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Résume:

Introduction- Le rejet humoral chronique actif (RHCA), est une cause fréquente de perte
tardive de greffon rénal, d’autant plus qu’aucun traitement curatif n’est actuellement validé.
Les Iésions anatomo-pathologiques inflammatoires de la microcirculation (LIM) que sont la
glomérulite et la capillarite péri-tubulaire, parfois liées a la présence d’anticorps anti-donneur
(DSA pour donor specific antigen), sont parfois associées au RHCA et pourraient en modifier
le pronostic. Cette étude rétrospective monocentrique decrit les caractéristiques clinico-
biologiques au diagnostic, et I’évolution de ces patients (RHCA et LIM). Patients et
Methodes- Tous les patients avec des LIM et un RHCA diagnostiqués entre juin 2007 et
février 2012 dans le service de transplantation rénale de Tours ont été inclus. Les donnees
cliniques, biologiques et histologiques ont été collectées et analysées. Resultats- 31 patients
ont été inclus. Le diagnostic de RHCA (delai médian aprés la transplantation = 5,4 ans) se
traduisait le plus souvent par une protéeinurie isolée, la fonction rénale étant stable chez 27
patients. Les DSA dirigés contre les antigenes de classe Il étaient prédominants en particulier
les anti-DQ (80,6%). Le marquage C4d des capillaires péritubulaires était positif dans 40%
des cas. Le pronostic rénal était sévere, avec une dégradation de la fonction rénale qui
survenait le plus souvent dans la premiére année et qui se compliquait par des pertes de
greffon aprés un délai médian de 18 mois [8-36]. L’immunisation a la greffe et la présence
d’un rejet aigu cellulaire la premiére année de greffe constituaient des facteurs de risque de
perte de fonction du greffon. Les DSA dirigés contre les antigénes de classe Il persistaient au
cours du suivi, alors que ceux dirigés contre les antigénes HLA de classe | disparaissaient
chez 90 % des patients. Le traitement par immunoglobulines intraveineuses a doses
immunomodulatrices et Rituximab n’était pas associé a une amélioration du pronostic rénal
avec une évolution comparable par rapport aux patients non traités en terme de survie du
greffon (p=0,270) et de fonction rénale a un 1 an (p=0,72). De plus, cette stratégie
thérapeutique n’empéchait pas la progression des Iésions histologiques chroniques.
Conclusion- Le RHCA associé aux lésions de LIM se traduit par une perte de greffon chez
1/4 des patients a 18 mois. L’association IvIg/Rituximab/Echanges plasmatiques ne semble

pas apporter de bénéfice.
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Abréviations :

Cg : glomérulite chronique

CPT : capillarite péritubulaire

DFG : débit de filtration glomérulaire

DSA : donor specific antigen

EP : échanges plasmatiques

FI/AT : fibrose intimale et atrophie tubulaire

G : glomérulite

HLA : human leucocyte antigen

IgA : immunoglobulines A

Ivig FD : immunoglobulines intra-veineuses faibles doses
Ivig HD : immunoglobulines intra-veineuses hautes doses
LCT : lymphocytotoxicité

MBG : membrane basale glomérulaire

MFI : mean fluorescence intensity

MMF : mycophenolate mofetil

PBR : ponction biopsie rénale

R : rituximab

RHCA : rejet humoral chronique actif

SA :single antigen
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Rejet humoral chronique actif associé a des lésions inflammatoires de
la microcirculation du greffon rénal : caractéristiques et évolution

I-Introduction :

La transplantation rénale est le traitement de référence de 1’insuffisance rénale terminale, avec
une survie des greffons a 10 ans estimée a environ 73% (1). Aprés une premiére année
marquée par les complications post-opératoires, de rejets aigus (cellulaires et/ou médiés par
des anticorps anti-HLA pour human leucocyte antigen), I’incidence annuelle de la perte de
fonction du greffon devient relativement constante, entre 3 et 5 % par an. De nombreuses
causes ont été identifiées comme pouvant contribuer a la perte de fonction chronique du
greffon rénal. Classiqguement, on distingue les causes immunologiques et non
immunologiques (lésions rénales préexistantes chez le donneur, récidive de la maladie
initiale, hypertension artérielle, tabagisme...). De facon didactique, les mécanismes des rejets
chroniques sont distingués en fonction de la participation de I’immunité cellulaire et/ou
humorale. Le rejet chronique humoral actif (RHCA) est maintenant reconnu comme une cause
fréquente de la perte de fonction des greffons rénaux (2-4). Longtemps focalisée sur la
réponse allogénique lymphocytaire T, notamment suite aux travaux fondateurs de 1’équipe de
Medawar dans les années 1940, la communauté meédicale n’a que trés récemment intégré
I’importance de la réponse anticorps dans la progression des lésions chroniques des greffons
(5). Cette évolution conceptuelle a principalement été favorisée par le développement de
techniques sensibles de détection et d’identification des anticorps anti-HLA, principaux
anticorps pathogenes en transplantation (6). Elles ont en effet permis de montrer d’une part
que ’apparition d’anticorps anti-HLA précedait fréquemment la perte de fonction du greffon
(7), et d’autre part que leur apparition, notamment lorsqu’ils étaient dirigés contre les
antigénes du greffon, constituait un facteur de risque de perte de fonction du greffon (8). Dans
la classification de Banff, la présence d’anticorps spécifiguement dirigés contre les antigenes
HLA du donneur (donor specific antigen ou DSA) est indispensable au diagnostic de rejet
humoral chronique, bien que le seuil de mean fluorescence intensity (MFI) ne soit pas
clairement établi (9).

La caractérisation histologique des rejets humoraux chroniques a également fait des progres

importants ces dernieres années, comme le montrent les différentes évolutions des
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classifications de Banff. Décrit pour la premiére fois en 2007 (7- annexe 1), il se définit -outre
la présence de DSA- par I’association de dépdts de C4d et la présence de lésions chroniques
glomérulaires, vasculaires et tubulo-interstitielles. Les dépots de C4d le long des membranes
basales des capillaires péritubulaires, un produit de dégradation de la voie classique du
complément se liant de fagon covalente (et donc prolongée) aux membranes cellulaires, ont
été pour la premiére fois mis en évidence en 1999 dans les rejets a composante humorale (10).
Initialement mis en évidence en immunofluorescence (11), ils peuvent également étre
objectivés en immunohistochimie mais avec une plus faible sensibilité (12). Les travaux
initiaux avaient fait considérer ce marquage comme un biomarqueur trés sensible, mais il
apparait qu’en réalité ils ne sont présents que dans environ 50% des cas de rejets humoraux
chroniques avec des fluctuations dans le temps (13,14). Par conséquent, leur présence
n’apparait plus comme indispensable au diagnostic (15). Les lésions glomérulaires chroniques
visibles en microscopie optique considérées dans la définition du rejet humoral chronique sont
la présence de double contour de la membrane basale glomérulaire, le regroupement des
Iésions de fibrose intimale et d’atrophie tubulaire (FI/AT) et d’endartérite fibro-proliférative.
En se basant sur le Banff 2011 (15), la présence d’un doublement de la membrane basale
glomérulaire (MBG) apparait comme primordiale. La glomérulopathie du transplant est en
effet la Iésion probablement la plus spécifique de rejet humoral parmi les lésions chroniques.
Le terme chronique n’est pas li¢ au délai par rapport a la greffe mais aux changements
histologiques avec en chef de file le doublement de la membrane basale glomérulaire. Au
total, le diagnostic de rejet humoral chronique est certain lorsqu’il associe un ou plusieurs
DSA, la présence d’un marquage C4d le long des membranes basales tubulaires et des lésions
chroniques. De plus, I’absence de C4d n’apparait pas comme suffisante pour exclure le
diagnostic lorsqu’une glomérulopathie du transplant se développe en présence de DSA. A
contrario la présence de FI/AT et/ou d’endartérite fibro-proliférative sans dédoublement des
MBG ni C4d ne nous paraissait pas suffisant pour affirmer le diagnostic de rejet humoral.

La glomérulite (g) et la capillarite péri-tubulaire (cpt), correspondant a des lésions
inflammatoires de la microcirculation et traduisant une activation endothéliale avec
expression membranaire de molécules d’adhésion, sont des caractéristiques du rejet humoral
aigu et favorisent 1’apparition du rejet humoral chronique (16). Ces lésions entrainent des
remodelages vasculaires chroniques responsables de la glomérulopathie chronique affectant
ainsi le pronostic. La glomérulite et la capillarite, étant des lésions aigues, il est présumé
qu’elles pourraient étre plus sensibles a un renforcement du traitement immunosuppresseur.
Le RHCA a un pronostic sombre (17). Si le traitement du rejet humoral aigu a fait 1’objet de

plusieurs études rétrospectives, celui du RHCA reste quant & lui peu étudié. Il n’existe pas
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actuellement d’essais randomisés contr6lés sur le traitement du RHCA. Plusieurs équipes,
dont la ndtre, ont tenté d’utiliser dans les RHCA associés a des Iésions de glomérulite ou de
capillarite les mémes molécules que celles utilisés dans le rejet humoral aigu en partant de
I’hypothése que la physiopathologie de ces deux types de rejet était proche. Ainsi, certains
RHCA ont été traités par rituximab, immunoglobulines polyvalentes intraveineuses, échanges
plasmatiques ou bortezomib.

Nous avons réalisé une étude rétrospective et monocentrique des patients transplantés rénaux
avec un RHCA associe a des lésions inflammatoires de la microcirculation, dans 1’objectif de

mieux caractériser cette population et d’évaluer les stratégies thérapeutiques mises en ceuvre.

14



I1-Patients et Méthodes :

Nous avons réalisé une étude rétrospective monocentrique.

I1-1 Sélection des patients : (figure 1)

L’objectif était d’identifier de fagcon exhaustive les patients transplantés rénaux dans le centre
de Tours avec un RHCA associé a des lésions inflammatoires de la microcirculation
(glomérulite et/ou capillarite péri tubulaire). Hormis la présence de DSA, indispensable au
diagnostic, nous avons considéré tous les patients avec une glomérulite chronique quelque
soit le marquage C4d, ainsi que les patients ayant une FI/AT (avec ou sans glomérulite
chronique) et un marquage C4d positif des capillaires péri-tubulaires.

La période d’observation allait de juin 2007, date a laquelle la classification de Banff était
notifiée dans nos comptes rendus d’anatomo-pathologie a février 2012 pour avoir un recul
d’au moins 6 mois.

Durant cette période, 1314 transplantés rénaux étaient suivis dans notre centre.

Parmi les 184 patients avec des DSA, 136 avaient eu une ponction biopsie rénale et 36 avaient
des Iésions inflammatoires de la microcirculation associées a un RHCA.

Au total 31 patients étaient identifiés apres avoir eéliminé 5 patients dont les conséquences du
rejet humoral ne pouvaient étre évaluées soit en raison d’un recul insuffisant (N=3) soit en
raison d’une récidive de néphropathie a dépots d’immunoglobulines A (IgA) avec des Iésions

glomérulaires prolifératives (N=2).
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Figure 1. Critéres de sélection des patients inclus dans I’¢tude. Au total 31 patients sur les

184 qui présentaient des DSA ont été sélectionnés. (cg : glomérulite chronique)
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11-2 Paramétres étudiés:

Caractéristigues générales de la transplantation :

Des caractéristiques générales initiales de la transplantation ont été extraites de la base de

données du service pour chaque patient sélectionné. Concernant les données initiales il

s’agissait de la date de greffe, les &ges du donneur et du receveur, la cause du déces chez le

donneur, le sexe du receveur, les compatibilités HLA (-A, -B, -DR et -DQ), I’immunisation

pré-greffe et le rang de la greffe, le temps d’ischémie froide, le traitement immunosuppresseur

d’induction, les données du traitement immunosuppresseur & 3 mois, I’existence d’un rejet

aigu cellulaire lors de la premiere année et la date du rejet.

Fonction rénale :

Le dosage de la créatinine dans notre centre était effectué par une méthode de jaffe

standardisée (colorimétrique).
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Le débit de filtration glomérulaire (DFG) était estimé par la formule MDRD (18) (en dehors
d’un enfant pour lequel nous avons utilisé la formule de Schwartz (19) ). Nous avons récupéré
dans les dossiers de chaque patient la fonction rénale et la protéinurie au diagnostic du rejet, a

6 mois, 1 an, 18 mois et 2 ans apres le diagnostic de RHCA.

Immunisation HLA :

Avant la transplantation, tous les patients avaient été testés en Luminex screening classe I et Il
(One lambda). En cas de dépistage positif (ratio de MFI par rapport a un témoin >4), un
Luminex Single Antigen (SA) classe | et/ou Il était réalisé. Au diagnostic de rejet, tous les
patients avaient au moins un DSA identifié en SA, avec un seuil de positivité de MFI fixée a
1500. Nous avons analysé les MFI des DSA au diagnostic de rejet et celles du sérum du
dernier suivi. Pour tous les patients, nous avons pu recueillir en SA les sérums au diagnostic
de rejet et apres un délai minimum de 6 mois post-rejet. La détermination du typage HLA C et
DP pour le receveur et le donneur n’était pas réalisée systématiquement au moment de la
greffe mais uniquement en cas de suspicion de DSA.

Les patients immunisés a la greffe et/ou avec des DSA étaient acceptés dans notre étude.

Histologie :
Les biopsies rénales étaient fixées dans du liquide de Bouin. Les lames étaient lues par le

méme anatomo-pathologiste. Les critéres de qualité de la biopsie étaient respectés: >10
glomérules et > 2 artéres de moyen calibre.
La technique d’immunofixation par immunofluorescence directe par I’anti-C4d (laboratoire
INGEN, Quidel) sur coupes fixées du C4d était réalisée par une méthode indirecte avec des
immunoglobulines murines.
Les Iésions étaient quantifiées selon la classification de Banff 2007:
-Glomerulite :

-g1= glomérulite dans <25% des glomérules

-g2= glomérulite dans 25 a 75 % des glomérules

-g3= glomérulite dans >75% des glomérules
-Capillarite péri-tubulaire :

-cptl= 3 a 4 cellules par section capillaire

-cpt2=5a 10 cellules par section capillaire

-cpt3=>10 cellules par section capillaire
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-Glomérulite chronique :

-cgl= < 25% des anses capillaires du glomérule le plus atteint
-cg2= 25 a 50 % des anses capillaires du glomérule le plus atteint

-cg3=>50 % des anses capillaires du glomérule le plus atteint

-Atrophie tubulaire :

-ctl= <25 % de tubes atrophiques
-ct2= 25 a 50 % de tubes atrophiques
-ct3=>50 % de tubes atrophiques

-Fibrose interstitielle :

-Cil= 6 a 25% de la surface corticale
-Ci2= 26 a 50 % de la surface corticale

-Ci3= >50 % de la surface corticale

Traitement :

Nous avons notifié les traitements recus lors du diagnostic de rejet.

Modification du traitement immunosuppresseur d’entretien : switch de la ciclosporine
ou d’un inhibiteur de mTOR pour le tacrolimus, augmentation de la posologie ou
introduction du mycophénolate mofetil (MMF), réintroduction ou majoration de la

corticothérapie orale.

Perfusion de méthylprednisolone.

Perfusion d’immunoglobulines intraveineuses (lvlg) : nous avons distingué les
patients ayant recu des Ivlg a doses dites faibles ou substitutives (Ivlg FD), c'est-a-dire
une dose inférieure a 1g/kg/cure de ceux ayant recu des Ivlg a doses
immunomodulatrices ou hautes doses (lvlg HD), c'est-a-dire ceux ayant eu des cures
d’au moins 1g/kg. Pour les perfusions d’Ivlg HD, les cures pouvaient é&tre

administrées sur un ou deux jours, en fonction de la tolérance, notamment cardiaque.
Perfusion de Rituximab (R) : la dose administrée était de 375 mg/m2 ; Si le taux de

CD19 sanguin était supérieur a 5/mm3 a une semaine de la perfusion, une seconde

injection a la méme dose était réalisée entre J7 et J14.
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e Echanges plasmatiques (EP) : réalisés a la phase initiale, a la dose de 40-60 mL/kg.

Nous avons individualisé 3 groupes :

-Le groupe non traité : pour les patients (N=14) n’ayant eu aucun traitement spécifique du
rejet humoral. Les patients qui avaient eu une modification de leur immunosuppression de
fond et/ou des perfusions de méthylprednisolone étaient inclus dans ce groupe.

-Le groupe traitement faible: pour les patients (N=5) ayant été traités par Ivig
FD+Rituximab. Pour 1’analyse des facteurs influengant la perte de greffon, nous avons aussi
inclus dans ce groupe les patients ayant eu uniquement des immunoglobulines intraveineuses,
mais pas dans I’analyse comparant les 3 stratégies thérapeutiques.

-Le groupe intensif : pour les patients (N=8) ayant recu des Ivig HD+Rituximab+ EP.

11-3 Analyse statistique :

Des tests non paramétriques étaient utilisés pour la comparaison des valeurs quantitatives et
qualitatives, en analyse univariée : tests de Mann-Whitney, de fischer’s et du Chi2. La
comparaison de plus de 2 groupes était faite par un test de Kruskal-Wallis. Pour les patients
retournés en dialyse, on estimait leurs DFG a 0 mL/min/1,72m2.

Les tests de corrélation ont été effectués par un test de Pearson.

Pour I’analyse des facteurs influencant la perte de greffon, nous avons réalisé une analyse de
Kaplan Meier avec un test de log-rank et un cox univarié, du fait du faible nombre
d’événements dans notre cohorte. Dans tous les cas, un p<0,05 était considéré comme
statistiguement significatif.

Les logiciels utilisés pour les analyses statistiques étaient PRISM et STATVIEW.
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I11-Résultats :

I11-1 Caractéristiques des patients : (tableau 1)

Les caractéristiques des 31 patients inclus sont résumées dans le tableau 1. L’age médian des
receveurs était de 43 ans, majoritairement des hommes. 35,5 % étaient immunisés a la greffe
et 12,9 % avaient un DSA au moment de la greffe, connu a posteriori. Ces derniers avaient un
cross match en lymphocytotoxicité (LCT) négatif sur le sérum du jour et les serums
historiques. Seul 1 patient n’avait pas regu de traitement d’induction. A 3 mois de greffe, tous
étaient sous corticoides et avaient un traitement antiprolifératif (MMF ou azathioprine).

Aucun patient n’était traité par inhibiteur de mTor au diagnostic.

111-2 Description des rejets :

Le délai de survenue médian du RHCA par rapport a la greffe était de 5,4 ans (0,4-19) sans

qu’aucun arrét brutal du traitement immunosuppresseur n’ait été notifié.

111-2a Fonction rénale :

Au diagnostic, la médiane de créatininémie était de 158 umol/L (77-287) correspondant a un
DFG a 41 mL/min/1,73 m2 (21,9-81). Vingt-sept patients avaient une fonction rénale stable
dans les 6 mois précédant le diagnostic, les autres avaient une augmentation maximale de leur
créatinine de 50 pmol/L. Aucun n’avait doubl¢ sa créatininémie durant cette période.

La médiane de la protéinurie était de 1,2 g/24H. Seuls 5 patients avaient une protéinurie
inférieure a 0,3 g/24h. 26 avaient une protéinurie significative, supérieure a 3 g/24h pour 6
d’entre eux.

La pression artérielle systolique médiane au diagnostic était de 145 mmHg (103-210) et
diastolique de 82 mmHg (68-100).
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Tableau 1. Caractéristiques cliniques et immunologiques des patients présentant un RHCA.

Tous patients (N=31)

Receveur
Age a la greffe (ans) 43 [8-74]
Sexe Masculin (%) 81
Immunisation pré greffe (%) 36
Premiere greffe (%) 84
Donneur
Age (ans) 44 [2-78]
Décédé (%) 90
cause du déces vasculaire (%) 43
A la Greffe
Temps Ischémie Froide (H) 18 [0-45]
Induction par thymoglobuline (%) 52
Mismatch - A 0/1/2 10/55/35
-B 0/1/2 13/35/52
-DR 0/1/2 10/48/42
-DQ 0/1/2 3/421/55
A 3 mois
DFG (mL/min/1,73 m2) 54 [37-94]
Protéinurie (g / 24h) 0,3 [0,0-3,9]
Tacrolimus (%) 23
Mycophenolate mofétil (%) 90
Rejet aigu Cellulaire dans la 1° année (%) 29

Les chiffres correspondent soit a des médianes avec entre parentheses les valeurs minimales et

maximales soit a des pourcentages.

21



I11-2b L ésions histologiques : (tableau 3)

Les lésions inflammatoires de la microcirculation étaient majoritairement de la glomérulite.
En effet celle-ci était présente chez 97 % des patients. Dans la moitié des cas, elle était
modérée (g2) a sévere (g3). Un quart des patients n’avaient pas de capillarite péri-tubulaire. 3
patients avaient de la glomérulite chronique sans FI/AT et 3 patients avaient de la FI/AT sans
glomérulite chronique. 51,6% des patients avaient au minimum des lésions de FI/AT grade 2.
Le marquage C4d des capillaires péri-tubulaires était positif chez 40% des patients. Parmi ces
12 patients, le marquage était focal et discret chez 2 d’entre eux. Pour les autres, le marquage

était linéaire, diffus et intense.

Il existait une corrélation faible entre la glomérulite et la capillarite péri-tubulaire avec un
coefficient de corrélation r égale & 0.4752 (IC 95%=0.1385-0.7134) et r? & 0.2258 (p=0,008).
De méme nous avons constaté une correlation faible entre la glomérulite chronique et la
FI/AT avec un coefficient de corrélation r égale a 0.3747 (IC 95%=-0.6476- -0.01664) et r2 a
0,1404 (p=0,0413).

Tableau 3. Lésions histologiques au diagnostic selon la classification de Banff. La moitié des

patients présentait des lésions chroniques modérées a séveres.

Lésions inflammatoires de la Lésions
microcirculation chroniques

Glomérulite CPT CG FI/AT
Médiane / Moyenne 1/1,6 1/1,2 2116 2115
Absente % patients 3,2 23,3 9,3 10
Légere % patients 48,4 40 35,5 39,6
Modérée % patients 32,3 20 25,8 36,7
Sévere % patients 16,1 16,7 29 13,7

Légeére correspond a un score de g, cpt, cg et FI/AT a 1. Modérée correspond a un score égale

a 2 et sévéere a un score égale a 3.
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I11-2¢c DSA : (tableau4)

Le délai médian entre 1’apparition de DSA et la PBR était de 7 mois avec un maximum de 22
ans.

29 patients sur 31 avaient des DSA dirigés contre les antigénes de classe Il (DSA anti classe
I1) dont 25 avaient au moins un anti-DQ. Seuls 8 patients avaient des DSA dirigés contre les
antigenes de classe |1 (DSA anti classe I). Les MFI les plus hautes au diagnostic des DSA anti
classe Il (6492 (2112-19414)) avaient tendance a étre plus élevées que les MFI des DSA anti
classe | (4200 (1515-10135)) sans que cela ne soit significatif (p=0,0574).

Tableau 4. Répartition des DSA. Les DSA anti classe Il sont prédominants dans le RHCA.

Les anticorps anti DQ sont majoritaires.

Tous patients (N=31)

DSA anti Classe |

Nb de patients 8

Nbde DSA=1 / 2 5/3
Anti-A/-B/-C 4/11/3

MFI max médiane (min-max) 4200 [1515-10135]

DSA anti Classe Il

Nb de patients 29

Nbde DSA=1 /2 / >3 19/7/3
Anti -DR /-DQ / -DP 10/25/1
MFI max médiane (min-max) 6492 [2112-19414]
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111-4 Evolution :

111-4 a Analyse descriptive des rejets humoraux chroniques actifs :

La médiane de suivi des patients post rejet était de 18 mois (6-60).

Fonction du greffon (figure 3)

Sur les 31 patients, 8 ont perdu leur greffon. Pour un, la perte de greffon était liée au déces du
patient (coma sur hémorragie intra-cérébrale). Pour les 7 autres, le retour en dialyse était
attribuable au RHCA. A la suite du diagnostic, le délai médian de retour en dialyse était de 18

mois.

Il n’existait pas de différence significative entre le DFG au diagnostic (T0) et a 6 mois
(p=0,38). Par contre, les DFG a 1 an et 18 mois étaient significativement différents par
rapport au DFG au diagnostic (p=0,008 et 0,003 respectivement).

Aprés une periode de stabilité de 6 mois du DFG (DFG médian a 6 mois = 40 mL/min/1,73
m2), nous avons observé une dégradation progressive de la fonction rénale avec un DFG
significativement plus bas a 1 an (34 mL/min/1,73 m2; p=0,0474) et a 18 mois (29
mL/min/1,73 m2 ; p=0,0214). La dégradation de la fonction rénale lors du RHCA survenait
plutét entre le 6 et 12 mois aprés le diagnostic. Il n’y avait pas de différence significative

entre 1 an et 18 mois (p=0,5166).

Figure 3. Comparaison des DFG au diagnostic (T0), a 6 mois, 1 an et 18 mois. Pour cette
analyse, nous avons exclu le patient pédiatrique (DFG estimé par une formule différente). La

dégradation était progressive et survenait entre 6 mois et 1 an.
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Concernant I’évolution de la protéinurie, 6 patients sur les 7 ayant perdu leur greffon avaient
une protéinurie >1 g/24h au diagnostic. 3 présentaient une protéinurie diminuée dont un qui
avait une protéinurie a 0,3 g/24 h au moment de la perte de greffon. 3 avaient majoré leur
protéinurie a plus de 4 g/24h (dont un jusqu’a 13,7 g/24h avec une glomérulite chronique

sévére) et le dernier était resté stable aux alentours d’1g/24h.

Evolution immunologique (Figure 4)

Chez les 8 patients qui avaient des DSA dirigés contre les antigénes de classe I, 7 avaient
négativé leurs anticorps, ce qui se traduisait par une diminution significative des MFI sur les
derniers sérums par rapport a ceux au diagnostic (p=0,0156). Par contre, une négativation des
DSA dirigés contre les antigénes de classe II n’avait été objectivée que chez 2 patients. Il n’y
avait d’ailleurs pas de différence pour les MFI en classe II entre le diagnostic et le dernier
sérum (p=0,4648).

Parmi les 7 patients ayant perdu leur greffon a cause du RHCA, 2 avaient des DSA dirigés
contre les antigenes de classe | et les avaient négativés. Pour les MFI de classe I, elles
avaient soit augmenté soit étaient restées stables.

Figure 4. Evolution des DSA. Les anticorps dirigés contre les antigenes de classe | se

négativaient plus souvent que les anticorps dirigés contre les antigenes de classe II.
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111-4 b : Facteurs influencant la perte de greffon dans le RHCA :

Nous avons étudie les variables pouvant influencer la perte de greffon par un modéle de cox
univarié. Les résultats sont représentés dans le tableau 5.

L’immunisation a la greffe (DSA ou non DSA) apparaissait comme un facteur de risque de
perte de greffon (p=0,0366) de méme que la présence d’un rejet aigu cellulaire durant la 1%
année de greffe (p=0,0248). La protéinurie n’apparaissait pas statistiquement comme un
facteur de risque alors que, comme cité précédemment, 6 patients sur les 7 ayant perdu leur

greffon avaient une protéinurie supérieure a 1 g/ 24h.

Tableau 5. Analyse de I’association entre les paramétres clinico-biologiques au diagnostic et

la perte de fonction du greffon. Analyse univariée par méthode de Cox.

P Hazard Ratio (Intervalle de confiance 95%)

Donneur < 45 ans 0,0946 0,162 (0,019-1,369)
Receveur < 45 ans 0,5387 0,623 (0,137-2,820)
Induction par thymoglobuline 0,7197 1,316 (0,293-5,903)
Immunisation a la greffe (absence) 0,0366 0,171 (0,0328-0,896)
Temps IF (h) 0,9325 1,004 (0,916-1,101)
DFG (mL/min/1,73m2) au diagnostic 0,5537 1,114 (0,916-1,049)
Protéinurie (g / 24h) au diagnostic 0,3277 1,296 (0,765-2,194)
Rejet aigu cellulaire la 1°® année 0,0248 6,595 (1,270-34,25)
PAS > 130 mmHg 0,1921 0,368 (0,082-1,652)
PAD > 80 mmHg 0,4103 0,500 (0,096-2,601)
MFI max classe Il au diagnostic 0,9860 0,636 (0,116-3,475)
g>2 0,7456 0,78 (0,174-3,495)
Cpt =0 0,1573 2,991 (0,655-13,650)
Cg>2 0,2106 0,3468 (0,066 ; 1,820)
FIJAT >2 0,4770 1,723 (0,384-7,723)
Cad+ 0,6011 0,636 (0,116-3,475)
Délai > 3ans / greffe 0,6066 1,546 (0,294-8,120)

IF= ischémie froide; PAS= pression artérielle systolique ; PAD= pression artérielle

diastolique
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Le modéle de cox univarié comportait des limites du fait de notre faible effectif et du nombre
insuffisant d’événements. Nous avons donc réalisé un Kaplan Meier avec un test de log Rank
pour les paramétres qui nous apparaissaient les plus pertinents : immunisation a la greffe,
DFG, protéinurie des 24h, score de glomérulite chronique et de FI/AT au diagnostic et
I’antécédent de rejet aigu cellulaire dans la 1% année de greffe. Les courbes de Kaplan Meier
sont représentées dans la figure 5.

L’analyse en Kaplan Meier a confirmé I’immunisation a la greffe (p=0,01) et la survenue d’un
rejet aigu cellulaire durant la 1% année (p=0,01) comme facteurs influencant la survie du

greffon.

Malgré I’absence de significativité, ’aspect des courbes de Kaplan Meier pouvait faire
envisager un impact négatif de la glomérulite chronique modérée a sévere au diagnostic. En
effet sur les 7 patients ayant perdu leur greffon, 5 avaient un score de cg égale a 3. Afin
d’appuyer ce résultat, nous avons distingué dans notre population les patients qui, a la biopsie
initiale, avaient un score de glomerulite chronique supérieur a la sévérité de la FI/AT (dits CG
prédominante), ceux qui avaient un score de FI/AT supérieur au score de glomérulite
chronique (dits FI/AT prédominante) et ceux dont les scores étaient identiques (dits
CG=FI/AT). Le nombre de patients dans chaque groupe était respectivement de 14, 10 et 7.
Les caractéristiques au diagnostic étaient statistiguement identiques (Annexe 2). Concernant
I’évolution de leur fonction rénale, il n’existait pas de différence significative entre les
groupes a 6 mois (p=0,297). Cependant a 1 an, on constatait que les DFG dans le groupe CG
prédominante étaient statistiquement plus bas que dans le groupe FI/AT prédominante

(p=0,008). Le tableau comparatif correspond a 1’annexe 3.

27



Figure 5. Survie actuarielle des greffons (déces censurés) en fonction du statut
d’immunisation a la greffe (A), de la survenue d’un rejet aigu cellulaire au cours de la
premiere année (B), du débit de filtration glomérulaire estimé par la formule MDRD au
diagnostic (C), du niveau de protéinurie au diagnostic (D), de I’intensité de la glomérulite
chronique au diagnostic (E) et de I’intensité des 1ésions de fibrose interstitielle et d’atrophie
tubulaire ou FI/AT au diagnostic (F). Le p a été calculé par un test Log Rank.
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111.4c : Analyse du traitement

e Description des traitements :
Parmi nos 31 patients :
-5 avaient été traités par Ivig FD + Rituximab
-8 avaient été traités par lvig HD + Rituximab (sur les 8 patients, 5 ont eu également des
échanges plasmatiques)
-14 n’avaient pas regu de traitement spécifique du rejet humoral. Parmi les 14, trois avaient eu
une modification de leur immunosuppression de fond (switch ciclosporine pour tacrolimus)
et un avait recu 3 bolus de méthylprednisolone.
-3 avaient éte traités par Ivig HD seules

-1 avait été traité par Ivlig FD seules

e Choix des traitements : (figure 6)
Depuis 2007, a Tours, la stratégie de prise en charge du RHCA a évolué au cours du temps
expliquant les différents groupes de traitement. En effet initialement le traitement privilégié
était 1’association Ivig FD+Rituximab puis devant I’impression d’inefficacité, le traitement a
été modifié au bénéfice de 1’association Ivig HD+Rituximab. Concernant les 4 patients traités
par lvlg seules, 2 avaient une infection virale (BK virus et parvovirus) considérée comme une
contre-indication a I’utilisation du Rituximab. Il est intéressant de noter que les décisions
d’Ivlg hautes doses seules ont été prises en janvier 2011. Pour les patients non traités, la
décision d’abstention thérapeutique était due, soit au fait que les lésions histologiques étaient
chroniques et avancées avec peu de Iésions « aigues » de I’inflammation, soit au fait que les
DSA étaient presents depuis plusieurs années avec une fonction rénale stable. L’age avancé

était également pris en compte dans notre décision thérapeutique.

29



Figure 6. Historique des décisions thérapeutiques.

Ilvlg haute dose + rituximab -
- - . ‘ ‘
lvlg faible dose + rituximab - Fy A A
o
lvlg Seule - =] ]
o
a v v v hd
Pas de traitement - v T¥ ¥¥ Y ¥
v vV
T 1 T I L}
A A A A A
Sé\ 5’0 Sé\ Sbo Bé\

Temps en mois (de 2007 a 2012)

e Comparaison des groupes Ivlg FD+Rituximab, Ivig HD + Rituximab + EP et non
traite :

Afin de déterminer I’impact du traitement sur I’évolution de nos cas de RHCA, nous avons
comparé 1’évolution de ces 3 groupes.

Ainsi, en comparant la survie cumulée du greffon entre les groupes, nous avons constaté que
les patients traités par Ivig FD + Rituximab avaient évolué moins bien que les patients non
traités (p=0,049) et que les patients traités de facon intensive (groupe Ivlg HD+Rituximab+
EP) (p=0,021). Il n’y avait pas de différence significative entre les patients non traités et

traités de facon intensive (p=0,270) comme ceci est représenté dans la figure 7.
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Figure 7. Courbe de survie cumulée par une analyse de Kaplan Meier (p : Log Rank). Survie
des greffons (déces censurés) en fonction du traitement du RHCA : traitement intensif (N=8),
traitement non intensif (N=5) et pas de traitement (N=14).
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Dans le groupe traitement intensif, nous avions un recul d’un an pour un patient. Pour tous les

autres, le recul était au minimum de 2 ans.

Les caractéristiques au diagnostic des 3 groupes de traitement, représentées dans le tableau 6,
n’¢étaient significativement pas différentes en dehors de I’immunisation a la greffe (plus faible
dans le groupe Ivlg HD+Rituximab£EP). Les patients traités par lvlg FD+Rituximab avaient
un DFG plus bas, un score de cg plus sévere que les 2 autres groupes et le délai médian entre
I’apparition des DSA et le traitement était de 21 mois (0-28) dans le groupe Ivig
FD+Rituximab contre 5 mois (0-19) dans le groupe Ivig HD + Rituximab+EP. Au final, étant
donné que les patients du groupe Ivig FD+Rituximab évoluait moins bien et que leur rejet
semblait plus séveére au diagnostic, nous avons préféré comparer uniquement les évolutions
dans les groupes non traités et intensif afin de déterminer si le traitement avait un impact sur
le devenir du RHCA.
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Tableau 6. Caractéristiques au diagnostic des groupes Ivlg FD + Rituximab (=R), Ivig HD +

Rituximab+ EP et non traité (pas TTT). Les groupes sont comparables au diagnostic en dehors

de I’immunisation a la greffe.

Ivig FD + R Pas TTT IvigHD + R £ EP p
N=5 N=14 N=8
Age D (ans) 39 [16-60] 42 [21-58] 47 [25-56] 0,6631
Age R (ans) 49 [39-47] 42 [19-68] 45 [28-70] 0,9040
Sexe M (%) 100 64.3 100 0.0579
Immunisation a la greffe 4/5 6/14 0/8 0.0119
Délai / greffe (ans) 3.2 [0.5-5.5] 5.7 [1.2-19] 5.9 [1.4-8.4] 0,2668
Rejet aigu cellulaire 3/5 3/14 3/8 0,2787
DFG (mL/min/1,73m2) 31.6 [21.9-66] 40.1 [30-81] 47 [38.3-77] 0,2118
Protéinurie g/24h 1.19[0.92-3.01] 1.8 [0.3-4.8] 0.8 [0.1-3.04] 0,2930
g 1 1 2 0,7483
Cg 3 2 1 0,1080
Ci+Ct 2 4 2 0,1215
MFI max ClI 4586 [2600-6417] 7307 [2112-19414] 8334 [2470-11433] 10,3688

Les chiffres correspondent soit a des médianes avec entre parentheses les extrémes soit a des

pourcentages. D=donneur ; R=receveur ; M= masculin ; Ci=lésions interstitielles chroniques ;

Ct = 1ésions d’atrophie tubulaire ; Cll=classe HLA II.

e Comparaison des groupes Ivig HD+Rituximabz EP et non traité :

1. Fonction rénale : (Figures 8 et 9)

Les DFG a 1 an n’étaient pas significativement différents entre les 2 groupes (p=0,721), bien

que le DFG dans le groupe traitement intensif était plus élevé au diagnostic que celui du

groupe non traité. Nous avons constaté ensuite que le DFG s’altérait & 1 an dans le groupe

traité (-12 mL/min/1,73m2 ; p=0,04) alors que cette dégradation était moins importante chez

le groupe non traité (-6,1 mL/min/1,73m2 ; p=0,72).

Une majoration importante de la protéinurie n’était constatée que dans le groupe traité a 6

mois (1,8 versus 0,8 g/24h au diagnostic) alors qu’initialement elle était plus basse.
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Figure 8. Evolution des DFG dans les groupes non traités (pas TTT) et Ivilg HD
+Rituximab+EP (HD+Ritux) au diagnostic (dg) et a 1 an (1A). Les DFG sont
significativement plus bas a 1 an dans le groupe Ivig HD +Rituximab£EP en comparaison a

leur fonction rénale au diagnostic.
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Figure 9. Evolution de la protéinurie dans les groupes non traités (pas TTT) et Ivig HD
+Rituximab£EP (HD+Ritux) au diagnostic (dg) et a 6 mois (6M). La protéinurie dans le

groupe intensif avait tendance a augmenter malgré le traitement.
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2. Histologie : (Figure 10)

Seuls 4 patients sur 14 ont été de nouveau biopsiés dans le groupe non traité, alors que tous
les patients traités 1’ont été, empéchant de ce fait une comparaison de 1’évolution histologique
entre les groupes. Cependant nous avons constaté que les lésions chroniques progressaient
dans le groupe traité avec notamment un score médian de cg a 1 au diagnostic et a 2 sur la
PBR de contréle.

Figure 10. Evolution des Iésions chroniques dans le groupe intensif.
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3. Immunologiques :
Les anticorps dirigés contre les antigenes de classe Il sur les derniers sérums dans les groupes

Ivig HD + Rituximab+EP et non traité n’étaient pas statistiquement différents (p=0,6573).
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111-5 Tolérance du traitement :

Dans notre cohorte, nous n’avons pas mis en ¢vidence d’effets secondaires graves chez nos
patients traités.

Dans le groupe Ivig FD + rituximab, 1 patient avait développé un zona résolutif sous
traitement. 2 patients avaient présenté des épisodes de diarrhées inexpliquées. 1 patient avait
eu un rash cutané sans gravite.

Dans le groupe Ivlg HD + rituximabz EP, 2 patients avaient eu des troubles digestifs a type
de diarrhées.

Un patient avait présenté une aggravation de ses troubles du comportement suite a une

perfusion de méthylprédnisolone.
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IV-DISCUSSION :

Dans notre étude, nous avons constaté que le RHCA était révélé essentiellement lors de la
découverte de DSA et/ou I’apparition d’une protéinurie parfois abondante. En effet, les
patients avaient le plus souvent une fonction rénale stable dans les mois précédant le
diagnostic. Colvin a décrit une évolution naturelle en 4 stades sur le développement du RHCA
(annexe 4) en s’appuyant sur une conférence de consensus de I’Institut National de la Santé
(20). Nos patients correspondaient dans leur grande majorité au stade Ill de cette

classification avec des lésions histologiques installées.

Les caractéristiques de nos rejets au diagnostic montraient une fonction rénale stable avec un
DFG médian a 41 mL/min/1,73m2, une protéinurie abondante et des lésions chroniques
séveres a la biopsie. Malgré de nombreux travaux sur le RHCA, aucun consensus clair n’a été
établi sur le diagnostic et 1’évolution du RHCA. En effet, dans les études sur les effets de
certaines thérapeutiques, les patients inclus ont soit des rejets aigus humoraux soit des rejets
humoraux sans précision. D’autre part, les publications sur les rejets humoraux chroniques
actifs sont des études sur des petites cohortes de patients (21,22). Récemment Billing et al.
ont publié une étude sur 20 enfants qui présentaient des RHCA et étaient traités par rituximab
et immunoglobulines fortes doses (23). 11 s’agit 1a d’une des plus larges cohortes de patients
pour cette pathologie. Leur délai médian de survenue du rejet était identique au notre (5,5
ans), leur DFG estimé par la formule de schwartz était de 43 mL/min/1,73m2 au diagnostic.
Soixante-cing pour cent des patients avaient une protéinurie entre 20 et 200 mg/mmol de
créatininurie, les autres étaient supérieures. Leurs caractéristiques au diagnostic étaient

proches de celles retrouvées dans notre étude permettant une comparaison entre les études.

Comme nous 1’avons dit précédemment, aucun consensus précis n’a été établi dans les
critéres diagnostiques du RHCA notamment sur les données histologiques. Nous avons pris le
parti dans notre étude de ne pas sélectionner les patients avec des DSA qui avaient
uniquement des lésions de FI/AT sans glomeérulite chronique et sans marquage de c4d afin de

ne pas diagnostiquer a tort des RHCA.
Concernant les pertes de greffon, 22,6 % des patients avaient perdu leur greffon avec un délai

médian de retour en dialyse rapide de 18 mois. Nous avons montré dans notre étude que la

dégradation de la fonction rénale dans les RHCA avait lieu lors de la 1% année, notre
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médiane de suivi était donc satisfaisante pour analyser les dégradations de fonctions rénales
dans notre population.

Toutes les publications s’accordent sur le fait que le RHCA a un pronostic trés réservé mais
nous n’avons actuellement pas d’incidence précise de la perte de greffon dans cette pathologie
car il n’existe a notre connaissance aucune étude de cohorte. Nous disposons uniquement des
pourcentages de perte de greffon dans des groupes de traitement, ce qui ne peut s’appliquer
aux patients non traités. En analysant les survies de greffon des différentes études publiées sur
le RHCA, elles oscillent entre 58 et 100% a 2 ans suivant les cohortes (22-25) et les
thérapeutiques et entre 70 a 80% pour les rejets aigus (26). Nous n’avons donc pas
d’informations sur la survie des patients non traités.

Les facteurs de risque de perte de greffon retrouvés dans notre étude étaient I’immunisation a
la greffe, le traitement associant Ivig FD et rituximab et la présence d’un rejet aigu cellulaire
dans la 1°® année de greffe.

Le fait que I'immunisation a la greffe apparaisse comme un facteur de perte de greffon
s’explique difficilement. L exposition du transplant aux anticorps est peut-étre plus longue
pour les patients déja immunisés par rapport a ceux présentant des anticorps de novo. Or la
présence d’anticorps au long court est responsable de Iésions de glomérulopathie chronique
qui évoluent vers la perte de greffon (27). Cependant un des patients ayant perdu son
transplant avait un DSA depuis 22 ans.

L’incidence du rejet cellulaire dans la premiére année a diminué au cours du temps, elle est
actuellement estimée a moins de 15 % dans certaines études (28). Dans notre étude, la
présence d’un antécédent de rejet aigu cellulaire était de mauvais pronostic. Le rejet aigu
cellulaire est un facteur classique de perte de greffon avec des risques relatifs cependant tres
variables en fonction des études (29), qui semble perdurer comme 1’a montré une étude
ameéricaine de registre publiée trés réecemment (29). Matignon et al. ont également montré que
la présence de lésions de rejet aigu cellulaire contemporaines d’un rejet humoral aigu, était
associée a un moins bon pronostic rénal (30). Il n’en demeure pas moins que notre étude
apporte un résultat original puisque nous mettons en évidence que la présence d’un rejet aigu
cellulaire dans la 1% année de greffe est un facteur de mauvais pronostic dans le RHCA. Une
des explications pour expliquer la relation entre le rejet cellulaire et humoral est que la
réponse T est indispensable a la production des anticorps responsables des lésions humorales.
Dans notre étude, sur les 8 patients présentant un rejet cellulaire, 7 ont développé des DSA au
décours dont 5 dans un délai inférieur a 1 an. La survenue du rejet cellulaire pourrait étre le lit
du RHCA.
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Parmi les autres variables testées, la présence de C4d, la MFI élevée, le DFG bas et la
présence d’une FI/AT sévére n’apparaissaient pas comme des facteurs de risque de perte de
greffon. Or dans la littérature, les facteurs de mauvais pronostic decrits dans le RHCA
concernant la survie du greffon sont : la créatinine élevée au diagnostic, une MFI élevée, des
Iésions de FI/AT seéveres et la présence de C4d (31,32). Notre faible nombre de patients
pourrait expliquer la différence de résultats. Pour le C4d les données sont contradictoires,
dans une étude de 2009 les rejets C4d négatifs seraient moins severes mais entraineraient plus

de glomérulopathie du transplant elle-méme responsable de perte de greffon (33).

Malgré les difficultés pour étudier I’efficacité des traitements dans le RHCA, liées a ’absence
de randomisation et I’hétérogénéité de la population, nous avons pu constater que 1’utilisation
des immunoglobulines polyvalentes a dose immunomodulatrice et du rituximab ne permettait
pas d’enrayer la progression des 1ésions chroniques, notamment de la glomérulite. En effet, si
les patients ayant recu le traitement non intensif (Ivig FD + Rituximab) avaient une moins
bonne survie du greffon, le lien avec I’inefficacité de cette stratégie reste difficile a démontrer
en raison des caractéristiques de ces patients : retard diagnostic, protéinurie plus élevée,
moins bonne fonction rénale (34). A I’opposé, le RHCA semblait moins avancé chez les
patients recevant un traitement intensif que chez les patients non traités avec un DFG plus
élevé, une protéinurie plus basse et un score de glomérulite chronique plus faible. Nous avons
constaté qu’il n’y a pas plus de perte de greffon dans le groupe non traité que dans le groupe
traitement intensif. Les patients traités par Ivig HD + Rituximab+ EP avaient une progression
importante de leur protéinurie, une dégradation de leur fonction rénale. Pour expliquer la
faible efficacité des traitements dans le RHCA, il faut savoir que les cellules productrices
d’allo-anticorps sont CD20- (35), donc peu sensibles aux traitements et plus particulierement
au rituximab. Les échanges plasmatiques permettent une déplétion des anticorps mais
n’enraillent pas leur production. De méme que les immunoglobulines neutralisent les DSA sur
une période donnée et ont une fonction immunomodulatrice.

Les etudes précédentes utilisant ces traitements ont montré des évolutions variables et il ne
s’agissait pas d’études randomisées et contrdlées. En effet quelques études ont étudié
I’efficacit¢ de I’association rituximab et Ivlg montrant comme nous [’avons cité
précédemment des survies de greffon proches de celles retrouvées dans notre étude et
concluant a une efficacité de cette association (23,24,36,37). Malheureusement, ces études
n’ont pas montré de bénéfice de traitement puisqu’il n’y avait pas de groupe contrdle. Les
autres traitements étudiés dans le RHCA sont le bortezomib et I’eculizumab. Le bortezomib

est un inhibiteur du protéosome entrainant une destruction des cellules productrices d’allo-
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anticorps (38). Son intérét est discute, Everly et al. avaient montré en 2008, une amélioration
de la fonction rénale, des lésions histologiques et des paramétres immunologiques sous
traitement en association avec des EP (39). En 2010, une étude sur 1’association du
bortezomib et des Ivlg montrait surtout un intérét au stade précoce du rejet (40).
Contrairement au rejet chronique, ces molécules ont montré un bénéfice dans le rejet humoral
aigu (31,41,42) mais leurs intéréts restent surtout de prévenir le RHCA en cas d’apparition de
DSA (43,44).

La tolérance des traitements était relativement bonne. Nous n’avons en effet pas constaté
d’effets secondaires graves tels que des infections opportunistes graves ou des infections a
BK virus.

En analysant la balance bénéfices-risques, on serait tenté aux vues de ces premiers résultats de

ne pas traiter les RHCA.

Au niveau histologique, le marquage du C4d était positif dans 40 % des cas, ce qui est en
accord avec les nouvelles données de la littérature concernant le RHCA (45) et n’apparaissait
pas comme un facteur de mauvais pronostic. Nous avons montré que la prédominance de
glomérulite chronique par rapport & la FI/AT est associée a une moins bonne fonction rénale a
1 an. Dans la littérature les données sont contradictoires. Des études précédentes avaient
montré que la FI/AT était un facteur de risque de perte de greffon (25). Cosio et al. avaient
décrit que la présence de cg entrainait une diminution de la survie globale du greffon par
rapport a 1’absence de cg dans les glomérulopathies du transplant (46). Nous avons également
constaté que le fait de développer un RHCA dans les 3 premicres années de greffe n’était pas

plus délétére que de développer un rejet tardif en termes de survie de greffon.

Dans notre étude, 93,6 % des patients avaient des DSA de classe Il et seuls 2 patients (6,4%)
avaient des DSA de classe | sans classe Il alors que la répartition des mismatch en classe | et
en classe Il était la méme. Les anti-DQ étaient les plus fréguents. Ceci est en accord avec des
publications récentes sur I’impact des anti-DQ. En effet ces anticorps sont les anticorps de
novo les plus fréquents et sont associés a une augmentation du risque de survenue d’un rejet
humoral, de glomérulopathie du transplant et de perte de greffon (47,48). Cette prédominance
des anticorps dirigés contre les antigenes de classe 1l dans le RHCA pourrait s’expliquer par
le fait que les antigenes de classe Il sont fortement exprimés dans les cellules endothéliales
activées et dans les capillaires péri-tubulaires entrainant au long cours des modifications de
structures des vaisseaux des glomérules et des capillaires péri-tubulaires responsables de

glomérulopathie du transplant (49).
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Les DSA dirigés contre les antigénes de classe | se négativent alors que les DSA dirigés
contre les antigenes de classe Il évoluent de maniére variable. A notre connaissance, cette
distinction classe I-classe Il dans I’évolution du RHCA n’a jamais été rapportée. Plusieurs
hypothéses peuvent étre formulées: 1/ la cellule productrice d’anticorps dirigés contre les
antigenes de classe | est différente de celle productrice d’anticorps dirigés contre les antigénes
de classe I1. Les DSA diriges contre les antigénes HLA de classe | pourraient étre produits par
des plasmocytes a demi-vie courte tandis que ceux de classe Il seraient fabriqués par des
cellules a demi-vie longue, moins sensibles au traitement. 2/ Les DSA dirigés contre les
antigenes HLA de classe | ne se négativent pas mais se fixent au greffon et deviennent alors
indétectables (50,51), d’autant que 2 patients non traités avaient négativé leurs DSA dirigés
contre les antigénes HLA de classe I, donc il ne s’agissait pas d’un effet li¢ aux échanges
plasmatiques ou aux immunoglobulines. Mais cette hypothése est peu probable car il n’a pas
été décrit une affinité supérieure pour le greffon des DSA dirigés contre les antigénes HLA de

classe | par rapport aux classes II.

Notre seuil de positivité des DSA & Tours est a 1500. Dans le diagnostic de RHCA, la
présence de DSA est indispensable, cependant aucune valeur de MFI n’est précisée et il existe
une variabilité importante entre les laboratoires. D’autre part, il semble exister une
dissociation entre 1’évolution des MFI des DSA et la fonction rénale, une augmentation de la
MFI n’entraine pas forcément d’aggravation de la créatininémie et inversement une
négativation des DSA n’évite pas la perte de greffon. Ceci avait déja été constaté dans des
études precédentes (35). Cependant Lefaucher et al. en 2009 constataient qu’une bonne
évolution de la survie rénale était associée a une diminution des MFI a 3 mois (31). Mais leur
¢tude comparait des patients traités avec des Ivlg seules a 1’association Ivig+Rituximab+EP ;
dans ce dernier groupe la survie rénale était meilleure mais les patients étaient moins séveres
au diagnostic. Les échanges plasmatiques entrainent une déplétion d’anticorps, donc le fait
que les DSA soient plus bas dans ce groupe n’est pas surprenant d’autant que le délai était a 3

mois.

Notre étude apporte des réponses mais elles présentent également des limites : il s’agissait
d’une étude rétrospective avec un faible nombre de patients empéchant une analyse multi-
variée. Dans cette population hétérogéne, nous n’avions que 7 pertes de greffon. Les patients
avaient des durées de suivi variables et des traitements différents. Pour un patient, le recul par

rapport au rejet était inférieur a 1 an.
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\V —Conclusion :

Notre étude a permis de montrer que la dégradation de la fonction rénale lors du RHCA se fait
principalement lors de la premiere année du diagnostic. Le RHCA entrainait dans notre étude
une perte de greffon dans 22,6% des cas. Les facteurs associés a la perte de greffon étaient
I’immunisation a la greffe, le traitement non intensif et le rejet aigu cellulaire durant la 1%
année de greffe. Mais 1’intérét d’un traitement intensif est lui aussi remis en question puisque
I’analyse de la fonction rénale n’a pas permis de mettre en évidence un bénéfice.
L’implication des différentes classes HLA dans le RHCA reste encore a définir. Une étude
prospective avec un nombre plus important de patients et des traitements moins hétérogénes
semble indispensable pour déterminer la place des thérapeutiques dans le RHCA et

I’association HLA.
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VIl —Annexes :

Annexe 1. Banff 2007

Table 3: Banff 97 diagnostic categories for renal allograft bopsies—Banff'07 update !+

1. Normal
2. Antibody-mediated changas (may coincids with categories 3, 4 and b and 6

Due to documentation of circulating enfidonor antibody, and C4d® or dlograft pathology

Cdd depositon wathout morphologic svidance of schive refechion

Cdd+, presence of croulating antidenor antibodies, no signs of acute or chronic TCMA or ABME fie. g0, call picd, no pte
larnination). Caz=s with simultanaous borderline changes or ATN are considered as irdeterminate

Acute sntibody-medisted regction’

C4d+, presence of croulating anfidonor antibodies, morphologic svidence of scute tissus injury, such as (Trpe/Gradal;

I. EThHik= minimd inflammation

II. Capillary ard or glomarular inflarmmation (ptg =00 andfor thrombosss

[l Arterid—3

Chronic sctive sntibody-medated rejsction’

C4d+, presence of croulating antidonor antibodiss, morphologic evidence of chronic fissus injury, such & domerular double
contours endfor peritubuler capillary besernent mermbrans mulilayening andfor interstitial fibrosis'ubular atrophy and'or fibrous
intirnal thickening in arteries

2. Borderline changes: "Suspicious’ for scute T-cell-rmediated rejection (may coincids with categoriss 2and B and €

This category is used when nointimal artsritis is pressnt, but there are foci of tubulitiz (11, 12 or t31 with mincr interstitial infiltration G0

ar i1l orinterstitial infiltration (i2, i3 with mild [t} tubulitis
4. T-cell-mediated rejection (TCMR, may coincide with categories 2 and & and 8

Acute Tosltmedizted rejection (Typedarade:)

|4 Cases with significant interstitial infiliration (= 28% of parenchyma affected, i2 or i3 and fodi of moderate twbuliis (t2]

IB. Cases with significant interstitial infiliration (= 28% of parsnchyma affected, i2 or i3 and fodi of ssvere tubulitis (13

14, Cases with mild-to-rmoderate infimal artsritis (1)

1B, Caz=s with s=vere intimal arteritis cornprising =25% of the luminal area w2

Ill. Cases with "ransrmurd” arteritis andfor arterial fibrinoid change and necrasis of medal smooth mussle calls with aczormpanying
kmphocytic inflammation [

Chronic sotive Tosll-medizted rejection

‘chronic allograft arteriopathy’ lartenal intimal fibrosis with mononuclear cell infilirstion in fibrosis, formation of necHntimal

E. Interstitial fibrosis and tubular atrophy, no svidencs of any specific sticlogy

Irmay include nonspecific vascular and gdomerular sclerosis, but severity graded by tubulcinterstitial features)

Grade

I. Wild interstitial fibrosis ard tuboler strophy (25% of cortical arsal

II. Moderats intersttid fibrosiz and tubular strophy [26-50% of cortical area)

IIl. Z=vere interstitial fibrosiz and tubular atrophy’ loss (= B0% of cortical area)

&. Orther; Changes not considered to be dus to rejection—acuts andior chronic (for disgnoses see Table 14 in (42); may include isolated

@, g or ov lesions and coincide with categories 2, 3, 4 and B

"The 2007 updates are undsrlined.

24| existing scoring categaries Ig, t, v, i, ©g, o, <, cv, ah, mm) remain unchanged (42)

*Fleass rafer 1o Table 2 and Figurs 1.

4Suspicious for antibody-mediated rejection if Cdd fin the presence of antibodyl or allcentibody (C4d-+) not demansiratedin the presence
af marphologic evidencs of fissue injury.
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Annexe 2. Caractéristiques des patients au diagnostic en fonction de leur histologie. Pas de

différence significative entre les groupes.

CG prédominant CG=FI/AT FI/AT p

Age donneur ans 46 (16-66) 39 (25-58) 37.5(2,5-78) 0,6359
Age receveur ans 47.5 (23-69) 47 (19-70) 40 (8-74) 0,7823
immunisation a la greffe 42.8 % 57.1 % 10 % 0,1001
Induction SAL 50 % 87.7 % 30 % 0,0764
Délai greffe ans 5.4 (0,8-19) 5.2 (0,4-9,2) 5.4 (1,4-22,7) 0,7911
DFG en mL/min 40 (21,9-66) 41 (28-81) 42.1 (31-77) 0,7405
Protéinurie g/24h 1.7 (0,4-4,7) 1.2 (0,15-4,8) 0.7 (0,1-4,7) 0,0857
glomérulite 1 2 1 0,4823
cpt 1 2 1 0,6688
C4ad 30.7 % 42.9% 50 % 0,6366
DSA de classe | 21.4 % 42.8% 20 % 0,5018
DSA de classe 11 100 % 71.4% 100 % NF

MFI max classe | 6200 (2200-7448) 6656 (945-10135) | 1559,5(1515-1604) | 0,4054
MFI max classe Il 5125.5(2112-11370) | 11250 (6053-19414) | 6447(2470-12807) | 0,0624

N=14 N=7 N=10

Les chiffres correspondent soit & des médianes avec entre parenthéses les extrémes soit a des

pourcentages.

Cg prédominante

Cg=FI/AT

FI/AT

prédominante
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DFG M6 34 (14-66) 42 (22-59) 39.5 (20-83) 0,2970
DFG 1A 28 (0-64) 35 (21-58) 39 (33-88) 0,0364

Annexe 3. Evolution des DFG au cours du temps dans les 3 groupes histologiques. Le DFG a
1 an est significativement plus bas dans le groupe cg prédominante.
Les chiffres correspondent & des médianes avec entre parentheses les extrémes

Annexe 4. Les stades du RHCA décrits par COLVIN

o

= Accommodation
| |

Rejection
1 [ v

Graft dysfunction
(clinical chronic rejection

Graft injury (pathology in graft biopsy)

C4dd detectable in graft microvasculature
I | I

De novo antibodies detectable in circulation

T TiMe  —— T
Transplant Graft loss

Figure 2 | Proposed sequence of stages of antibody-mediated rejection. Antibodies
that are specific for graft antigens (typically HLA molecules) might be produced at any
time after engraftment. Pre-sensitized patients have circulating specific antibodies before
transplantation (usually causing immediate hyperacute rejection) (not shown). The time
between the stages might range from days (acute) to months or years (chronic). The first
two stages meet the criteria for accommodation, because the graft is not pathologically
injured despite the presence of circulating antibodies. C4d, complement component 4d.
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Résumé :

Introduction- Le rejet humoral chronique actif (RHCA), est une cause fréquente de perte tardive de
greffon rénal, d’autant plus qu’aucun traitement curatif n’est actuellement validé. Les Iésions
anatomo-pathologiques inflammatoires de la microcirculation (LIM) que sont la glomérulite et la
capillarite péri-tubulaire, parfois liées a la présence d’anticorps anti-donneur (DSA pour donor specific
antigen), sont parfois associées au RHCA et pourraient en modifier le pronostic. Cette étude
rétrospective monocentrique décrit les caractéristiques clinico-biologiques au diagnostic, et I’évolution
de ces patients (RHCA et LIM). Patients et Méthodes- Tous les patients avec des LIM et un RHCA
diagnostiqués entre juin 2007 et février 2012 dans le service de transplantation rénale de Tours ont été
inclus. Les données cliniques, biologiques et histologiques ont été collectées et analysées. Résultats-
31 patients ont été inclus. Le diagnostic de RHCA (délai médian apres la transplantation = 5,4 ans) se
traduisait le plus souvent par une protéinurie isolée, la fonction rénale étant stable chez 27 patients.
Les DSA dirigés contre les antigénes de classe Il étaient prédominants en particulier les anti-DQ
(80,6%). Le marquage C4d des capillaires péritubulaires était positif dans 40% des cas. Le pronostic
rénal était sévere, avec une dégradation de la fonction rénale qui survenait le plus souvent dans la
premiére année et qui se compliquait par des pertes de greffon aprés un délai médian de 18 mois [8-
36]. L’immunisation a la greffe et la présence d’un rejet aigu cellulaire la premiére année de greffe
constituaient des facteurs de risque de perte de fonction du greffon. Les DSA dirigés contre les
antigénes de classe Il persistaient au cours du suivi, alors que ceux dirigés contre les antigénes HLA
de classe | disparaissaient chez 90 % des patients. Le traitement par immunoglobulines intraveineuses
a doses immunomodulatrices et Rituximab n’était pas associ€¢ a une amélioration du pronostic rénal
avec une évolution comparable par rapport aux patients non traités en terme de survie du greffon
(p=0,270) et de fonction rénale a un 1 an (p=0,72). De plus, cette stratégie thérapeutique n’empéchait
pas la progression des lésions histologiques chroniques. Conclusion- Le RHCA associé aux lésions de
LIM se traduit par une perte de greffon chez 1/4 des patients a 18 mois. L’association
Ivlg/Rituximab/Echanges plasmatiques ne semble pas apporter de bénéfice.
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