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RESUME

Introduction. L'utilisation du basiliximab était réservée aux patients non immunisés.
Cependant, la meilleure caractérisation du risque immunologique a ouvert la voie a son
utilisation chez le patient immunisé sans anticorps anti-donneur spécifique (DSA). L’objectif
¢tait d’évaluer l'efficacité relative du basiliximab chez le patient transplanté rénal immunisé
sans DSA prégreffe. Méthodes. Etude rétrospective monocentrique incluant tous les patients
adultes (greffes combinées exclues) entre I'introduction de Luminex (juin 2007) et juin 2017.
L'absence de DSA en single antigen a été validée apres analyse individuelle de chaque
dossier. Le risque de rejet aigu (clinique ou infra-clinique) et l'apparition de DSA a été
analysé en uni- et multivarié (test de log rank et modele de Cox). Résultats. 218 (21%)
transplantés rénaux immunisés sans DSA pre-greffe ont été identifiés (basiliximab=60,
rATG=158). Les patients ayant recu du basiliximab avaient un taux de greffon incompatible
(TGI) plus faible (24,0+24,3 vs. 63,8+32,3%, p<0,001), avaient plus souvent recu une
premiére greffe (88,3 vs. 53,8%, p<0,001) et/ou une greffe avec un donneur vivant (13% vs
2% p=0,005). Au cours du suivi moyen de 4 ans, le risque de rejet aigu prouvé par biopsie
(BPAR) était plus élevé dans le groupe basiliximab (n=15, 25%) que dans le groupe rATG
(n=13, 8,2%) (p= 0,0009). Ce surrisque de rejet aigu persistait apres ajustement sur différents
facteurs tels que I’d4ge du donneur et receveur, le type de donneur, le TGI et
I’immunosuppression d’entretien (HR= 3,52 [1,28-9,70] p=0,015). L’apparition de DSA
(MFI >1000) était observee chez 13 (21,7%) et 25 (15,8%) patients traités respectivement par
basiliximab et rATG (p= 0,167). Conclusion. Le basiliximab semble étre associé a un
surrisque de rejet aigu par rapport au rATG chez les patients transplantés rénaux immunisés
sans DSA préformés.

Mots clés : Transplantation rénale, immunosuppression, thérapeutique, rejet aigu, induction.
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ABSTRACT

Background. Basiliximab induction was reserved to unimmunized patients. However, the
improvement of immunological risk determination led to its utilisation for immunised
patients without donor specific antibodies (DSA). The objective was to study the efficiency
of basiliximab in immunized kidney transplanted recipients (KTR) without DSA.

Methods. Monocentric retrospective study included all adults renal transplant recipient since
single antigen bead (SAB) assay introduction in 2007 June until 2017 June. DSA absence
detected by SAB has been validated after each folder analysis. Univariate and multivariate
analysis of biopsy proven acute rejection (BPAR) risk and DSA appearance has been done.
Results. 218 (21%) immunized kidney transplant recipients without pre-graft DSA were
identified (basiliximab=60; rATG=158). Patients treated with basiliximab had a lower cPRA
(24+26 vs, 66£32, p <0.0001), were more likely to receive a first graft (88 vs 63%, p
<0,0001) or a transplant with a living donor (13% vs 2%, p= 0.005). During the mean follow
up of 4 years, BPAR risk was higher in basiliximab group (n=15, 25%) than in rATG group
(n=13, 8.2%) (p=0.0009). This increased risk remained after adjustment for models different.
The occurrence of DSA (MFI> 1000) was observed in 13 (21.7%) and 25 (15.8%) patients
treated with basiliximab and rATG respectively (p = 0.167). Moreover, no difference side
effects have been noticed between the 2 groups.

Conclusions. These results suggest that the use of rATG should be preferable in the
prevention of BPAR in immunized KTR without pre-grafts DSA.

Key words: kidney transplantation, immunosuppression, BPAR and induction treatment.
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INTRODUCTION

Les traitements immunosuppresseurs d’induction

Historiquement, ce sont des préparations d’anticorps polyclonaux dirigés contres des
thymocytes ou des lymphocytes humains® qui ont été utilisées en premier comme traitement
immunosuppresseur d'induction. Elles sont produites chez le lapin (Thymoglobuline® et
ATG-Fresnius®, rATG) ou chez le cheval (Lymphoglobuline®), cette derniére n’étant plus
disponible en France. Ces anticorps entrainent une déplétion des lymphocytes T circulants
mais également dans les organes Iymphoides secondaires. Pour exemple, la
Thymoglobuline® est un panel d’immunoglobulines polyclonales dirigées contre de trés
nombreuses cibles (CD2, CD3, CD4, CD8, CD11a, CD25, HLA-DR, HLA de classe I...) qui
aboutit a la déplétion lymphocytaire par un mécanisme de cytotoxicité dépendant du
complément et des cellules exprimant les récepteurs du fragment Fc des immunoglobulines,
notamment le FcyRINIA. La lymphopénie est profonde, rapide et sévere, suivi d’une
reconstitution lymphocytaire qui s’effectue au cours de la premiére année avec une grande
variabilité interindividuelle 2. Trés efficace pour prévenir le rejet, les anticorps « déplétants »
ont comme principaux inconvénients d’augmenter le risque d’infection, en particulier
virales®de majorer le risque de lymphome post-transplantation® et de pouvoir induire des
syndromes de lyse et plus rarement des maladies sériques.

Des anticorps n’entrainant pas de lyse lymphocytaire et ciblant plus spécifiquement les
lymphocytes T activés ont été développés dans les années 90. La chaine o du récepteur de
I’interleukine-2 (IL2R) (CD25), exprimé sur les lymphocytes T actives et conférant une haute
affinité a I’'IL-2, cytokine clé de la prolifération lymphocytaire, a été considérée comme une
cible privilégiée. En 2002, un essai clinique démontrant 1’efficacité du basiliximab pour
prévenir le rejet en transplantation rénale en comparaison a un placebo a démontré 1’intérét

clinique de cette stratégie®. Un second essai clinique comparant le basiliximab a la
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Thymoglobuline® chez des patients transplantés rénaux dits a faible risque immunologique a
ensuite confort¢ 1’intérét du basiliximab en montrant une efficacité comparable et une
meilleure tolérance®. Le daclizumab, un équivalent humanisé du basiliximab, a également été
utilisé en clinique. Il n’est cependant plus commercialisé en France.

Finalement, prenant en compte ’efficacité démontrée des traitements immunosuppresseurs
d’induction pour la prévention du rejet aigu d’allogreffe®, la trés grande majorité des équipes
utilisent dorénavant une quadrithérapie séquentielle s’appuyant sur une induction et une
trithérapie d’entretien. La question principale reste aujourd’hui les indications respectives de
la Thymoglobuline et des antagonistes de CD25. Les recommandations actuelles encouragent
fortement [l'utilisation de I'induction déplétante chez les patients a «haut risque
immunologique (sous-entendu & haut risque de rejet aigu)’ . Elles s’appuient principalement
sur deux essais cliniques randomisés réalisés au Etats-Unis et en Europe ®° ayant rapportées
une plus faible incidence de rejets chez les patients transplantés rénaux traités par rATG par
rapport aux patients ayant recu un antagoniste de I'IlL-2R. La prescription de rATG a
d’ailleurs augmenté dans plusieurs pays a la suite de la publication de ces résultats'®**. Par
exemple, aux Etats-Unis, 60% des transplantés rénaux ont été traités par rATG en 2013,
tandis que 39% ont recu le rATG en 2006™. En Australie, Iutilisation de basiliximab a

diminué de 17% entre 2011 et 2015 *2.
A ce jour, il peut étre considéré que le basiliximab est privilégié chez le patient a faible risque
de rejet, alors qu’une déplétion lymphocytaire est privilégiée chez le sujet a haut risque

immunologique.

Pourquoi reposer la guestion du choix de I’induction chez les patients immunisés sans DSA ?
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Mon travail de thése s’appuie sur le hiatus existant aujourd’hui entre les parametres utilisés
pour définir le risque immunologique dans les essais thérapeutiques sus-cités 2 et la pratique
clinique actuelle. En effet, I’évaluation du risque immunologique pour inclure les patients
dépendait du nombre de transplantations précédentes, des ages du receveur et du donneur, de
I'ethnie afro-américaine, du nombre d’incompatibilit¢ HLA et du niveau d’immunisation
contre un panel lymphocytaire (PRA) 7.

Bien que ces parametres continuent a étre pris en compte par le médecin lors du choix de
I’induction, I'évaluation du risque immunologique individuel en pratique courante repose
maintenant principalement sur la présence d'anticorps anti-HLA spécifiques du donneur
(DSA) recherchés sur les différents sérums prélevés avant la transplantation. Ceci est la
conséquence de la généralisation des techniques sensibles utilisant des antigenes HLA de
classe I et Il purifiés puis attachés sur des billes (SAB pour single-antigen beads, Luminex®),
qui ont progressivement remplacé les anciennes techniques de lymphocytotoxicité et
d’ELISA. En effet, alors qu’il est maintenant clairement reconnu que la présence de DSA
pré-transplantation augmente le risque de rejet médié par anticorps (ABMR) et de perte de
greffons ' le médecin dispose d’un profil immunologique assez exhaustif lui permettant
d’établir si le patient a des DSA historiques et ainsi un risque élevé de rejet, en particulier
humoral (ABMR pour antibody-mediated rejection).

Ainsi, les progres dans les techniques de détection d'anticorps anti-HLA ont modifiés les
indications pour le traitement d'induction. Certains patients en attente d'une premiere greffe
sans antécédents immunologiques ont des anticorps DSA naturels qui peuvent provoquer le
rejet du greffon™°. Ces patients historiquement considérés a faible risque immunologique
devraient probablement bénéficier d’une induction par rATG. A contrario, le risque
immunologique réel chez des patients immunisés suite a des expositions allogéniques

antérieures mais sans DSA détecté en techniques sensibles, pourraient étre surestime.
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Dans un but de tolérance et de réduction des complications infectieuses et tumorales *”, nous
avons utilisé le basiliximab chez des patients immunisés sans DSA pré-greffe depuis

quelques années dans notre centre de transplantation.

L’objectif de ce travail est donc d’évaluer rétrospectivement la balance bénéfice risque du
basiliximab en comparaison & la Thymoglobuline® dans cette population de patients
immunisés sans DSA préformes, pour préciser la place de ces traitements en s’appuyant sur
les outils actuels de définition pratique du risque immunologique. Il est présenté sous forme

d’article.
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ARTICLE ORIGINAL

Increased risk of rejection after basiliximab induction in immunized

kidney transplant recipients without donor-specific antibodies

INTRODUCTION

Induction treatment has decreased the rate of acute allograft rejection in kidney transplant
recipients (KTR)(1). Therefore, most of transplant centers use either lymphocyte depleting
polyclonal antibodies such as rabbit anti-thymocyte globulin (rATG, Thymoglobulin®) or
interleukin-2 receptor (IL2R) antagonists, especially basiliximab (Simulect®). Because two
randomized clinical trials (2,3) showed a lower incidence of rejection in KTRs treated by
rATG than in patients who received an IL2R antagonist, prescription of rATG has been
raising in several countries (4,5). Thus, 60% of KTR were treated by rATG in 2013 in USA,
while 39% received rATG in 2006 (4). In Australia, the use of basiliximab therapy decreased
of 17% between 2011 and 2015 (6).

The current recommendations strongly encourage use of depleting induction in KTRs with a
high risk of allograft rejection. Immunologic risk, as defined in previous studies, depends on
the number of previous transplantations, recipient age, donor age, African-American
ethnicity, number of HLA mismatches and a panel reactive antibodies (PRA) >30%(2,3,7).
However, individual immunologic risk assessment in clinical practice is now mainly based on
the potential presence of donor specific antibodies (DSA) detected by single HLA-antigen
flow beads (SAB) assays before transplantation. Indeed, it is acknowledged that pre-
transplant DSA increase the risk of antibody-mediated rejection (ABMR) and graft loss and
SAB assays have gradually replaced former cytotoxic techniques and solid-phase assays like

ELISA to detect and identify anti-HLA antibodies (8,9).
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Thus, advances in techniques of HLA antibodies deeply reshuffle the cards with regard to our
indications for induction. On one side, some patients waiting a first transplantation without
historical immunologic exposures have natural anti-HLA antibodies that can cause graft
rejection if they are specifically directed against a donor's antigen (10,11). In this setting,
patients historically considered as low immunologic risk, should take advantage of depleting
induction. On the other hand, the actual immunologic risk in patients previously considered
with a high one (such as immunized patients) is matter of debate when none DSA is
identified before transplantation. With the increased risk of opportunistic infections and
malignancies after rATG induction, we used basiliximab in immunized patients without DSA
(1,12). We therefore aimed to assess efficacy and safety of basiliximab in immunized KTR

without preformed DSA.

MATERIEL AND PATIENTS

1. Study population

We performed a cohort study with KTR of Tours transplanted between June 2007 and 2017.

Selection of immunized patients without preformed DSA is described in Figure 1. Because
presence of circulating DSA has been systematically assessed with SAB assays (One
Lambda, Canoga Park, CA, USA) since June 2007 in our center, we ruled out all patients
transplanted before. In addition, we excluded KTR transplanted after June 2017 in order to
obtain a follow-up higher than 1 year in all patients. We retrospectively assessed 1030
patients transplanted during this period and we identified 218 KTR with at least one anti-
HLA antibody before or the day of transplantation without preformed DSA (anti-A, anti-B,
anti-Cw, anti- DR, anti-DQ, anti-DP) who received an induction by rATG (Thymoglobulin,

Genzyme, Cambridge, MA) or basiliximab (Simulect, Novartis, Rueil-Malmaison, France).
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2172 Kidney transplanted recipients

Recipient age <18 years (n=97)

1030 Adults KTR

Kidney transplantation before June
2007 (n=1045)

331 immunized KTR

No immunized KTR (n=699)

Pre-transplant DSA (n=110)

Combined transplantation (n=2)
No induction (n=1)

218 immunized KTR without DSA

Basiliximab (n=60)

rATG (n=158)

Figure 1. Selection of patients (Flow chart)

DSA: donor specific antibody; KTR: Kidney transplanted recipients ; rATG: rabbit anti-thymocyte globulin
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Initial immunosuppression involved methylprednisolone (250mg pre and postoperatively)
and either basiliximab (20 mg at day 0 and day 4) or rATG before the transplantation (100
mg at day 0 and day 1, next daily dose was adapted to keep a CD3-lymphocyte count < 20
/mm3 until trough tacrolimus level > 8ug/L). The maintenance immunosuppressive regimen
was mycophenolate mofetil (MMF) or enteric-coated mycophenolate sodium (EC-MPS),
calcineurin inhibitor (mainly tacrolimus after 2009), and prednisone in most patients. Target
tacrolimus trough levels were 8-12 pg/L before month-3 and 5-8 pg/L thereafter. Prednisone
at 1 mg/kg/day for the two first weeks was then, gradually decreased and finally withdrawn
between month-4 and month-6 in absence of clinical or subclinical rejection (protocol graft
biopsy at month-3), de novo DSA and accordingly to the risk of kidney disease recurrence.
Five patients were enrolled in clinical trials with maintenance immunosuppressive regimen
with everolimus, tacrolimus and steroids.

Pneumocystis jiroveci pneumonia prophylaxis with trimethoprim/sulfamethoxazole was
administered for 3 months to all patients and pursued if CD4 T-cell counts was lower than
200/mm3. Recipients with the highest risk of cytomegalovirus (CMV) disease (D+R-)
received prophylaxis with valganciclovir for 3 to 6 months and CMV-positive recipients (R+)
received prophylaxis with valganciclovir for 3 months since 2009, except D-R+ recipients

receiving basiliximab (preemptive strategy).

2. Variables studied

Baseline characteristics included donor and recipient age, donor and recipient gender, type of
donors (living or deceased standard or with extended criteria), recipient ethnicity, cause of
end-stage renal disease, duration of dialysis, rank of transplantation, donor and recipient
CMV serology, number of class I and class Il HLA mismatches, cold ischemia time and
immunosuppressive medications. We retrieved each medical file to determine pre-transplant

allogeneic exposures (pregnancy, blood transfusions) and post-transplant infections and
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malignancies. A particular attention was paid to de novo DSA that were systematically
assessed at 3, 6 and 12 months during the first year then every year after transplantation,
particularly if a renal biopsy was performed. Positivity threshold of anti-HLA antibodies was
1000. Biopsy-proven acute rejections (BPAR) were individually analyzed. Banff
international classification was used to discriminate confirmed T-cell mediated rejection

(TCMR) (i.e grade > 1) and ABMR (13).

3. Statistical analysis

Continuous and categorical variables were expressed as means with standard deviation and
percentage, respectively. Continuous data were compared with Mann-Whitney test and
categorical data with Chi-square test or Fisher exact test. We compared the incidence of
BPAR (all, TCMR and ABMR), graft survival, patient survival (end-stage renal disease was
censored) and death-censored graft survival between patients treated with rATG (“rATG-
group”) and basiliximab (“basiliximab-group”) with log-rank tests. Univariate Cox analyses
were performed to identify the different parameters associated with BPAR. Then, we
performed a step-by-step multivariate cox regression including acknowledged BPAR risk
factors, risk factors previously identified (p<0.1) and clinical relevant parameters. In addition,
we compared the incidence of de novo DSA in the two groups, with threshold of MFI more
than 1000. Finally, we analyzed a composite risk including BPAR, death patient and graft
loss with univariate and multivariate cox analysis. Statistical analyses were performed using
XL-Stat software and R version 3.3.3 (R Foundation for Statistical Computing, Vienna,
Austria, URL http://www.R-project.org/). A p-value < 0.05 was considered statistically

significant.
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RESULTS

1. Patient’s characteristics

The baseline characteristics of the whole cohort (n=218), rATG-group (n=158) and
basiliximab-group (n=60) are shown in Table 1. 53.2% of KTR were women with a high
incidence of retransplantations (56.7%). 94.9% of donors were deceased with a mean age of
55.5+14.8 years. 91.3% of patients treated with a CNI received tacrolimus. The number of
HLA-II mismatches was higher in the basiliximab-group than in the rATG-group (2.2 £ 1.1
vs 1.7 + 1.2, p<0.01). Patients in rATG-group had a higher level of immunization (cPRA 66
+ 32% vs. 24 + 26%, p < 0.001) and included all patients who received a second or a third
transplantation (12.7% vs 0%, p = 0.001). These patients had received a mean dose of 5.05 +
1.65 mg/kg of rATG for 4.90 + 1.43 days. Living donors received more often a basiliximab
induction and follow-up was shorter in basiliximab-group than in rATG-group, because the

use of basiliximab has been increasing since 2011 (Figure S1).

2. Graft and patient survivals in basiliximab and rATG groups

Nineteen patients died (rATG: 12 (7.6%), basiliximab: 7 (11.7%)) and patient survival was
not different in both groups (p = 0.105). Malignancies (n = 7) and cardiovascular diseases (n
= 6) were the main causes of death and were similarly observed in both groups. Thirty
patients lost their graft (rATG: 25 (15.8%), basiliximab: 5 (8.3%)) and death-censored graft
survival was not different in both groups (p = 0.423). The first cause of graft loss was
chronic ABMR (40%) far ahead graft vascular causes (20%), initial nephropathy recurrence
(13%), infection (7%) and unknown causes (20%). Graft survival was similar in the two

groups (p = 0.715).
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Table 1: Baseline characteristics.

Total rATG Basiliximab P_value
(n=218) (n=158) (n=60)
Donors characteristics
Age (years) 555+148 555+148 555%16.1 0.26
Man 58.3 57.6 53.3 0.68
Expanded criteria donor 47.7 46.8 50.0 0.79
Recipients characteristics
Age (years) 535+125 535+125 535+13.6 0.08
Man 46.8 43.7 55.0 0.14
Caucasian 83.9 84.2 83.3 0.96
Diabetes mellitus 18.3 19.6 16.7 0.76
BMI (kg per m?) 25.7+5.6 25.7+5.6 256+4.4 0.75
Cause of ESRD
Glomerulonephritis 24.3 241 25.0 0.88
Polycystic kidney 15.6 15.2 16.7 0.79
Diabetes 9.2 10.1 6.7 0.60
Vascular 6.9 7.6 5.0 0.76
Other 229 25.3 16.7 0.17
Unknown 21.1 17.7 30.0 0.07
Duration of dialysis (months) 439+438 454460 39.5+37.0 0.58
Transplantation characteristics
First transplantation 63.3 53.8 88.3 <0.0001
Living donor 51 1.9 13.3 0.02
Mean cold ischemia time (hours) 17.0+7.0 18.2+6.7 13.8+6.5 <0.001
cPRA 543+353 659+315 235+255 <0.001
Number of class | HLA mismatches 25+13 25+1.2 26+1.2 0.37
HLA A 1.1+07 1.1+07 1.1+07 0.77
HLA B 1.4+0.7 1.4+0.7 1.4+0.7 0.24
Number of class Il HLA mismatches 18+1.2 1.7+£1.2 22+11 <0.01
HLA DR 09+0.7 09+0.7 1.1+07 0.02
HLA DQ 09+0.7 0.8+0.6 1.1+07 <0.01
DGF 18.8 20.3 15.0 0.49
fjﬂg‘&gem'”'”e valueatomonths — 1q1 54 167 1745 +187 127.3+488  0.14
?ﬁﬁﬁﬁ?g?g&m 6 months 507+197 4944204 542+177  0.08
Urine protein at 6 months (g/24h) 0.45+0.61 0.41+0.41 0.56 +0.93 0.35
CMV serologic status D+/R- 225 215 25.0 0.71
CMV prophylaxis 60.6 63.3 53.3 0.18
Follow-up (years) 4.0 [0-10.0] 45[0-9.6] 3.4[0.5-10.0] 0.004
Maintenance immunosuppressive treatment
CNI + MMF + Steroid 95 96.2 91.7 0.18
CNI + mTOR i+ Steroid 2.3 0.0 8.3 0.001
Others (%) 2.8 3.8 0.0 0.19

Data are means + SD, n (%) or median [min-max].
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BMI: body mass index, ESRD: end stage renal disease, HLA: human leucocyte antigen, DFG:
delayed function graft, ESRD: End stage renal disease; eGFR: estimated glomerular filtration rate;
MDRD: modification of diet in renal disease; D: donor CMV status, R: recipient CMV status, CNI:
calcineurin inhibitor, MMF: mycophenolate mofetil, mTORi : mTor inhibitor, cPRA : calculated
panel-reactive antibodies.
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Figure S1. Evolution of induction therapy use in kidney transplantation at Tours

3. Graft rejection according to induction therapy

One hundred and seventy-three renal biopsies were performed in 173 KTR (79.4%), similarly
in both groups (rATG-group: 124 (78.5%), basiliximab-group: 48 (80%), p = 0.810).
Considering only the first confirmed TCMR and ABMR episode in each patient, we recorded
28 BPAR (16 TCMR and 12 ABMR) in 27 (12%) patients, with one KTR who experienced
both kinds of rejection. BPAR occurred more frequently in basiliximab-group than in rATG
group (Figure 2A, p = 0.0004). This difference was observed for ABMR (Figure 2B, p =

0.014) and for confirmed TCMR (i.e grade >1) (Figure 2C, p = 0.028).
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We therefore consider ABMR and confirmed TCMR in the further multivariate analysis that

showed that basiliximab remained statistically associated to an increased of rejection in

different model including rank of transplantation, cPRA, number of HLA mismatches and

maintenance immunosuppressive regimen (Table 2A). As shown in table 4, we did not to

identify a phenotype of patients at risk of rejection after treatment by basiliximab.

Table 2. Basiliximab is an independent risk of graft rejection (A) and of a composite end-

point including graft rejection, ESRD and death (B).

A BPAR
HR 95% ClI  pvalue
Cruderisk 3.63 1.70-7.77 0.0009
Model 1 3.00 123-7.34 0.016
Model 2 3.03 1.23-7.45 0.016
Model 3 332 133-827 0.01
Model 4 352 1.28-9.70 0.015

B Composite end-point

HR 95% ClI  pvalue
Cruderisk 160 0.99-259 0.05
Model 1 1.87 1.08-3.26 0.027
Model 2 185 1.06-3.23 0.029
Model 3 228 129-4.03 0.004
Model 4 236 1.24-4.47 0.009

Model 1: adjustments on recipient age, gender recipient, donor age, type of donor (deceased vs. alive),
rank of transplantation, cold ischemia time and the initial immunosuppressive strategy
Model 2: model 1 + adjustments on number of HLA mismatches
Model 3: model 2 + adjustments on maintenance immunosuppressive regimen
Model 4: model 3 + adjustment on cPRA
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Table 3. Immunization factors according to induction treatment.

rATG group Basiliximab group

All patients 13 (8.2) 15 (25.0)
cPRA

<20% 2(9.1) 8 (23.5)

20-50% 3(8.8) 5 (27.8)

>50% 8 (7.8) 2 (25)
Number of HLA class Il mismatches

<1 1(2.9) 1 (20)

1-2 8(9.1) 7 (23.3)

>2 7 (18.9) 3(12)
Rank of transplantation

First 8(9.3) 14 (26.4)

>2 4(5.5) 1(14.3)
Female gender 9(10.0) 6 (22.2)
Pregnancy

None 2 (28.6) 2 (33.3)

=1 6 (7.4) 4 (19)
History of blood transfusion

No 11(10.1) 14 (25.5)

Yes 2 (4.0) 1 (20)
History of alloimmune exposure

No 1(5.0) 10 (30.3)

Yes 10 (7.2) 5(18.5)

Percentage represents proportion of patients with biopsy-proven acute rejection in each group.

Data are n (%). HLA: human leucocyte antigen; cPRA: calculated panel reactive antibodies.
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4. Characteristics of BPAR according to induction treatment.

The characteristics of all BPAR in each group are presented in Table 4. Overall, 15 (25%)
and 13 (8.2%) BPAR were diagnosed in basiliximab (TCMR: 8, ABMR: 7) and rATG
(TCMR: 8, ABMR: 5) groups, respectively. Most of BPAR occurred before 12 months (22
(78.6%)): 14 (93.3%) and 8 (61.5%) in basiliximab and rATG group, respectively
(p=0.0002). More than 50% of BPAR were clinical rejection with one resistant steroid
TCMR in basiliximab group. The mean delay of ABMR was 9.7£12.6 months. During the
first post-transplant year, 6 (10%) vs 4 (2.5%) ABMR were observed in basiliximab and
rATG group respectively (p=0.028). We observed that glomerulitis and interstitial fibrosis
and tubular atrophy (IFTA) were more severe in basiliximab group than in rATG group (p=
0.08 and p=0.35 respectively). C4d deposits lacked in 8 (66.7%) of ABMR. The incidence of
DSA de novo was numerically higher in basiliximab group than in rATG group but not
significant (Figure 3: 13 (21.7%) vs. 25 (15.8%), p = 0.167). De novo DSA were
predominantly directed against HLA class Il (23: 60.5%), in particular against DQ antigens

(16: 69.6%).

Table 4. BPAR characteristics according to induction treatment.

Total rATG Basiliximab P value
(n=28) (n=13) (n=15)
Clinical rejection 15 (53.6) 9 (69.2) 6 (40) 0.15
TCMR 16 (57.1) 8 (61.5) 8 (53.3) 0.045
I 13 (81) 7 (87.5) 6 (75) -
I 3(19) 1(2.5) 2 (25) -
ABMR 12 (42.9) 5 (38.5) 7 (46.7) 0.02
g 2.17+0.58 1.80+0.45 2.4 +£0.53 -
ptc 158+0.67 160+055 157+0.79 -
g+ptc 3.75£0.75 34+0.55 4+0.82 -
c4d + 4 (33.3) 1 (20) 3(42.9) -
IFTA (ci+ct) 2+1.86 1.20+1.64 257+1.90 -

Data are mean = SD or n (%). BPAR: Biopsy proven acute rejection; TCMR : T-cell mediated
rejection; ABMR : antibody-mediated rejection; g : Banff glomerulitis score ; ptc : Banff peritubular
capillaritis score, MV1 (g+ptc) : microvascular inflammation; IFTA : interstitial fibrosis and tubular
atrophy.
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Figure 3. Survival without DSA de novo according to induction treatment

The composite end-point including any confirmed rejection episode, graft loss and death

occurred more frequently in patients treated by basiliximab than in rATG group (Figure 4,

p=0.05). This increased composite risk remained after adjustment in different models (Table

2B). The prevention of BPAR with rATG treatment did not correlated with graft and patient

survivals.
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Figure 4. Survival probability without composite risk including BPAR, death and graft loss
according to induction treatment

5. Safety

As shown in the table 5, we did not found a higher incidence of infections and malignancies

in rATG group than in comparison to KTR from basiliximab group. Thus, despite a higher

incidence of lymphopenia in rATG group, CMV viremia, symptomatic CMV reactivation and

BKV viremia occurred similarly in the two groups, while only five BKV nephropathies

(2.3%) were reported. Likewise, incidences of all bacterial infections, graft pyelonephritis

and pneumonitis did not differ in both groups. We additionally malignancies and did not

notify a difference according to the induction treatment, regarding solid cancer and post-

transplant lymphoproliferative disorder.
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Table 5. Infections and malignancies in basiliximab and rATG groups.

Total rATG Basiliximab p value
Lymphopenia
At 3 months 143 (65.6) 127 (80.4) 16 (26.7) < 0.0001
At 6 months 140 (64.2) 123 (88.6) 17 (28.3) <0.0001
At 12 months 101(46.3) 85 (77.8) 16 (26.7) 0.0003
Infection
Positive CMV viremia 44 (20.2) 32 (20.3) 12 (20) 0.97
CMV syndrome / disease 24 (11) 18 (11.4) 6 (10) 0.77
BKv viremia 20 (9.2) 16 (10.1) 4 (6.7) 0.60
BKv Nephropathy 5(2.3) 4(2.3) 1(1.7) 1.00
Opportunist infection 6 (2.8) 5(3.2) 1(2) 1.00
Bacteria Infection 71 (32.6) 52 (32.9) 19 (31) 0.86
Graft pyelonephritis 56 (25.7) 41 (25.9) 15 (25) 0.89
Pneumonitis 21 (9.6) 15 (9.5) 6 (10) 0.91
Cancer
Solid cancer 13 (5.9) 9(5.7) 4 (6.7) 0.76
Cutaneous cancer 20 (9.2) 16 (10.1) 4 (6.7) 0.60
PTLD 4(1.8) 2(1.3) 2(3.3) 0.30

Data are n (%). Lymphopenia defined by lymphocytes counts < 1G/L; CMV: Cytomegalovirus,

PTLD: post-transplant lymphoproliferative disorders, BKv: BK virus.

32



DISCUSSION
Our study is the first to specifically assess the impact of immunosuppressive induction on the

outcome of immunized KTR patients without preformed DSA. We found a greater risk of
BPAR, TCMR and ABMR in patients treated by basiliximab than in recipients treated by
rATG. This result remained significant either after adjustment on numerous parameters
including classical risk factors of rejection or in a composite end-point including BPAR, graft
loss and death. Because basiliximab did not appear as a safer strategy, our results argue for a
advantageous efficacy-safety balance in favor of rATG in these patients.

Risk of BPAR is known to be highly variable according to characteristics of patients,
maintenance immunosuppressive treatment and recipient’s ethnicity. The largest studies that
enrolled KTR with a low immunologic risk and treated by tacrolimus, reported a confirmed
BPAR rate generally nearly 10 % (14,15), irrespective of induction treatment, while
recipients with a positive PRA before the transplantation represented less than 20% of
patients and were not specifically assessed. In our study, we found a BPAR rate at 8.2% in
patients treated by rATG, fairly close of the results of these studies. At the opposite, rejection
rate our patients treated by basiliximab was 25%, similar to rates reported in patients with
pre-existing DSA (16,17) and in high immunologic risk defined with former parameters (2,3).
Our results therefore suggest that rATG prevents BPAR as efficiently as observed non-
immunized recipients, but not rituximab. This assumption is in agreement with previous
studies that did not find any difference regarding risk of rejection between non-immunized
patients and immunized patients without preexisting DSA treated by intensive rATG (8,9).
To the best of our knowledge, only one study brought reliable data concerning risk of
rejection in immunized recipients without DSA after SAB assays analysis. In this study,
Wehmeier et al. found a confirmed rejection rate of 25,8%, while 93.6% of them had

received a basiliximab induction (18). Our results suggest eventually that immunized KTR
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should rather be considered as middle immunologic risk recipients that low immunological
risk concerning the choice of immunosuppressive induction.

In addition to be more frequent in basiliximab group, BPAR tended to be more severe. We
found that risk of TCMR and ABMR were increased in patients treated by basiliximab. We
did not include borderline changes because both their impact and their actual significance are
sometimes questioned (19,20,21), and therefore opted for considering only confirmed TCMR
that is a well-known risk factor of death-censored graft loss (22,23) and additionally
associated with subsequent de novo DSA appearance (24,25). More importantly, we found a
4-fold higher risk of ABMR in basiliximab group, while ABMR is known as the first cause of
kidney graft loss (26,27). We found a similar graft survival in the two groups, and we think
that deleterious effect of rejection would be apparent after a longer follow-up, whereas use of
basiliximab in the immunized patients spread in our center only since 2013. Nevertheless, it
remains to be confirmed.

Unexpectedly, we did not find a lower incidence of infections in patients treated by
basiliximab. Concerning CMV, it is usually accepted that risk of viremia depend on donor
and recipient CMV status, that were well balanced in our study. Whether the numerically less
frequent use a valganciclovir prophylaxis in D-R+ recipients treated by basiliximab may
participate to our result remains possible, since the incidence of CMV viremia in D-R+
patients can reach 37% with preemptive strategy (28). Also, we used a total dose <7mg/kg of
rATG based on T cell monitoring which could be contribute on lower incidence of CMV
(29). Concerning BKv viremia, incidence is clearly lower that reported in previous study
(30). This is also more surprising that more patients received a combination of mTORi —
tacrolimus- steroids in basiliximab group, that seems provide BKv viremia less frequently

than MMF-tacrolimus-steroids (31).
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Of course, several limitations need to be discussed. First, the two groups were different
concerning several characteristics. Indeed, because immunized patients with a low cPRA
undergone a first transplantation could be consider with a lower risk of BPAR with a weak
risk of anamnestic response, basiliximab was more often preferred to rATG in these
recipients. In addition, the deeper immunologic explorations performed with living donor,
such a systematic flow-cytometry cross match using several recipient’s sera, might also
encourage clinicians to use basiliximab. Hence, the two groups were effectively different but
with a theoretical lower risk of rejection in basiliximab group than in rATG group, which
indirectly strengthen our results. Second, it is a single-center retrospective analysis including
mainly Caucasian recipients. The results should be conformed in multi-center study and in a
clinical trial assessing specifically immunized recipients without pre-existing DSA. Our study
brings important data to design such a prospective study. In particular, we failed to identify a
subgroup of patients with a specific risk of rejection after basiliximab induction. Enough
immunization profile while efficacy of basiliximab is, but eventually that immunized KTR

should rather be considered as middle immunologic risk recipients without DSA.

In conclusion, we report in this study a higher incidence of both TCMR and ABMR
rejections in immunized kidney transplant recipients without pre-existing DSA, while no
safety data suggest a safer profile for basiliximab. We therefore consider that use of rATG in
Caucasian kidney transplant recipients remains the first-line induction unless a prospective
randomized clinical trial will challenge our results. Indirectly, our results suggest that
determine accurately the HLA antibodies specificity before transplantation using SAB was

not quite relevant to determine the real immunologic risk.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES

Ce travail est le premier a s’intéresser spécifiquement a la question du traitement d’induction
chez les patients transplantés rénaux immunisés sans DSA pré-greffe. En effet, jusqu’ici la
qualification du profil immunologique par les techniques sensibles de detection et
d’identification des anticorps anti-HLA n’ont pas encore ¢été prises en compte dans les essais
cliniques publiés a ce jour. Nous avons analysé les résultats obtenus avec la pratique récente
de notre centre : le traitement par basiliximab. Nous avons constaté un nombre plus important
de rejet aigu dans le groupe basiliximab par rapport au groupe rATG, aussi bien pour les
rejets cellulaires que médiés par anticorps sans pouvoir objectiver une altération de la survie
des patients ni des greffons. Le traitement par rATG semble donc préférable chez ces patients
sans engendrer plus d’effets secondaires majeurs, notamment infectieux, alors que 1’objectif
de tolérance/efficacité était le leitmotiv de cette nouvelle approche.

Le risque de rejet aigu dépend de différents facteurs immunologiques tels que les
caractéristiques des donneurs et receveurs, le traitement immunosuppresseur d’entretien et le
taux de greffons incompatibles (TGI)”. Nous avons traité avec du basiliximab des patients
immunisés que 1’on considérait a risque immunologique intermédiaire, d’autant plus que les
études récentes tendent a montrer que le pronostic de ces patients est proche voire
comparable aux patients non immunisés™>**. Plusieurs différences observées entre les deux
groupes en découlent: un TGI plus faible, un taux de premiére greffe et de donneurs vivants
plus importants dans le groupe basiliximab par rapport au groupe rATG. Les résultats de
I’incidence des rejets suggérent donc que ces patients traités par basiliximab avaient un risque
immunologique plutot élevé malgré ces différences. Il existe une variation dans le choix du
traitement d'induction parmi les centres de transplantation qui ne peuvent s'expliquer par des

différences dans les caractéristiques du patient ou du donneur'®. La stratégie & Tours est de
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traiter par basiliximab les patients avec un risque immunologique faible alors que d’autres
centres ne vont pas utiliser de traitement d’induction’® ou utiliser de faibles doses de rATG .
Dans notre étude, les premiers épisodes de BPAR survenaient majoritairement au cours de la
premiére année de transplantation (78,6%). Nous avons observe 23,3% de rejet aigu dans le
groupe basiliximab, taux similaire aux deux autres études précédentes comparant IL2R vs
rATG chez les patients & haut risque immunologique & un an post-transplantation®®. Nous
avons remarqueé que le taux de rejet était plus faible dans le groupe rATG que dans ces deux
¢tudes. Nous n’avons pas inclus les 1ésions borderlines dans la définition de rejet cellulaire
car elles ne sont pas predictives de la survie du patient ni du greffon par rapport aux lésions
de rejet confirmé (grade >1)?*. A noter qu’en les incluant, la différence de BPAR entre les
deux groupes persistait (26,7% vs 10,8% a 1 an) en analyse univariée mais la le seuil de
significativité n’était plus atteint aprés ajustement (données non montrées). En analysant en
sous groupes les patients traités par basiliximab, aucun phénotype particulier prédictif de rejet
n’a ¢été mis en évidence. Ce qui nous empéche de d’identifier un profil de patient qui serait
plus a risque de recevoir du basiliximab, et devrait éventuellement étre exclus dans un futur
essai clinique.

Nous avons également comparé la fonction rénale dans les deux groupes a 3, 6 et 12 mois. A
3 et 6 mois de greffe, elles étaient similaires dans les deux groupes. Nous avons par contre
constaté une meilleure fonction rénale a 12 mois dans le groupe basiliximab par rapport au
rATG (respectivement 59,5+ 20,4 vs 49,9+£20,7ml/min/1,73m2, p=0,0008). Dans le groupe
basiliximab, étonnamment, les patients n’ayant pas eu de rejet n’avaient pas de meilleure
fonction rénale a 12 mois que les patients n’ayant pas fait de rejet (données non montrées).
De plus, il n’existait pas de corrélation forte entre la fonction rénale a un an et la survenue de
DGF (r=0,39 p<0,0001), de I’age du donneur (r=- 0,39 p <0,0001) ou du type de donneur

(donneur a critéres élargis (r=-0,31) p= 0,01). Nous n’avons pas trouvé d‘explication a cette
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différence de fonction rénale a 12 mois. De nombreux centres hésitent a utiliser un traitement
d'induction déplétant en raison des risques d'infections et de néoplasies. De maniére
inattendue, nous n’avons pas eu moins d’effets secondaires avec le basiliximab. L'utilisation

de rATG augmente le risque d’infection &8 CMV**#

, Ce que nous n’avons pas constaté dans
notre étude ou les patients exposés au risque de maladie &8 CMV recevaient une prophylaxie
systématique par valganciclovir, hormis les patients D-R+ sous basiliximab. La minimisation
des doses cumulatives d’ATG inférieures & 7mg/kg basees sur le monitoring des lymphocytes
T pourrait également contribuer & ce résultat favorable pour ’ATG?.

Ces résultats préliminaires sont basés sur une analyse monocentrique d’une cohorte francaise.
Nous avons éetudié de fagon rétrospective notre stratégie d’induction sur une durée de suivi de
10 ans. Cette récente stratégie d’induction explique un suivi plus court dans le groupe
basiliximab par rapport au groupe rATG. Par ailleurs, le seuil de détection des anticorps anti-
HLA a changé en 2015, ce qui nous a conduit a prendre un seuil de MFI supérieur a 1000. Ce
seuil a une signification différente en fonction des centres en raison d’une grande variabilité
interlaboratoire. Sur la période de suivi, le taux de greffons incompatible TGI est apparu en
2009 en France avec 1’abandon du PRA. Nous avons donc fusionné ces derniers pour avoir
une estimation du TGI global, entrainant un biais de précision.

Pour autant, cette premiere analyse va permettre un changement de pratique dans notre
centre. Une étude multicentrique a partir de la base d’ASTRE est en cours avec une cohorte
de plus de 800 patients. Cette nouvelle étude va analyser cette stratégie d’induction dans 11
centres du groupe SPIESSER. Cependant, les mémes différences entre les groupes risquent
d’étre rencontrées, soumettant toujours nos conclusions a discussion malgré 1’utilisation des
outils statistiques adéquates. Finalement, un essai clinique prospectif randomisé comparant

des les deux stratégies d’induction sera probablement nécessaire. Sur a base de nos résultats,
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I’inclusion de 152 patients (randomisation 1 :1, puissance de 90% et un risque alpha de 0,05)

serait nécessaire, donc réalisable.

En conclusion, le choix du traitement d'induction reste discutable et variable selon les centres.
Cependant, nous avons pu constaté que I'absence de DSA préformé ne classe pas les patients
immunisés dans un groupe a faible risque immunologique. Ces résultats suggérent que
I'utilisation de basiliximab est associée a un risque accru de BPAR. L'utilisation de rATG
serait préférable chez ces patients pour la prévention de BPAR. Ces données préliminaires

devront étre confirmées par une étude multicentrique prospective.
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Résumé :

Introduction. L'utilisation du basiliximab était réservée aux patients non immunisés.
Cependant, la meilleure caractérisation du risque immunologique a ouvert la voie a son
utilisation chez le patient immunisé sans anticorps anti-donneur spécifique (DSA). L’objectif
¢tait d’évaluer l'efficacité relative du basiliximab chez le patient transplanté rénal immunisé
sans DSA prégreffe. Méthodes. Etude rétrospective monocentrique incluant tous les patients
adultes (greffes combinées exclues) entre I'introduction de Luminex (juin 2007) et juin 2017.
L'absence de DSA en single antigen a été validée aprés analyse individuelle de chaque
dossier. Le risque de rejet aigu (clinique ou infra-clinique) et l'apparition de DSA a été
analysé en uni- et multivarié (test de log rank et modele de Cox). Résultats. 218 (21%)
transplantés rénaux immunisés sans DSA pre-greffe ont été identifiés (basiliximab=60,
rATG=158). Les patients ayant regu du basiliximab avaient un taux de greffon incompatible
plus faible (24,0+24,3 vs. 63,8+32,3%, p<0,001), avaient plus souvent recu une premiere
greffe (88,3 vs. 53,8%, p<0,001) et/ou une greffe avec un donneur vivant (13% vs 2%
p=0,005). Au cours du suivi moyen de 4 ans, le risque de rejet aigu prouvé par biopsie
(BPAR) était plus élevé dans le groupe basiliximab (n=15, 25%) que dans le groupe rATG
(n=13, 8,2%) (p= 0,0009). Ce surrisque de rejet aigu persistait apres ajustement sur différents
facteurs tels que I’dge du donneur et receveur, le type de donneur, le TGI et
I’immunosuppression d’entretien (HR= 3,52 [1,28-9,70] p=0,015). L’apparition de DSA
(MFI1 >1000) était observée chez 13 (21,7%) et 25 (15,8%) patients traités respectivement par
basiliximab et rATG (p= 0,167). Conclusion. Le basiliximab semble étre associé a un
surrisque de rejet aigu par rapport au rATG chez les patients transplantés rénaux immunisés
sans DSA avant la transplantation.

Mots clés : Transplantation rénale, immunosuppression, thérapeutique, rejet aigu, induction.
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