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RESUME

Introduction : L’Agence de biomédecine recommande une recherche d’anticorps
anti-HLA lors du suivi de la greffe, quel que soit 'organe greffé. Mais I'intérét du
dosage des anticorps spécifiques du donneur (DSA) et de la spécificité de la liaison
a la fraction C1g du complément, reste une question débattue en transplantation
hépatique (TH). Les données de la littérature sont insuffisantes et contradictoires.
On ne sait pas précisément si la présence de DSA conduit a un rejet ou a une
diminution de la survie du greffon et du patient.

Méthodes : C’est une étude observationnelle prospective, incluant des patients
transplantés hépatiques entre 2016 et 2018 au CHU de Lille. La recherche et
l'identification des anticorps anti-HLA reposent sur la technologie LUMINEX®. Les
tubes sont prélevés lors de la TH, puis a M3 et M12 lors du suivi post-TH. Le critére
de jugement principal est le rejet. Les critéres de jugement secondaires sont les
perturbations du bilan hépatique et les facteurs de risque d’avoir des anticorps
anti-HLA ou DSA positifs.

Résultats : 143 patients greffés sont inclus dans I'étude. La présence d’anticorps
anti-HLA et de DSA a M12 sont des facteurs de risque de rejet. Le nombre de DSA
et leurs MFI influent sur les valeurs du bilan hépatique a M12. L’'apparition des DSA
DN se fait dans les trois premiers mois suivant la greffe. Il existe peu d’intérét au
dosage des DSA avant la greffe. Les DSA PF disparaissent aprés la TH.

Conclusion : La présence de DSA a un an de la greffe est associée a un risque de

rejet.



INTRODUCTION

La transplantation hépatique (TH), réalisée depuis 1963 [1], est le traitement
des maladies graves du foie. Son essor a été rendu possible grace a l'avenement
des anticalcineurines et de la ciclosporine, utilisées pour réduire les risques de rejet.
Ces derniers étaient jusqu’alors associés a 70-80% de perte du greffon dans I'année
suivant la TH. Aprés 1985 et avec l'introduction de la ciclosporine, le taux de survie
du greffon a un an a été multiplié par deux [2]. Par la suite, I'utilisation du tacrolimus
a permis de réduire encore davantage les épisodes de rejet aigu, de rejet résistant
aux corticoides et de rejet réfractaire, par rapport a la ciclosporine [3]. L'arrivée de
ces immunosuppresseurs n’a pas pour autant permis d’éliminer entiérement le
risque de rejet, qui est aujourd’hui évalué a 15% environ [4] [5].

Il existe deux types de rejet, cellulaire et humoral. Le rejet cellulaire est médié
par les lymphocytes T du receveur. La sévérité du rejet s’appuie sur la classification
de Banff et est définie par des caractéristiques histologiques comprenant
linflammation portale, I'atteinte des voies biliaires et I'inflammation endothéliale. Le
rejet cellulaire est dit aigu lorsqu’il survient dans les 90 jours suivant la TH et son
incidence varie de 10% a 30%. Les modifications du traitement immunosuppresseur
ou les bolus de corticoides suffisent généralement a contréler un rejet modéré ou
sévere. De fait, ce type de rejet n’a que peu d’'impact sur la survie du greffon et du
patient [6]. Le rejet cellulaire tardif arrive, quant a lui, plus de 90 jours aprés la greffe,
et est observé chez 7,5% a 23% des patients greffés. Il est associé a une diminution
de la survie du greffon [7]. Comme pour le rejet aigu, le traitement repose sur la
majoration des traitements immunosuppresseurs ou linstauration des bolus de

corticoides.
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En l'absence de contrdle des phénoménes immunitaires, le rejet peut devenir
chronique, avec I'apparition de Iésions biliaires ou vasculaires irréversibles [8].

Le rejet humoral, médié par les anticorps, est plus rare. Sa définition repose
sur les criteres de Banff, associés a la présence de dépdts de CD4+ dans les
capillaires, la présence dans le sang d’anticorps spécifiques dirigés contre le
donneur, appelés Donor Specific Antibodies (DSA), et I'exclusion des autres causes
possibles. Les rejets humoraux aigus et légers sont traités par les bolus de
corticoides tandis que les rejets plus sévéres nécessitent un traitement par
immunoglobulines intraveineuses ou un échange de plasmaphéréses. Il n’y pas de
stratégie thérapeutique validée et efficace en cas de rejet humoral chronique [6].

Dans ces phénomenes de rejet, le Complexe Majeur d’Histocompatibilité
(CMH) joue un role prépondérant. Il s'agit d'un locus génétique codant pour un
groupe de molécules permettant la reconnaissance du “soi”. Le chimérisme
donneur-receveur constitue I'histocompatibilité. Le systétme HLA (Human Leucocyte
Antigens) correspond au CMH humain. Ces molécules sont regroupées en classe |
(HLA-A, -B, -C) et classe Il (HLA-DR, -DQ, -DP), selon leurs structures
biochimiques. Toutes les cellules nucléées comportent des molécules de classe |,
tandis que les molécules de classe Il sont exprimées avant tout sur les lymphocytes
B, les cellules dendritiques et les macrophages.

L'allo-immunisation en cas de transfusion sanguine, de grossesse ou
d’antécédent de transplantation peut conduire a I'apparition d’anticorps anti-HLA [9].

L'intérét de la compatibilité HLA est essentiel lors d’'une transplantation
rénale. Il est démontré que la présence d’anticorps anti-HLA préformés est associée
a un risque plus important de rejet humoral et de perte du greffon rénal [10] [11]. Des
anticorps anti-HLA dirigés contre le donneur peuvent étre présents avant la greffe :

ce sont des DSA préformés (DSA PF). Si ces anticorps anti-HLA apparaissent aprés
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la greffe, ils sont alors appelés DSA de novo (DSA DN). L'apparition de ces DSA DN
peut étre favorisée par une sous immunosuppression aprés la greffe rénale, pouvant
étre ainsi a l'origine du développement d’un rejet médié par les anticorps [12].

Par ailleurs, il est mis en évidence que la présence de DSA fixant le
complément est associée a un risque accru de perte du greffon rénal [13]. Le
systéme du complément correspond a un ensemble de protéines appartenant a
limmunité innée. Une fois activé, le systéme du complément joue un réle important
dans l'induction de lésions tissulaires et dans les événements de rejet. Il peut étre
activé en cascade par trois voies : la voie classique, la voie des lectines ou la voie
alterne. La protéine C1q est une protéine de reconnaissance, appartenant au
complexe initiateur de la voie classique [14].

Le foie présente une certaine tolérance immunologique. En cas de
transplantation combinée foie-rein provenant d’'un méme donneur, il existe une
meilleure chance de survie du greffon rénal qu'en cas de transplantation rénale
isolée [15]. Lors d’'une TH, la présence d’anticorps anti-HLA préformés n’est pas
prise en compte dans le choix du donneur. Un résultat de cross-match positif n’est
pas une contre-indication a la TH et son impact sur la survie du greffon reste discuté
[16], avec un retentissement faible ou nul sur la survie [17].

Il existe peu de données dans la littérature sur les conséquences de
l'allo-immunisation en greffe hépatique. Ces derniéres s’appuient sur des séries
limitées et rétrospectives, avec des techniques de caractérisation des anticorps
anti-HLA différentes. Ces questions restent donc aujourd’hui débattues. Il semble
que plus l'incompatibilité HLA est importante, plus le risque de rejet aigu est élevé
[18]. Il est possible que la présence de DSA PF soit associée a une augmentation de
rejet aigu et a une diminution de la survie du greffon a un an [19], mais cette donnée

doit étre confirmée, car elle n’est pas totalement reproductible entre les études [20].
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De méme, certaines analyses ont mis en évidence l'existence d’une
corrélation entre le nombre de DSA persistant aprés la greffe et 'augmentation du
risque de Iésions immunologiques [21], sans que cette derniére n’ait pour autant été
démontrée pour toutes les classes de DSA [22].

Le dépistage des anticorps anti-HLA avant la TH est réalisé en routine mais
l'identification de leur spécificité ne l'est pas. Aprés la greffe, 'Agence de la
biomédecine recommande une recherche d’anticorps anti-HLA a trois mois et a un
an de la TH, puis une fois par an, quel que soit I'organe greffé [23]. Néanmoins,
cette recommandation en greffe de foie n’a pas d’application pratique sur la gestion
des immunosuppresseurs et I'interprétation des résultats reste vague.

L'objectif de cette étude est d’analyser de maniére prospective, la fréquence
des DSA PF, des DSA DN et de la spécificité C1g du complément, ainsi que leur lien

avec le risque de rejet en greffe hépatique.
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MATERIELS ET METHODES

I.  Caractéristiques générales de 'étude

Il s’agit d’'une étude observationnelle prospective, monocentrique, réalisée au
Centre Hospitalier et Universitaire (CHU) de Lille, portant sur des patients

transplantés hépatiques, entre 2016 et 2018.

II.  Objectifs de I'étude

L’objectif principal de cette étude est de déterminer le lien entre DSA PF ou
DN et le risque immunologique de rejet en greffe hépatique.
Les objectifs secondaires sont :
- analyser la fréquence des DSA, DSA PF, DSA DN et DSA liant le C1q,
- étudier les facteurs de risque de DSA PF, DSA DN et DSA liant le C1q,
- observer s’il existe un retentissement des DSA sur le bilan hépatique,

- étudier les facteurs de risque de rejet.

IIl.  Critéres de jugement

Le critere de jugement principal est le rejet.
Les critéres de jugement secondaires sont :

- les perturbations du bilan hépatique,

- les facteurs de risque d’avoir des anticorps anti-HLA ou DSA positifs et une
fixation a la fraction C1q du complément,

- les facteurs de risque de rejet.
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IV.  Définitions

Dans un souci d’homogénéité au sein de I'étude, le rejet est défini par
I'apparition de perturbations significatives du bilan hépatique associée a un tableau
clinique compatible, et apres avoir exclu les autres causes plausibles telles qu’une
complication vasculaire (thrombose), une complication biliaire ou un
dysfonctionnement de 'anastomose, une hépatite aigué, une réactivation du CMV,
une étiologie infectieuse ou encore une récidive de la maladie initiale.

Les rejets sont dits sévéres lorsqu’ils nécessitent des bolus de corticoides,
tandis que les rejets dits non séveres, ne nécessitent pas de bolus de corticoides
mais seulement des majorations ou modifications des traitements
immunosuppresseurs.

En cas de biopsie hépatique réalisée, le type de rejet, humoral ou cellulaire,
est précisé. De méme, la sévérité du rejet est définie en utilisant la classification de

Banff.

V. Données collectées

Données cliniques et biologiques

Les données cliniques principales des patients sont collectées a partir du
registre CRISTAL de I’Agence de biomédecine. Cela comprend : le sexe, I'dge au
moment de la greffe, I'indice de masse corporel (IMC ou BMI), le groupe sanguin, la
maladie principale ayant conduit a la TH, la date de la TH, le score de MELD a la
greffe, 'antécédent de TH. Il a été possible de calculer la durée moyenne de séjour
(DMS) d’hospitalisation (comptabilisée a partir du jour de la greffe) et le nombre de
culots transfusés en peropératoire, grace aux dossiers informatisés du logiciel

SILLAGE du CHU de Lille.
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Les données biologiques recueillies sont le bilan hépatique (ASAT, ALAT,
GGT, PAL, bilirubine totale) et la créatinine. Ces résultats sont récupérés sur site le
jour de la greffe puis via les laboratoires extérieurs, le plus souvent lors des

consultations de suivia M1, M3 et a un an.

Données histologiques
Les résultats anatomopathologiques sont recueillis chez les patients ayant
bénéficiés d’'une ponction biopsie hépatique, permettant alors de définir le type et la

seévérité du rejet.

Techniques et données immunologiques

La recherche et lidentification des anticorps anti-HLA sont réalisées par
I'équipe du laboratoire d'immunologie du CHU de Lille, avec la technologie
LUMINEX®. Cette derniére s'appuie sur le principe de la cytométrie en flux associée
a deux lasers. Ce systéme utilise des billes de polystyréne dans lesquelles sont
incorporés deux fluorochromes a différentes concentrations. Elles sont ensuite
recouvertes d’antigéne HLA. Puis, ces microspheres sont excitées par le jeu de
lasers, permettant alors l'identification de chacune d’entre elles et d’identifier la
réaction a la surface de ces derniéres lorsqu’il existe une fixation de I'anticorps du
patient sur I'antigéne. La quantité d’anticorps fixée est évaluée par la mesure de la
fluorescence, définie par l'intensité moyenne de fluorescence (MFI). Cette technique
permet donc le dépistage des anticorps anti-HLA de classe | ou de classe I, et
I'identification de la spécificité des anticorps.

Pour tous les patients inclus, on identifie ceux possédant des anticorps

anti-HLA a MO, c’est-a-dire avant la TH.
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Les patients positifs sont ensuite testés en Single Antigen (SA), ce qui permet de
définir les spécificités et la MFI de chaque DSA PF.

A M3, les patients avec des anticorps anti-HLA positifs sont a nouveau
identifiés. Puis, on définit les spécificités des DSA afin de distinguer les DSA PF des
DSA DN. De méme, la MFI est quantifieée, et on recherche s’il existe une fixation a la
fraction C1q du complément au DSA.

A M12, la méme procédure qu’a M3 est réitérée.

VI.  Aspects réglementaires

L'étude a été autorisée par la CNIL le 18 novembre 2015 et a regu un avis

favorable du CPP le 9 juin 2015.

VII.  Analyses statistiques

L'analyse statistique s’est déroulée en plusieurs étapes.

La premiére étape consiste a effectuer une analyse descriptive de la
population d’étude, et de la fréquence des anticorps anti-HLA, DSA PF, DSA DN et
C1q. Les données continues quantitatives sont exprimées en médiane avec leur
écart interquartile.

La seconde étape consiste a comparer au suivi de la cohorte (n=143), les
patients avec et sans anticorps anti-HLA, puis les patients avec et sans DSA, et a
rechercher les facteurs de risque de rejet. Les comparaisons sont effectuées avec
les tests du Chi-2 pour les données qualitatives et avec les tests de Student ou
Fisher exact pour les données continues quantitatives. Les données dont la
distribution n’est pas “normale” ou gaussienne, sont comparées avec les tests non

paramétriques de Mann-Whitney.
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Une valeur de p < a 0,05 est considérée comme significative.

Une valeur de p située entre 0,05 et 0,10 indique une tendance.
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RESULTATS

I. Caractéristiques de la population générale

Entre 2016 et 2018, 189 patients ont bénéficié d’'une TH au CHU de Lille.

Finalement, 143 patients sont inclus dans I'étude. Parmi les 46 patients exclus, les

raisons sont : le refus personnel (34), une deuxiéme TH durant la période de I'étude

(6), une greffe multiple (2), 'inaptitude a consentir (2) et des patients mineurs (2).

Patients greffes
2016-2018 CHU Lille
n =189

Y

Patients inclus
n =143

 J

Patients exclus n = 46
« refus personnel n = 34
«2e TH durant 'étude n=6
* greffe multiple n =2
« inaptitude a consentir n = 2
* patients mineurs n = 2

Patients exclus a M3 n =42
» problémes techniques n = 38

Patients exclus aMOn =5
* problémes techniques n = 5

*décésn=4
\i \
Patients testés a MO Patients testés a M3
n=138 n=101

Figure 1a : Flowchart de I'étude

|

Patients exclus a M12 n = 38
* problémes techniques n = 30
*décésn=28

Y

Patients testés a M12
n=105
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Patients testés a
MO, M3 ou M12

|

|

|

Ac anti-HLA +

Ac anti-HLA -

:

:

DSA +

DSA -

:

Clg +

l

Clg-

Figure 1b : Stratégie de séquence de dosage des anticorps
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La population générale est majoritairement composée d’hommes a 67,8%,
avec un age médian a 57,3 ans et un BMI a 26,2 kg/m?. Les patients appartiennent
principalement au groupe sanguin A (44,0%) et O (42,7%). Les indications de TH
sont essentiellement le carcinome hépatocellulaire (40,6%) et la cirrhose liée a
I'alcool (30,8%). Six patients ont bénéficié d’'une greffe de foie précédemment. Ces
six patients sont regroupés avec les patients ayant une hépatopathie auto-immune.
La médiane du score de MELD le jour de la greffe est de 17. Le nombre médian de
culots globulaires transfusés en peropératoire est de 3. La durée moyenne de séjour

hospitaliére aprés la TH est de 19 jours.

Ftiologies des indications de TH

Autres
13,9%

Auto-immune etreTH CHC
12,6% 40,6%
Virale

2,1%

Alcool

30,8%

Figure 2 : Etiologies des indications de TH dans la population générale
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A MO, 138 patients sont finalement testés pour la recherche d’anticorps
anti-HLA. Cing sérums ne sont pas analysés suite a des problémes techniques
(manque de sérum ou mauvaise conservation du tube par exemple) ou a des tubes
manquants (cf. Figure 1a). On observe que 45,7% des patients ont des anticorps
anti-HLA avant la greffe. Parmi ces derniers, 66,6% d'entre eux possedent des DSA,
correspondant donc a des DSA PF.

A M3, 101 patients sont testés car quatre patients sont décédés avant et
trente-huit tubes ne sont pas analysés en raison de problémes techniques similaires
a MO ou de tubes endommageés. On note que 33,7% des patients greffés présentent
des anticorps anti-HLA.

A M12, un total de 105 patients sont testés. Quatre patients supplémentaires
sont décédés et trente tubes ne sont pas analysés. Finalement, 32,4% de ces
patients ont des anticorps anti-HLA positifs.

Vingt-six patients, soit 18,2%, de la population générale présentent un rejet,
seveére ou non seévere, durant le suivi de I'étude.

L’ensemble de ces résultats se trouve dans le tableau 1.

18



Tableau 1: Caractéristiques de la population générale

n % (NDb) Médiane [IQR]

Age (ans) 143 57,3 [50.7-62.8]
Sexe : 143

- Masculin 67,8 (96)

- __Féminin 32,2 (47)
BMI (kg/m?) 143 26,2 [22.7-29.5]
Groupe sanguin : 143

- O 42,7 (61)

- A 44,0 (63)

- B 9,8 (14)

- AB 3,5 (5)
ATCD de TH 143 4,2 (6)
Etiologie ala TH : 143

- CHC 40,6 (58)

- Liée a l'alcool 30,8 (44)

- Virale 2,1 (3)

- Auto-immune/reTH 12,6 (18)

- Autres 13,9 (20)
MELD a la greffe 143 17 [11-25]
Transfusion per op 143 3 [2-5]
DMS (jours) 143 19,0 [15.0-25.6]
Rejet 143 18,2 (26)
Ac anti-HLA M0 138 45,7 (63)
Ac anti-HLA M3 101 33,7 (34)
Ac anti HLA M12 105 32,4 (34)
DSA PF M0 63 66,6 (42)
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Concernant les paramétres biologiques, les différents taux résiduels de

tacrolimus sont recueillis @ chaque consultation et des moyennes a M3 et a M12

sont calculées pour chaque patient concerné. La médiane de tacrolimus est de 8,8

ng/ml a M3 et de 8,0 ng/ml a M12. Les données du bilan hépatique (ASAT, ALAT,

GGT, bilirubine totale) sont récupérées a M1, M3 et M12.

Les résultats sont regroupés dans le tableau 2.

Tableau 2 : Paramétres biologiques de la population générale
n Médiane [IQR]

Tacrolimus M3 (ng/ml) 110 8,8 [7.1-10.7]
Tacrolimus M12 (ng/ml) 100 8,0 [6.8-9.4]
Biologie M1 : 130

- ASAT (Ul 19 [14-31]

- ALAT (Ul/n) 23 [15-44]

- GGT (UIny 56 [33-93]

- PAL(UIN) 128 [99-181]

- Bilirubine totale (mg/l) 8 [5-13]

- Créatinine (mg/l) 12,0 [9.0-16.0]
Biologie M3 : 130

- ASAT (Ulfn) 17 [14-22]

- ALAT (Ul/n) 16 [12-22]

- GGT (UIny 22 [14-43]

- PAL(UIN) 93 [70-124]

- Bilirubine totale (mg/l) 4 [3-6]
Biologie M12 : 127

- ASAT (Ul 20 [16-25]

- ALAT (Ul 16 [12-24]

- GGT (UIny 24 [16-44]

- PAL(UI/N) 95 [72-135]

- Bilirubine totale (mg/l)

5 [3-7]
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Il.  Caractéristiques de la population avec ou sans anticorps anti-HLA

Parmi les 143 patients inclus, on identifie premiérement les patients
possédant des anticorps anti-HLA. Puis, parmi ces derniers, on recherche la
présence de DSA et en cas de positivité, on précise s’il s’agit de DSA PF ou de DSA
DN. Enfin, en cas de DSA DN positif, on identifie ceux ayant une liaison a la fraction
C1q du complément (cf. Figure 1b).

On commence par comparer les populations en fonction de la présence (ac
anti-HLA+) ou non des anticorps anti-HLA (ac anti-HLA-). On observe que les
femmes ont significativement plus d’anticorps anti-HLA positifs. L'age n’est pas
différent entre les deux groupes. Les patients ont tendance a étre plus souvent
transplantés pour une hépatopathie d'étiologie auto-immune dans le groupe ac
anti-HLA+, 19,1% vs 8,0% (p=0,05). Il semble qu’il existe moins d’allo-immunisation
chez les patients ayant un CHC. En effet, on retrouve 50,7% de patients atteints de
CHC dans le groupe ac anti-HLA- versus 27,0% dans le groupe ac anti-HLA+
(p<0,01). Le score de MELD a la greffe est plus élevé de fagon significative chez les
patients ayant des ac anti-HLA+, avec une médiane a 20 contre 15.

Le taux de rejet tend a étre plus fréquent au sein du groupe ac anti-HLA+,
avec un taux de 23,8% contre 13,3% (p=0,1).

Il n'y a pas de différence entre les deux groupes concernant la moyenne du
taux résiduel de tacrolimus a M3 et a M12.

La durée moyenne de séjour hospitaliére n’est pas différente.

Concernant les résultats biologiques, il existe une tendance a une
augmentation des PAL a M3 dans le groupe ac anti-HLA+. Cette différence est plus
importante et est significative a M12.

L’ensemble de ces résultats se trouve dans le tableau 3.
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Tableau 3 : Comparaison de la population avec et sans ac anti-HLA a baseline

HLA + HLA -
% Médiane [IQR] % Médiane [IQR] p

Age (ans) 56,5 [53.5-57.5] 58,1[55.1-61.3] 0,48
Sexe :

-  Masculin 58,7 76,0 0,03

- Féminin 41,3 24.0 0,03
Gpe sanguin :

- 0O 42,9 40,0 0,73

- A 39,7 49,3 0,26
Etiologie :

- CHC 27,0 50,7 p<0,01

- Alcool 36,5 26,7 0,21

- Auto-immun/

reTH 19,1 8,0 0,05

Rejet 23,8 13,3 0,1
Tacrolimus M3 8,7 [8.3-9.0] 9,0 [7.6-9.9] 0,94
Tacrolimus M12 8,6 [7.3-9.3] 8,0 [7.6-8.4] 0,34
Biologie M1 :

- ASAT (Ul 22 [18-28] 17 [16-21] 0,06

- ALAT (Ul 23 [17-33] 23 [18-30] 0,89

- GGT (UIny 50 [40-61] 52 [40-64] 0,77

- PAL(UIN) 136 [116-165] 127 [116-142] 0,57

- Bilirubine T 8 [6-13] 8 [5-11] 0,34

- Créatinine 12 [10-13] 12 [10-14] 0,73
Biologie M3 :

- ASAT (Uln) 18 [16-20] 16 [15-18] 0,32

- ALAT (UlI/n) 16 [13-19] 15 [14-18] 0,71

- GGT (Uln 24 [19-34] 21 [17-33] 0,71

- PAL(UIN) 107 [87-122] 91 [76-97] 0,05

- Bilirubine T 4 [3-5] 4 [4-5] 0,61
Biologie M12 :

- ASAT (Ul 20 [18-25] 19 [17-20] 0,13

- ALAT (Ul 19 [14-22] 16 [13-18] 0,19

- GGT (UIny 25 [20-30] 23 [19-32] 0,84

- PAL(UIN) 110 [98-135] 88 [78-95] p<0,001

- Bilirubine T 5 [4-7] 5 [4-6] 0,53
MELD alaTH 20 [17-23] 15 [12-17] 0,03
DMS (jours) 19 [16-22] 19 [17-21] 0,93

Le tacrolimus est exprimé en ng/ml.
La bilirubine totale et la créatinine sont exprimées en mg/I.
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lll.  Caractéristiues de la population avec ou sans DSA

Une comparaison est réalisée entre les patients ayant des DSA positifs
(DSA+) et les patients sans DSA (DSA-) avant la TH.

De méme que ce qui est mis en évidence dans la comparaison des patients
avec ou sans ac anti-HLA, il semble qu'il y ait moins d’allo-immunisation parmi les
hommes (p=0,08) et parmi les patients atteints de CHC (p=0,06). Le score de MELD
a la greffe tend a étre plus élevé dans le groupe DSA+, avec une médiane a 21
contre 15 (p=0,05).

Il N’y a pas de modification significative des valeurs du bilan hépatique a M1,
M3 et M12 entre les deux groupes. Il n'y a pas non plus de différence concernant la
moyenne du taux résiduel de tacrolimus a M3 et M12.

La présence de DSA PF ne semble pas associée a un risque de rejet plus
important.

Les résultats sont résumés dans le tableau 4.
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Tableau 4 : Comparaison de la population avec et sans DSA PF

DSA PF + DSA PF -
%  Médiane [IQR] % Médiane [IQR] p

Age (ans) 56,7 [49.4-62.0] 57,7 [55.5-60.5] 0,22
Sexe :

- Masculin 57,1 72,3 0,08

- Féminin 42,9 27,7 0,08
Gpe sanguin :

- 0 50,0 39,6 0,25

- A 35,7 47,5 0,20
Etiologie :

- CHC 28,6 45,5 0,06

- Alcool 40,5 26,7 0,10

- Auto-immun/

reTH 16,7 10,9 0,34

Rejet 21,4 16,8 0,52
Tacrolimus M3 8,8 [7.7-10.4] 8,7 [7.9-9.4] 0,80
Tacrolimus M12 8,8 [6.9-9.5] 8,0[7.6-8.2] 0,22
Biologie M1 :

- ASAT (Ul 19 [17-24] 20 [17-22] 0,63

- ALAT (Uln) 20 [16-29] 25 [19-30] 0,73

- GGT (UIny 50 [38-58] 51 [41-60] 0,90

- PAL(UIN) 121 [108-164] 129 [116-146] 0,97

- Bilirubine T 9 [6-14] 7 [4-13] 0,17

- Créatinine 13 [11-14] 12 [10-14] 0,82
Biologie M3 :

- ASAT (Ul 18 [16-20] 16 [15-18] 0,48

- ALAT (Ul/n) 16 [12-19] 15 [10-26] 0,80

- GGT (UIny 24 [19-34] 21 [17-25] 0,28

- PAL(UI/N) 102 [86-124] 92 [80-97] 0,18

- Bilirubine T 4 [3-5] 4 [4-5] 0,46
Biologie M12 :

- ASAT (Ulfn) 20 [17-25] 20 [15-29] 0,70

- ALAT (UI/n) 19 [12-22] 16 [13-38] 0,68

- GGT (UIny 25 [19-30] 23 [20-30] 0,97

- PAL(UIN) 99 [91-121] 91 [82-104] 0,08

- Bilirubine T 5 [4-7] 5 [4-7] 0,69
MELD alaTH 21 [18-24] 15 [13-17] 0,05
DMS (jours) 19 [15-22] 19 [17-21] 0,85

Le tacrolimus est exprimé en ng/ml.

La bilirubine totale et la créatinine sont exprimées en mg/I.
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A M3, on compare a nouveau les patients ayant des DSA positifs (DSA PF ou
DN) au reste de la population sans DSA.

L'allo-immunisation semble moins importante a M3 chez les hommes, avec
70,7% d’hommes dans le groupe DSA-, mais le résultat manque de significativité
(p=0,13). On ne met pas en évidence de différence concernant les étiologies
d’indication de la TH. Il n’y a pas non plus d’écart de score de MELD entre les deux
groupes.

La présence de DSA positifs n'est pas associée a des perturbations plus
importantes du bilan hépatique.

Il n'y a pas de sous immunosuppression par le tacrolimus chez les patients
ayant des DSA positifs a M3.

On ne retrouve pas de retentissement du nombre de transfusions
peropératoires de culots globulaires sur la positivité des DSA.

La présence de DSA a M3 n’est pas prédictive du rejet.

L’ensemble de ces résultats se trouve dans le tableau 5.
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Tableau 5 : Comparaison de population avec DSA a M3 et sans DSA

DSA + DSA -
% Médiane [IQR] % Médiane [IQR] p

Age (ans) 55,1 [50.6-61.6] 57,5[50.7-63.2] 0,13
Sexe masculin 55,6 70,7 0,13
Etiologie :

- CHC 30,3 42,2 0,40

- Alcool 40,7 28,5 0,21

- Auto-immun/

e TH 18,5 11,2 0,30

Rejet 22,2 17,2 0,55
Tacrolimus M3 8,8 [7.7-10.7] 8,6 [7.0-10.7] 0,72
Biologie M3 :

- ASAT (Ul 18 [14-21] 16 [14-22] 0,76

- ALAT (Ul 16 [12-19] 16 [11-22] 0,97

- GGT (UIny 25 [18-29] 21 [14-41] 0,26

- PAL(UIN) 110 [84-122] 91 [68-123] 0,14

- Bilirubine T 3 [3-4] 5 [2-11] 0,08
MELD alaTH 20 [15-24] 16 [10-25] 0,20
Transfusion per op 4 [3-5] 3 [1-5] 0,27
DMS (jours) 21 [15-25] 19 [15-26] 0,62

Le tacrolimus est exprimé en ng/ml.
La bilirubine totale est exprimée en mgl/l.
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Ensuite, la comparaison des patients ayant des DSA DN positifs liant le C1q

(C1g+) a M3, a ceux ne liant pas le C1q (C1g-), montre que le taux résiduel moyen

de tacrolimus a M3 est plus faible dans le groupe C1qg+ (p<0,01). De plus, on

observe que le taux de rejet est plus important dans ce groupe (26,1% versus

16,7%) mais le résultat manque de puissance (p=0,37).

On ne releve pas d’association a des modifications du bilan hépatique

lorsqu’il existe une liaison a la fraction C1q du complément.

Il n"a pas été possible de comparer les étiologies d’hépatopathie entre les

deux groupes, du fait d'un nombre de patients insuffisant pour cette analyse.

Ces résultats se situent dans le tableau 6.

Tableau 6 : Comparaison de population DSA DN avec liaison au C1q et sans liaison

au C1q
C1q + C1q -
% Médiane [IQR] % Médiane [IQR] p

Age (ans) 53,2 [51.1-61.9] 56,5 [49.8-59.8] 1,00
Tacrolimus M3 6,85 [6.3-8.3] 9,0 [8.3-11.9] 0,008
Biologie M3 :

- ASAT (Ul 17 [13-24] 18 [14-23] 0,93

- ALAT (Ul 15 [12-22] 16 [11-30] 0,81

- GGT (UIny 26 [14-55] 25 [19-42] 0,79

- PAL(UIN) 104 [85-126] 115 [77-151] 0,64

- Bilirubine T 4 [3-5] 3 [3-4] 0,45
Rejet 26,1 16,7 0,37
MELD alaTH 16 [12-24] 20 [18-25] 0,65
Transfusion per op 4 [3-5] 3 [3-6] 0,93
DMS (jours) 22 [17-39] 21 [15-24] 0,22

Le tacrolimus est exprimé en ng/ml.
La bilirubine totale est exprimée en mgl/l.
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Enfin, une derniére comparaison entre les patients présentant des DSA
positifs a M12 et les patients n’ayant pas de DSA est effectuée.

De méme qu’'a M3, les hommes représentent plus de 70% de la population
parmi le groupe DSA-, mais le résultat n'est pas assez significatif (p=0,22). On
observe une tendance a un age plus élevé chez les patients sans DSA.

Parmi les patients ayant des DSA positifs a M12, il y a un nombre plus
important de patients atteints d’hépatopathie auto-immune ou de patients bénéficiant
d’'une nouvelle TH : 26,9% versus 9,4% (p=0,01). En revanche, l'allo-immunisation
est moins importante chez les patients affectés par un CHC. En effet, il y a 44,4% de
patients atteints de CHC dans le groupe DSA- versus 23,1% dans le groupe DSA+
(p=0,04).

On observe une modification des valeurs du bilan hépatique a M12, chez les
patients ayant des DSA (p<0,01).

Le taux résiduel moyen de tacrolimus a M12 ne differe pas entre les deux
groupes.

La présence de DSA a M12 semble étre prédictive du rejet (p=0,02).

Ces résultats sont résumés dans le tableau 7.

Il na pas été réalisé d’analyse de groupe de patients avec la liaison a la

fraction C1g du complément, en raison d’un échantillon de patients trop faible.
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Tableau 7 : Comparaison de population avec DSA a M12 et sans DSA

DSA + DSA -
% Médiane [IQR] % Médiane [IQR] p

Age (an) 55,1[46.1-58.3 ] 57,5 [55.5-60.5] 0,06
Sexe masculin 57,7 70,1 0,22
Etiologie :

- CHC 23,1 44 4 0,04

- Alcool 34,6 29,9 0,64

- Auto-immun/

oTH 26,9 9,4 0,01

Rejet 34,6 14,5 0,02
Tacrolimus M12 8,6 [6.3-10.3 ] 8,0[7.8-8.6 ] 0,42
Biologie M12 :

- ASAT (Ul 25 [20-29] 19 [18-20] 0,001

- ALAT (UlI/n) 23 [18-28] 16 [13-18] 0,003

- GGT (UIny 28 [22-44] 23 [19-29] 0,11

- PAL(UIN) 99 [88-124] 93 [86-102] 0,16

- Bilirubine T 5[4-8] 5 [4-6] 0,59
Transfusion per op 4 [3-5] 3[3-4] 0,30
MELD alaTH 18 [14-21] 17 [14-19] 0,72
DMS (jours) 21 [15-24] 19 [17-20 ] 0,74

Le tacrolimus est exprimé en ng/ml.
La bilirubine totale est exprimée en mg/I.
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IV.  Eacteurs de risque de rejet

Les facteurs de risque de rejet retrouvés sont principalement la positivité des
anticorps anti-HLA et DSA a un an. On observe a M12, que parmi les patients ayant
présenté un épisode de rejet, 61,1% et 34,6% d’entre eux ont respectivement des
anticorps anti-HLA et DSA positifs contre 26,4% et 14,5% des patients n’ayant pas
fait de rejet (p<0,05).

Les différences d’age, de sexe ou de BMI n’apparaissent pas comme des
facteurs de risque.

On ne met pas en évidence de phénomenes de rejet plus importants selon
l'indication de la TH ou selon le score de MELD.

Concernant les immunosuppresseurs (IS) a M12, on remarque que les
patients sont plus fréquemment sous corticothérapie en cas de rejet, 52,5% versus
20,8% (p<0,05). Parmi le groupe de patients n'ayant pas présenté de rejet, 83,7%
d’entre eux sont traités par tacrolimus contre 61,9% dans le groupe opposé (p=0,04).

L'ensemble de ces résultats sont regroupés dans le tableau 8.

A propos des valeurs du bilan hépatique, en cas d’épisode de rejet, on
retrouve des perturbations du bilan hépatique a M1, M3 et M12, avec notamment
une cholestase supérieure a une fois et demi de la normale a M1.

Ces résultats sont détaillés dans le tableau 9.
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Tableau 8 : Facteurs de risque de rejet

Rejet + Rejet -
% Médiane [IQR] % Médiane [IQR] p

Age (ans) 60,6 [51.1-63.4] 57,2 [55.0-58.4] 0,39
Sexe :

- Masculin 65,4 68,4 0,77

- Féminin 34,6 31,6 0,77
BMI (kg/m?) 27,3 [22.9-29.4] 26,0 [24.5-27 1] 0,84
Gpe sanguin :

- O 50,0 41,0 0,40

- A 30,8 47 1 0,13
Etiologie:

- CHC 46,2 39,3 0,52

- Alcool 19,2 33,3 0,16

- Auto-immune/

reTH 19,2 11,1 0,26

MELD alaTH 16 [10-23] 17 [14-20] 0,30
IS a M12:

-  MMF* 72,7 75,5 0,80

- Tacrolimus 61,9 83,7 0,04

- Corticoides 52,4 20,8 p<0,05

- Ciclosporine 14,3 42 0,14

- Everolimus 43,9 25,0 0,14
Ac anti-HLA + :

- MO 60,0 42,5 0,11

- M3 35,0 33,3 0,89

- M12 61,1 26,4 p<0,05
DSA +:

- MO 34,6 28,2 0,52

- M3 23,1 18,0 0,55

- M12 34,6 14,5 p<0,05

MMF* = Mycophenolate Mofetil
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Tableau 9 : Paramétres biologiques en fonction de la présence ou non d’un rejet

Rejet + Rejet -
Médiane [IQR] Médiane [IQR] p

Tacrolimus M3 9,0 [8.5-11.26] 8.7 [7.8-9.1] 0,50
Tacrolimus M12 8.3 [7.5-8.9] 8.0 [7.6-8.8] 0,73
Biologie M1 :

- ASAT (Uln) 25 [19-34] 19 [17-21] 0,03

- ALAT (UlI/n) 30 [19-66] 21 [18-28] 0,07

- GGT (Uln) 82 [56-109] 44 [40-53] p<0,01

- PAL(UIN) 205 [115-250] 126 [116-136] 0,01

- Bilirubine T 9 [6-13] 8 [7-9] 0,15

- Créatinine 11 [8-14] 13 [11-14] 0,25
Biologie M3 :

- ASAT (Ul 21 [16-24] 16 [15-18] p<0,01

- ALAT (UIN) 20 [15-27] 14 [13-16] p<0,01

- GGT (UIny 43 [25-89] 20 [17-23] p<0,01

- PAL(UIN) 132 [80-205] 92 [86-97] 0,03

- Bilirubine T 6 [6-7] 4 [4-5] 0,04
Biologie M12 :

- ASAT (Ul 22 [19-25] 19 [18-21] 0,04

- ALAT (Ul 19 [15-24] 16 [13-18] 0,07

- GGT (UIny 44 [23-84] 23 [20-26] 0,02

- PAL(UIN) 114 [90-231] 93 [85-100] 0,07

- Bilirubine T 5 [4-7] 5 [4-6] 0,74
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V.  Evolution des anticorps anti-HLA, des DSA et des MFI

On observe que la présence d’anticorps anti-HLA positifs ainsi que le nombre
de DSA positifs diminuent avec le temps aprés la TH. Mais cette diminution semble

moins importante entre M3 et M12.

Evolution Anticorps Anti HLA et DSA post TH

0,5

0,4

0,3

0,2

0,1

M3 M12

B AcHLA

0 Dsa

Figure 3 : L'évolution des ac anti-HLA + et des DSA + aprés TH

Parmi les patients ayant des DSA positifs a M12, 65,4% d'entre eux avaient
au préalable des DSA positifs a M3. Si les patients n’'ont pas de DSA a M3, alors
92,2% d’entre eux n’en auront pas non plus a M12 (p<0,01).

Plus précisément, tous les patients testés positifs avec des DSA DN a M12,
I'étaient aussi a M3. Et 71,4% des patients qui sont positifs a M3, le sont encore a

M12 (p<0,01).
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En suivant la cinétique du nombre de DSA cumulés chez les patients avant et
aprés la TH, on observe que les DSA PF disparaissent au fil du temps, en paralléle

de I'apparition des DSA DN.

Tableau 10 : Nombre de DSA PF et DSA DN en fonction du temps

DSA PF DSA DN DSA totaux
MO0 100 0 100
M3 78 41 119
M12 50 38 88

Evolution du type de DSA

100
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MO M3 M12

B osapr [ DSADN

Figure 4 : L'évolution des DSA PF et DN en fonction du temps

34



De méme, en suivant la cinétique de la somme de la MFI des DSA PF, on
remarque qu’elle diminue avec le temps aprés la TH tandis que la somme de la MFI

des DSA DN augmente.

Tableau 11 : La MFI des DSA PF et DSA DN en fonction du temps

MFI DSA PF MFI DSA DN

MO 3950 0
M3 7500 1700
M12 800 8500

Evolution des MFI selon le type de DSA

10000

7500

5000

2500

M3 M12

B wvrer B MFIDN

Figure 5 : L'évolution de la MFI des DSA PF et DN en fonction du temps
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VI.  Relation entre la quantité de DSA et les valeurs du bilan hépatique

Afin d’évaluer le lien entre la quantité de DSA et les valeurs du bilan
hépatique, les patients sont divisés en trois groupes, selon leur nombre de DSA:
- absence d’expression de DSA,
- expression faible de DSA (présence d’'un a 2 DSA),
- expression forte de DSA (nombre de DSA = 3).
Comme le montrent les graphiques ci-dessous, on observe qu'il existe des
perturbations du bilan hépatique plus importantes en cas d’expression forte des

DSA.
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De la méme maniere, les patients sont répartis en trois groupes, selon la
somme de la MFI des DSA, sachant que le seuil de 1600 correspond a la médiane :
- absence de MFI,
- MFI faible (<1600),
- MFI forte (>1600).
On observe alors que la quantité d’expression de la MFI influe sur les valeurs
du bilan hépatique. Plus la somme de la MFI est élevée, plus les perturbations du

bilan hépatique sont importantes.
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DISCUSSION

Cette étude évalue le lien entre les DSA et le rejet en transplantation
hépatique. Elle montre que la présence de DSA est associée au risque de rejet. Plus
précisément, la caractérisation de la spécificité des DSA permet de révéler que seuls
les DSA de novo ont une significativité, qu'ils soient liés ou non au C1q. A l'inverse,
les DSA préformés n'ont pas d’'impact sur le risque de rejet, ni de répercussion sur
les valeurs du bilan hépatique.

Le nombre d’antigénes positifs aprés la greffe, mais aussi l'intensité de leur
positivite¢ (MFI), sont quant a eux associés a des perturbations plus importantes du
bilan hépatique. On note des valeurs de transaminases plus élevées, mais surtout
une cholestase plus marquée, sans que les valeurs ne différent de la normale.

L'apparition de DSA de novo se fait principalement dans les trois premiers
mois suivant la transplantation. Tous les patients testés positifs a M12, avec la
présence de DSA de novo, I'étaient aussi a M3.

La présence ou I'apparition de DSA de novo liant le C1q a M3, est associée a
un taux résiduel moyen plus faible sur les trois premiers mois aprés la greffe. Mais
ce resultat reste a confirmer sur un effectif de patients plus important.

Par ailleurs, on observe que les patients ayant des DSA de novo fixant le C1q
présentent plus de rejet. Néanmoins, ce résultat manque de puissance,
probablement a cause du faible nombre de patients dans le groupe. Cependant,

cette donnée a été démontrée par O’Leary et al [24].
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Cette étude confirme I'absence de lintérét du dosage des DSA avant la
greffe, puisque les DSA préformés disparaissent rapidement en post-transplantation
et n‘ont finalement que peu d’impact sur le risque de rejet [25]. Aujourd’hui, la
présence de DSA préformés n’influe pas sur le choix du greffon hépatique. De
méme, un crossmatch positif n’est pas une contre-indication a la transplantation
hépatique, et le dépistage des anticorps anti-HLA avant la greffe semble peu
nécessaire [26] [27].

En revanche, d’autres études ont montré que la persistance de DSA
préformés de classe Il, avec une MFI = 5000, était associée a un risque de rejet
précoce [22].

On propose dans I'étude, des seuils pour définir I'intensité de I'expression des
DSA et de la MFI. La médiane de la somme des MFI est a 1600. Au-dessus de cette
valeur, I'expression de la MFI est considérée comme forte, et pour les valeurs
<1600, I'expression est considérée comme faible. Dans la littérature scientifique, les

seuils de positivité des DSA sont généralement fixés pour des MFI > 1000 [28].

Cette étude présente plusieurs limites. L'une des principales est 'absence de
ponction biopsie hépatique systématique. En effet, nous ne savons pas s’il existe un
rejet histologique a minima parmi les patients ayant des DSA positifs et ne
manifestant pas de signes de rejet clinique ou biologique apparents. Le deuxiéme
point faible de I'étude est la durée du suivi qui s’arréte a un an. En conséquence, il
n’est pas possible d’évaluer le lien entre les DSA et le rejet chronique.

Le point fort de cette étude est son caractére prospectif incluant les patients

greffés entre 2016 et 2018 au CHU de Lille.
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CONCLUSION

Cette étude met en évidence 'existence d’une association entre les DSA et le

rejet en transplantation hépatique. La présence de DSA positifs, notamment a un an
de la greffe, est un facteur de risque de rejet.

Il existe un intérét a continuer I'étude, afin de déterminer si la persistance des
DSA de novo a un an est associée a la perte ou a une diminution de la survie du
greffon. La poursuite de I'étude permettrait de répondre a la question de l'intérét de
la modulation de I'immunosuppression en fonction de la positivité des DSA.

Cette étude n’a pas permis d'élucider I'effet du C1q.
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Introduction : La transplantation hépatique (TH) est le traitement des maladies graves du
foie. Le réle des anticorps anti-HLA et des DSA dans les phénoménes immunitaires de rejet
restent contradictoires. Cette étude porte sur I'intérét du dosage des DSA pour le suivi des
patients transplantés hépatiques.

Méthode : C’est une étude observationnelle prospective, incluant des patients transplantés
hépatiques entre 2016 et 2018 au CHU de Lille. La recherche et l'identification des anticorps
anti-HLA reposent sur la technologie LUMINEX®. Le dosage des anticorps est réalisé avant la
greffe, puis a M3 et M12 de la TH. Le critére de jugement principal est le rejet. Les critéres de
jugement secondaires sont les perturbations du bilan hépatique et les facteurs de risque
d’avoir des anticorps anti-HLA ou DSA positifs.

Résultats : 143 patients greffés sont inclus dans I'étude. La présence d’anticorps anti-HLA et
de DSA a M12 sont des facteurs de risque de rejet. Le nombre de DSA et leurs MFI influent
sur les valeurs du bilan hépatique a M12. L'apparition des DSA DN se fait dans les trois
premiers mois suivant la greffe. Il existe peu d’intérét au dosage des DSA avant la greffe. Les
DSA PF disparaissent apres la TH.

Conclusion : La présence de DSA positifs, notamment a 1 an de la greffe, est un facteur de
risque de rejet.
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