement d’induction et de I'indication de la biopsie chez le receveur. Nous avons réalisé
ensuite trois analyses supplémentaires afin : 1/ d’analyser les variables associées au taux de LT
CD8*CD28,2/ d’étudier I’évolution naturelle et |a prise en charge des patients avec suspicion de rejet
humoral, ce groupe ayant été mis en avant par les résultats de I'analyse de corrélation entre LT
CD8*CD28 circulants et histologie, 3/ analyser les résultats des immunophénotypages des lymphocytes
B CD19+ et des cellules NK CD16+CD56- réalisés a partir de 2014 et n’ayant pas pu étre pris en compte

dans I'analyse principale.

7.1. Analyses des variables associées au pourcentage de LT CD8+CD28- - circulants

Nous avons analysé les variables associées a la variation du taux de LT CD8'CD28" circulants. Pour cela
nous avons réalisé une régression linéaire permettant de comparer les pourcentages de LT CD8'CD28"
entre les patients ayant une biopsie normale et les patients ayant une suspicion de rejet humoral,
ajustée sur I'age, le genre, le rang de transplantation, le statut CMV, le délai a la transplantation, le
traitement d’induction (Tableau Xlll) L’analyse en régression linéaire confirmait que les patients avec
suspicion de rejet humoral avaient plus de LT CD8°CD28 circulants que les patients avec biopsie
normales ( +4,68% p 0,001). Le pourcentage de LT CD8'CD28" circulants était aussi associé de maniére
indépendante a la séropositivité CMV par rapport aux patients CMV négatif (+9,3% de LT CD8'CD28 p
=2,3<10™ chez les couples receveurs et donneur séropositifs, +9% p = 2,4<10 lors des mismatchs
receveur positif, +7,8% p= 2,1 <10"° dans les couples CMV R-/D+). L’4ge du receveur était également
associé a une augmentation de 0.1% pour chaque année supplémentaire (p= 0,01). Les patients qui
avaient recu un traitement d’induction non déplétant avaient en moyenne 3,5% de moins de LT
CD8+CD28- que les patients ayant regu un traitement déplétant. Ces analyses confirmaient
I’association entre un taux élevé de LT CD8'CD28 et les lésions histologiques suspicion de rejet
humoral, et démontrait une association forte et indépendante entre le statut CMV et le taux de

CD8+CD28- circulants.
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Tableau Xll. Analyse multivariée avec régression linéaire multiples des variables clinico biologiques
associées au pourcentage de LT CD8+CD28- sanguins. Le coefficient Estimate représente la moyenne
de différence entre les deux groupes étudiés (par exemple +4,67 % de LT CD8CD28- chez les patients
avec suspicion de rejet humoral par rapport aux patients biopsie normale, résultat ajusté a toutes les
variables du modele)

Estimate (%) sd tvalue Pr(>|t])

Suspected ABMR vs Normal biopsies 4,68 1,38 3,384 0,001 *kk
Age Recipient (y) 0,12 0,05 2,453 0,014 *
Age donor (y) 0,04 0,04 0,985 0,325

Male gender recipient 41,21 0,94 -1,296 0,195

Formers transplants 0,62 1,36 0,453 0,650

CMV R+/D+ 9,34 1,19 7,832 2,32E-14 sokk
CMV R+ /D- 9,05 1,26 7,162 2,44E-12 ok
CMV R-/ D+ 7,87 1,22 6,466 2,15E-10 Fxk
Time from transplant to biopsy (d) 0,10 0,06 1,644 0,101

Cold ischemia time (h) 0,00 0,00 0,916 0,360

Non depleting vs Depleting Induction -3,53 1,06 3,328 0,001 *okok

7.2. Evolution naturelle et prise en charge des suspicions de rejets humoraux.
Le profil phénotypique CD8+CD28- similaire entre rejet cellulaire et les suspicions de rejet humoral
nous a incités a étudier I'évolution naturelle des suspicions de rejet humoral et la prise en charge
médicale qui avait été faite. Parmi les 1640 biopsies réalisées 83 retrouvaient des |ésions de suspicion
de rejet humoral. Une précédente biopsie avait été réalisée chez 36 patients parmi les 83 (Figure 17).
8% des biopsies réalisées dans les 3 mois précédant le diagnostic de suspicion de rejet humoral étaient
des rejets cellulaires, 6% des Iésions borderline. Un tiers des biopsies étaient déja considérées comme
suspicion de rejet humoral 1 an auparavant. 30 patients ont eu une biopsie apres le diagnostic de
suspicion de rejet humoral, pour 17% I’histologie restait suspecte de rejet humorale 12 mois plus tard
et pour 10% I'histologie s’était normalisée a 10 mois. Seulement 4% ont évolué en rejet humoral

chronique actif, 54 mois apres la suspicion histologique.
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Figure 17.Evolution naturelle du diagnostic histologique de suspicion de rejet humoral. Analyse des
résultats histologiques précédant la suspicion de rejet humoral (n = 36 patients) et succédant a ce
diagnostic ( n=30).

Les 53 patients qui n’ont pas eu de biopsie de controle avaient une fonction du greffon trop dégradée
pour espérer une récupération fonctionnelle (31 patients /53) ou parce que le diagnostic de suspicion
avait été posé en cours d’'une biopsie de surveillance et qu’il n’y avait pas eu de dégradation de
fonction du greffon ultérieurement (22 patients). 3 stratégies de prise en charge ont été observées :
pour 34 patients (40%) aucune modification thérapeutique n’a été réalisée et les patients ont conservé
un schéma d’immunosuppresseurs sans corticoides. 45 patients (54%) ont vu le maintien ou I'ajout
d’une corticothérapie orale, et 4 patients (5%) ont regu des bolus de corticoides (Tableau XIV) Les 3
groupes présentaient une créatinine sérique comparable, mais le diagnostic de suspicion de rejet
humoral dans le groupe “corticoides oraux” avait principalement était pose aprés des biopsies pour

cause (67%) contrairement aux patients du groups sans corticoides qui avaient principalement

bénéficié d’'une biopsie de surveillance (59%) (p =0,04). A 4 ans de suivi, 50% des patients du groupe
sans corticoide avaient un greffon fonctionnel, et 33% du groupe avec corticoides oraux (ns). ll n’y a

pas eu plus d’infection opportuniste entre les 3 groupes.

Tableau XIV. Comparaison des patients avec suspicion de rejet humoral en fonction de la
prise en charge médicale.

No steroids Triple therapy Pulses steroids p
n= 34 45 4
Time from transplant to biopsy (d) 379 IQR 352-954| 383 QR 160-1424 230 IQR 32-634 | 0,14
SCr at the biopsy 161 IQR 111-201( 160 IQR 129-234 189 IQR 90-467 | 0,15
Indication Biopsie 0,04
Indicated biopsies 14 41% 30 67% 2 50%

Surveillance biopsy 20 59% 15 33% 2 50%
Incidence of graft lost at 10y post transplant 17 50% 15 33% 3 75% 0,1
Urinary tract infection 11 32% 16 36% 1 25% 0.2
Median time to UTI (d) 537 IQR 25-1331 336 IQR62-1403 403 0.53*
Opportunistic infections 8 24% 9 20% 1 25% 0,20
Median time between biopsy and Ol (d) 617 IQR 180-1441 451 IQR40-989| 11 0.37*

* Comparaison between No change and triple therapy
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Nous avons montré que les patients avec suspicions de rejet humoral, définis par I'atteinte de la
microcirculation sans DSA, présentaient une augmentation des LT CD8+CD28- tout comme les lésions
borderlines et les rejets cellulaires. Nous avons décrit les prises en charge médicales réalisées en
I"'absence de cette information phénotypique, et constaté des stratégies hétérogenes, pour lesquelles
I"argument biologique d’un phénotype lymphocytaire associé au rejet pourrait aider a homogénéiser

les pratiques.
7.3. Analyse complémentaire des lymphocytes B et des cellules NK

A partir de 2014, nous avons collecté en plus de I'étude des sous-populations de lymphocytes T,
I'immunophénotypage des lymphocytes B CD19+ et des cellules NK CD16+56-.. Nous avons analysé les
données des patients ayant bénéficié de l'intégralité de I'analyse phénotypique populations
lymphocytaires T CD4+, CD8+, Treg, CD8+CD28-, LB CD19+ et cellules NK CD16+CD56- soit 416 patients
lors de la biopsie de surveillance a 3 mois et 395 patients a 12 mois (Figure 18 et Tableau XV). Les LT
CD4+ n’avaient pas augmenté de maniére significative entre 3 et 12 mois : de 335 cell/mm? a 416
cell/mm? (p=0,2) et le nombre de Treg était resté stable de 21 cell/mm?® a 22 cell/mm?® (p = 0,9). A
I'inverse le nombre de LT CD8+ était passé de 217 cell/mm? a 314 cell/mm? p <0,0001, et le nombre
de LT CD8+CD28- a augmenté de 39 cell/mm? a 101 cell/mm? p <0,0001. Les LB et les cellules NK

s’étaient également reconstitués : de 84 a 108 cell/ mm? p <0,006 etde 110a 136 cell/mm? p <0,0001.

Figsure 18. Comparaison des taux
circulants de lymphocytes CD4+,

CD8+ , Treg, CD8+CD28-, LB et 600
cellules NKa 3 moisn=416eta 12

mois n = 395

400

cel/lmm3
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e
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Tableau Xlll.Valeurs absolues des sous-populations lymphocytaire a 3 mois et a 12 mois de la

transplantation (cellules /mm3)

Minimum

25% Percentile
Median

75% Percentile

Maximum

Minimum

25% Percentile
Median

75% Percentile

Maximum

CD4

11
132,3
335
613,3
3054

44
203
416
648

1651

cps | TREG

M3 ( N= 416)

9 0
116,5 10
217 21
322,5 34
3005 4222
M12 (N = 395)

18 2,57
191 15
314 22
495 35,1
2019 156,9

CD8+CD28-|

18,7
39
90

2023

2
31
101
231
1615

co19 |

45
84
150
1574

3
64
108
186

2082

CD56

63
110
171,8
707

9
83
136
224
1179

Nous avons analysé ces données avec un modele multivariés ajusté sur les traitements d’induction, les

ages des donneurs et receveurs, le genre, le rang de transplantation, la durée d’ischémie froide et

I'appariement des sérologies CMV donneur/receveur (Table XVI). Le traitement d’induction déplétant

a entrainé une diminution a 3 mois post transplantation de 25/mm3 LT CD4+ en moyenne (p =2.10-'%)

et de 13 cell/mm3 Treg (p < 0,00001) Cet effet perdurait a 12 mois post transplantation : les patients

ayant recu une induction déplétante avaient en moyenne 17 Treg/mm3 de moins que les patients

traités par induction non déplétante (p= 2. .10-'°). Le nombre de LT CD8+CD28- était aussi influencé

par le traitement d’induction & 3 mois : une diminution moyenne de 60 CD8+CD28-/mm3 (p 1.10°)

mais cet effet n’était pas retrouvé sur le nombre de CD8+CD28- a 12 mois (p=0,449). On retrouvait

I'association du statut CMV sur le nombre de CD8+CD28- (+251/mm3 LT CD8+CD28- a 12 mois de la

transplantation chez les patients receveurs CMV+ que chez les receveurs séronégatifs (p= 2. .10-°).
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Tableau XIV. Analyse multivariée avec régression linéaire multiples des variables clinico biologique

associées au phénotype lymphocytaire sanguin a 3 mois et a 12 mois (valeurs absolues en cellules /

m_m3). Le coefficient Estimate représente la moyenne de la différence entre les deux groupes étudiés
(par exemple — 25/mm3 CD4 chez- les patients ayant recu un traitement d’induction déplétant. Pour
les variables quantitative, le coefficient Estimates évalue la variation du taux de lymphocyte par
unité (par exemple pour I’dge du receveur : a chaque année les patients avaient un taux de Treg qui
diminuait de 0,3 ceII/mm3) résultats ajusté a toutes les variables du modeéle

M3
CD4

TREG

CD8+CD28-

M12
CcD4

TREG

CD8+CD28-

Variables
Lymphocyte-depleting induction
Cold ischemia
Lymphocyte-depleting induction
Recipient age
CMV D+/R-

CMV D-/R+
CMV D+/R+
Lymphocyte-depleting induction
CMV D+/R-

CMV D+/R+

Lymphocyte-depleting induction
CMV D+/R-
CMV D-/R+
CMV D+/R+
Lymphocyte-depleting induction
Recipient age
Lymphocyte-depleting induction
CMV D+/R-
CMV D-/R+
CMV D+/R+

Estimate (cell/mm3)

-25,69
-0,18
-13,54
-0,37
-3,16
-0,85
-2,87
-60,79
67,90
90,91

Estimate (cell/mm3)

-17,58
-8,00
-3,26
-5,59

-17,45
-0,19
19,56

251,58

150,05

203,01

Std. Error

1,21
0,07
3,10
0,14
2,07
2,14
2,14
12,62
14,00
13,66

Std, Error

1,12
1,22
1,26
1,26
1,90
0,09
25,84
28,08
29,02
29,06

t value
-21,25
-2,64
-4,37
-2,69
-1,53
-0,40
-1,34
-4,82
4,85
6,65
t value
-15,76
-6,56
-2,59
-4,42
-9,17
-2,11
0,76
8,96
5,17
6,99

Pr(>[t])
2,00E-16
0,01
1,46E-05
0,01
0,13
0,69
0,18
1,84E-06
1,57E-06
6,50E-11

Pr(>|t])
2,00E-16
1,16E-10
9,97E-03
1,16E-05
<2e-16
0,04
0,45
2,00E-16
3,21E-07
7,67E-12

* %k %k

* %

* %k
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V. Discussion

La survie des greffons rénaux est grevée en grande partie par la survenue de rejets chroniques”.
Prévenir ces atteintes est un enjeu majeur car ces lésions chroniques sont irréversibles et il n’existe a
I’heure actuelle aucun traitement curatif. Déterminer une signature biologique chez les patients a
risque de développer un rejet chronique permettrait d’optimiser leur prise en charge thérapeutique.
Dans cette optique plusieurs études portant sur les sous-populations lymphocytaires sanguines des
patients transplantés rénaux tolérants, en rejet chronique et d’individus sains ont été réalisées par

21 111, 125, 1 . , . , . , .
68,111,125, 137 | 'analyse des patients tolérants permettait d’étudier les mécanismes

notre équipe
cellulaires qui pourraient étre associés a une meilleure survie de greffon en I'absence de rejet. Notre
équipe a ainsi démontré en 2006 que les patients tolérants présentaient un répertoire du TCR Vp

146 et un nombre de CD8'CD28" sanguins inférieur aux

déséquilibré pour la sous-population LT CD8+
patients en rejet chronique™’, mais identique a ceux des individus sains, suggérant que la diminution
dunombre de LT CD8*CD28 sanguins était une caractéristique des patients en rejet chronique.
D’autre part Braudeau et al avaient montré que les patients en rejet chronique présentaient
un taux circulant de LT régulateurs CD4+CD25hiFoxP+ diminué™!. Ces études ont été
réalisées sur de faibles effectifs (22 et 38 patients) avec des comparaisons réalisées en
univariées et reliées a une analyse histologique insuffisante par rapport a la classification de
Banff actuelle. Nous avons entrepris de réaliser une étude prospective de corrélation entre
ces phénotypes lymphocytaires circulants et I’histologie de la biopsie de greffon afin de
confirmer ces résultats par analyse multivariée sur une cohorte homogéne. Nous avons
réalisé une cohorte prospective de 1097 patients transplantés rénaux ayant bénéficié de 1640
biopsies de greffons associées a I'analyse phénotypique sur échantillons sanguins des lymphocytes T
régulateurs CD4*CD25™"CD127 et des LT cytotoxiques CD8CD28". Nous avons montré en analyse

multivariée qu’il existait une augmentation du pourcentage des LT CD8'CD28 lors des lésions

histologiques borderline et des suspicions de rejet humoral.

1. Corrélation entre les lymphocytes T CD8'CD28" sanguins circulants et I'histologie de la biopsie de
greffon rénal

Nous avons réalisé la relecture des 1640 biopsies, et actualisé leur diagnostic a la
classification de Banff 2015. Une des forces de notre étude est la précision histologique
rapportée aux phénotypes lymphocytaires circulants. Les études phénotypiques existantes

chez les patients transplantés rénaux utilisaient principalement I’entité de néphropathie
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chronique d’allogreffe regroupant des lésions immunes de rejets humoraux chroniques et

1L 147 (Tableau V). Nous avons distingué 9 catégories histologiques afin

non immunologique
d’identifier une signature phénotypique pour chaque lésion. Nous avons notamment
distingué les Iésions aspécifiques « subnormales » correspondant a des dépots de C4d isolés
ou la présence de DSA sans Iésion histologique, « suspicions de rejet humoral » et « FIAT
inflammatoire » afin d’apporter un argument phénotypique au moment de la biopsie pour
conforter ou infirmer la suspicion histologique de rejet.

Nous avons démontré en analyse multivariée que les biopsies « suspicion de rejet humoral »
définies par une atteinte de la microvascularisation sans DSA, ainsi que les biopsies
borderlines étaient associées a une augmentation des LT cytotoxiques CD8'CD28" sanguins
circulants par rapport aux biopsies normales. Il est possible que ce soit également le cas des
biopsies de rejet cellulaire, mais notre population ne comprenait que 31 TCMR ce qui a pu
entrainer un manque de puissance pour ce sous-groupe. Ces résultats confortent I’étude de
Baeten réalisée sur 38 patients ou les patients en rejet chronique présentaient un nombre
augmenté de LT CD8'CD28  par rapport aux témoins sains et aux patients tolérants®. Plus
récemment Yap et al ont montré que les patients ayant un taux élevé de TEMRA
CD8'CD45RA'CCR7'CD27°CD28 avaient deux fois plus de risque d’échec de greffe'”. Les LT
CD8'CD28 sont des lymphocytes soumis a une stimulation antigénique répétée et ayant des
capacités cytotoxiques importantes'®’. Plusieurs nomenclatures sont utilisées pour définir
les sous-population de LT CD8+, il a été démontré que le nombre de LT CD8'CD28" était

148

corrélé au nombre de TEMRA™™. Nous avons donc choisi ce phénotype lymphocytaire

CD8'CD28 qui avait I’avantage d’étre réalisable par les laboratoires de routine clinique.

2. Absence de corrélation entre les LT régulateurs circulants et I’histologie de la biopsie de greffon

Nous avons également analysé la sous-population des LT régulateurs cba'cbp25Me"cp127
circulants, décrits comme étant augmentés chez les patients tolérants’™>. Nous n’avons pas mis en
évidence d’association entre le pourcentage de LT régulateurs CD4'CcD25"8"CD127 circulants
et I’histologie du greffon rénal. L’analyse univariée montrait une diminution du nombre de
Treg associée aux lésions histologiques de suspicion de rejet humoral mais cette différence
n’était pas retrouvée aprés ajustement sur I’age, le délai depuis la transplantation, le rang
de greffe, les traitements immunosuppresseurs, les statuts CMV et I'ischémie froide. La
littérature présente plusieurs études sur de petites cohortes ou les Treg sont augmentés en
fréquence dans le sang les patients tolérants™,' le phénotype CD4'CD25"8"CD127 ne nous

a pas permis de trouver de différence que ce soit en valeur absolue ou en pourcentage pour
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le nombre de Treg dans le sang entre les 9 catégories histologiques. D’autre part la présence
des Treg a été montrée dans la littérature comme associée a des conditions immunologiques
différentes : d’une part I'augmentation des Treg a été démontrée associée a un état de
tolérance'®, mais I’histologie de ces patients n’est pas ou trés rarement disponible pour des
questions principalement éthiques'®, et il est possible que des lésions subcliniques de rejet
y soient associées. D’autre part des études histologiques de patients avec rejets de greffe
ont montré que I’état pro-inflammatoire favorisé par les rejets entrainait une réponse anti-
inflammatoire compensatrice conduisant a une augmentation des Treg infiltrant le

120 cette

greffonlso, nécessaire a la cicatrisation des lésions engendrées par l'inflammation
dualité se retrouve dans la littérature ou les résultats de corrélation entre Treg sanguins et
devenir de greffe sont hétérogénes. Une méta-analyse récente regroupant 6 études (avec
comme effectif maximal 86 patients) retrouvait une diminution des rejets aigus et des
dysfonctions de greffons chez les patients ayant un fort taux de Treg cba'cp25Me"cp127

151

foxP 3+ circulants™". Les auteurs concluent cependant que les faibles effectifs ne permettent

pas d’utiliser les Treg comme biomarqueurs.

3. Données démographiques et histologiques de notre cohorte

Les données démographiques de notre cohorte de 1097 patients transplantés a Nantes étaient
comparables aux études nationales et internationales™? 3, ©°* | La survie de greffe décés censurés a
10 ans était de 77% ce qui est semblable aux résultats de Stegall et al (74% de survie a 10 ans, analyses
de 575 patients transplantés entre 2002 et 2005)°. Nous avons montré que les biopsies
subnormales avaient une survie de greffe a 10 ans comparable aux biopsies normales. A
I'inverse les biopsies ayant les moins bonnes survies étaient les suspicions de rejet humoral,
les rejets humoraux et les rejets cellulaires. La notion de « suspicion de rejet humoral » a
été retiré de la classification de Banff 2017, le diagnostic de rejet humoral pouvant alors
étre posé en |I'absence de DSA si les lésions de la microcirculation sont associées a une
fixation C4d et a une surexpression des geénes associés au rejet humoral en analyse
biomoléculaire de la biopsie de greffongl. Nous avons montré que la répartition des diagnostics
histologiques était différente en fonction du délai post transplantation. Les rejets humoraux étaient
retrouvés en médiane 674 jours apres la transplantation (IQR 337-2615), alors que les rejets cellulaires
étaient retrouvés plus tot (351 jours IQR 94-1148). Ces résultats sont comparables a ceux de Halloran
et al portant sur 703 biopsies155 prélevées entre 3 jours et 35 apres la transplantation. Nous avons
considéré toutes les indications de biopsies y compris les biopsies de surveillance ce qui explique que

nous trouvions un pourcentage de rejet plus faible que celui décrit par Halloran ou seules les biopsies
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réalisées pour dysfonction du greffon étaient étudiées (13% de rejets vs 28%). Cependant si I'on
considére uniquement les biopsies « pour cause » de notre étude nous retrouvons les mémes
proportions de rejets humoraux (99 rejets humoraux / 608 biopsies soit 16% vs 15% chez Halloran)
mais un taux plus faible de rejet cellulaire (5% vs 9 %). L'immunisation des patients était comparable
aux données de la littérature, 22% des patients avaient développé des DSA de novo a 4 ans de la

. 1
transplantation™®.

4. Evaluation des paramétres associés a I'augmentation des LT CD8"CD28 circulants

Aprés avoir démontré une corrélation entre le pourcentage de LT CD8'CD28 circulants et
I’histologie du greffon, nous avons étudié les covariables associées de maniére
indépendante au taux de LT CD8'CD28 circulants Nous avons montré que le nombre de LT
CD8'CD28 circulants était associé au statut sérologique CMV. Les patients avec une
sérologie CMV donneur ou receveur positive (CMV D+ ou R+) avaient un taux nettement
supérieur de LT CD8*CD28 circulants que les patients CMV donneur et receveur négatif (CMV
D-/R-). Ceci est en accord avec les données de la littérature™’. L’augmentation des LT
CD8'CD28 est en effet retrouvée chez les individus sains et chez les insuffisants rénaux CMV
séropositifs en attente de transplantation™® suggérant que les traitements immunosuppresseurs
impactent peu la réponse cellulaire anti-CMV. La méme équipe démontrait que le maintien d’une
réponse cellulaire contre le CMV entrainait une accumulation de LT CD8'CD28 oligoclonaux et
participait a la diminution du pool des LT naifs et a I'immunosenescence’®. Bayard a montré que la

19 Cette

séropositivité CMV était également associée a une augmentation des cellules NK circulantes
pression immunitaire médiée par les LT CD8'CD28 et les cellules NK chez les patients CMV
séropositifs pourrait étre impliquée dans la survenue de certains cancers'®. Il pourrait étre intéressant
d’étudier I'incidence des infections opportunistes, de BK virus et des cancers en fonction du
taux de LT CD8'CD28 chez les patients transplantés rénaux. La réplication CMV est connue
comme étant un facteur de risque de rejets aigusm. Stern et al ont de plus montré sur 917
patients transplantés rénaux que le statut sérologique CMV avait aussi un impact sur le
devenir de la greffe. Les patients CMV D+ ou R+ étaient plus a risque de perte de greffon
que les patients CMV D-/R-(6% de perte de greffon a 4 ans chez les patients CMV D+ ou R+
vs 2% chez CMV D-/R)'. La méme étude démontrait chez 163 patients greffés pulmonaires
2 fois plus de rejets chez les patients CMV D+ ou R+ par rapport aux patients CMV D-/R, mais
ceci n’était pas retrouvé chez les patients transplantés rénaux. Nous avons donc démontré

une association entre le taux de LT CD8CD28 circulants et la sérologie CMV en plus d’une

association indépendante entre le taux de LT CD8°CD28 circulants et I’histologie de rejet.
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5. Description des phénotypes lymphocytaires a 3 mois et a 12 mois de greffe

A partir de 2014, nous avons ajouté 'immunophénotypage des lymphocytes B CD19+ et des cellules
NK CD56+ aux phénotypes lymphocytaires T. Nous avons exposé les résultats des prélévements
réalisés a 3 et 12 mois post transplantation dans le but d’établir une référence des mesures de ces
sous-populations lymphocytaires chez les patients transplantés rénaux. Les valeurs absolues
retrouvées sont comparables a celles de la littérature sur les phénotypes lymphocytaires des patients
avec une fonction de greffon stable sous immunosuppresseurs pour les taux de Treg a 12 mois™® et

a . 1
pour les cellules NK a 24 mois**

.A 12 mois post transplantation les LB gardaient un taux légerement
inférieurs aux témoins sains™ (108 CD19+/mm3 vs 157 CD19+/mm3).

Les taux de LT CD4+ et de Treg entre 3 et 12 mois post-transplantation restaient stables, tandis que les
LT CD8", CD8*CD28"., LB CD19+ et les cellules NK augmentaient de maniére significative, soulignant
I'impact principal des traitements d’induction sur les LT CD4". En analyse multivariée, les taux de CD4+
et des Treg a 12 mois étaient plus bas en cas de traitement d’induction par déplétion lymphocytaire,
alors que les taux de LT CD8*CD28 étaient indépendants de I’induction. L’étude de Grafals et al
concernant 45 patients ayant recu une induction déplétante par ATG corroborait ces cinétiques de

reconstitutions des pools de LT CD8+ dans les trois premiers mois alors que les LT CD4+ restaient

. 7. N . . . \ . 1
inférieurs a leur niveau de base jusque plus de 12 mois aprés la transplantation .

6. Limites de I'étude

Nous avons réalisé une étude monocentrique concernant exclusivement les patients transplantés et
ayant bénéficiés de biopsies au CHU de Nantes. D’autre part, nous n’avons pas mis en évidence un
phénotype sanguin particulier chez les patients ayant une biopsie de FIAT ni de FIAT
inflammatoire. Nous avions pris le parti de regrouper les 3 grades de sévérité des FIAT afin
de ne pas multiplier le nombre de catégories histologiques. Des études récentes ont mis en
avant que les FIAT inflammatoires de grade 2 et 3 avaient une moins bonne survie de greffon
a 5 ans que les FIAT inflammatoire de grade 1* et la classification de Banff 2017 a étoffé le
diagnostic de rejet cellulaire chronique par les grades IA et IB définis par la présence de
lésions de FIAT-inflammatoires de grade 2 et 3, en I"absence d’autres étiologie”. Apreés
connaissance des résultats de notre étude, nous pouvons envisager d’étudier le phénotype
des LT CD8'CD28 circulants en fonction de la sévérité de la FIAT inflammatoire, ainsi que
d’analyser si les FIAT- inflammatoires d’origine non allo-immune (dans les contextes de
pyélonéphrites, ou de néphropathies au BKvirus) ont le méme pourcentage de LT CD8°CD28"

circulants que les FIAT-inflammatoires considérées comme rejet cellulaire chronique.
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7. Perspectives

Nous avons ainsi démontré que le phénotype des lymphocytes sanguins circulants est associé au
diagnostic histologique de la biopsie de greffons. Les patients avec des lésions borderlines et des
suspicions de rejet humoral présentaient un pourcentage de LT CD8°CD28 supérieur patients ayant
des biopsies normales. Les LT CD8'CD28 sont reconnus comme ayant des capacités
cytotoxiques importantes'®’, ce qui nous fait penser qu’un fort taux de LT CD8'CD28
circulants pourrait étre associé a une infiltration intra greffon importante et a des Iésions
histologiques. Nous avons comme prochain objectif d’évaluer si le pourcentage de LT
CD8'CD28 circulants permettrait de différencier les |ésions borderlines et les suspicions de
rejet humoral de mauvais pronostic des Iésions non délétéres pour la survie du greffon. Nous
avons décrit la prise en charge des patients du groupe suspicion de rejet humoral, et
constaté que trois stratégies thérapeutiques avaient été employées : le maintien d’une
bithérapie sans corticoides, le maintien ou I'ajout de corticoides oraux dans une trithérapie
immunosuppressive, ou la réalisation de bolus de corticoides. Les trois groupes de patients
présentaient un taux de créatinine comparable, mais il n’y avait pas de consensus de prise
ne charge. Nous avons mis en avance une tendance a une perte de greffe a 10 ans augmentée
chez les patients ayant recu des bolus (75%) et chez les patients sans ajout de corticoides
(50%) que chez les patients traités par corticoides oraux (33%) mais les résultats n’étaient
pas statistiquement significatifs (p=0,1). Il n'y avait pas de différence d’incidence d’infection
opportuniste. (p=0,2). Stratifier le risque immunologique par la mesure des LT CD8°CD28’
circulants le jour de la biopsie permettrait de standardiser la prise en charge de ces lésions
histologiques douteuses. Une étude prospective multicentrique randomisée est
actuellement en cours 14BIS™, dont le but est d’établir la supériorité d’un traitement par
bolus de corticoides chez les patients ayant des lésions borderline a la biopsie de
surveillance a 3 par rapport a I'absence de modification thérapeutique (maintien d’une
trithérapie avec doses décroissantes de corticoides). Nous pourrions réaliser une étude
ancillaire ou le phénotype CD8'CD28 dans le sang serait réalisé lors de la biopsie des 3 mois,
afin de rechercher une association entre ce phénotype et I'histologie de controle envisagée
dans I’étude & 12 mois, et ainsi d’évaluer si le taux de LT CD8°CD28  a la biopsie permet de

différencier les greffons qui évolueront vers un rejet.

Une autre application a la mesure des lymphocytes CD8"CD28 circulants s’inscrirait dans le cadre de
I'utilisation de plus en plus fréquente du Belatacept. L’action immunosuppressive principale du

Belatacept est de diminuer la costimulation des lymphocytes T en inhibant 'activation par le CD28. Cet
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immunosuppresseur n’a pas les effets délétéres hémodynamiques, néphrotoxiques et métaboliques

des CNI, et permet une diminution de la production des DSA'*®

, et une amélioration de la survie des
greffons. Cependant il a été notifié une augmentation des rejets cellulaires pour certains patients (20%
chez les patients traités par Belatacept vs 11% sous ciclosporine). Différents profils lymphocytaires
seraient impliqués dans la survenue de ces rejets. Espinosa et al ont démontré que sur 14 patients
traités par Belatacept, 9 avaient présenté un rejet aigu. Ces patients avaient un taux supérieur de LT
CD4'CD57'PD1'CD28 en pré transplantation'®. Une autre étude, basée sur un modéle de primate,
retrouvent un taux de TEMRA plus important en pré-transplantation chez les individus présentant un
rejet sous Belatacept, avec une perte de l'expression du CD28 dans les jours suivant la

129

transplantation™”. L’étude du phénotype CD8°CD28  circulant pourrait permettre d’identifier les

patients a risque de rejet cellulaire sous Belatacept.

Nous proposons ainsi de réaliser le phénotype CD8'CD28 en complément des phénotypes CD8 et CD4
réalisés a chaque date anniversaire. Ce phénotype réalisable en routine, pourrait étre un signe
d’alerte de risque immunologique majoré. Notre objectif a terme est d’identifier des marqueurs
sanguins de risque de rejet et qui pourraient aider a la prise en charge des patients dont les biopsies
de surveillance sont anormales. Les lésions borderlines, les suspicions de rejets humoraux, et la FIAT
inflammatoire sont des diagnostics étant principalement retrouvés lors des biopsies systématiques, et
pour lesquelles la prise en charge thérapeutique n’est pas codifiée. Il faudra définir un seuil de LT
CD8+CD28 au-dela duquel le risque d’avoir une histologie de rejet se majore. Il est probable que
recourir a un ensemble de marqueurs sanguins, histologiques et urinaires permettrait de mieux classer
ces histologies limites. L’enjeu principal reste de prévenir et de traiter ces Iésions afin de ne pas aboutir
aux lésions séquellaires de rejet humoral chronique et de fibrose aspécifique, responsable de la perte

des greffons.
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RESUME (10 lignes)
Les rejets chroniques grévent la survie au long terme des greffons rénaux. Prévenir la survenue de ces
atteintes est un enjeu majeur car elles sont irréversibles. L'objectif de ce travail était la recherche d'une
corrélation entre les sous-populations lymphocytaires sanguines et I'histologie de la biopsie de greffon.
Nous avons analysé les phénotypes cytotoxiques CD8'CD28 et les LT régulateurs décrits associés aux
rejets chroniques dans des études de petits effectifs. Nous avons réalisé, sur une cohorte prospective de
1097 patients transplantés rénaux, I'analyse de 1640 biopsies associées a I'immunophénotypage des LT
CD8'CD28 et des Treg CD4'CD25"™"CD127 sanguins. Nous avons montré en analyse multivariée gqu'il
existait une augmentation du pourcentage des LT CD8'CD28" lors des lésions histologiques borderlines
et des suspicions de rejet humoral. Ce phénotypage réalisable en routine pourrait s'inscrire dans la

surveillance des patients transplantés rénaux et constituer un signal d’alerte de risque de rejet.
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