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1. Introduction 

La prise en charge des patients en transplantation rénale s’est largement améliorée au cours des 

dernières décennies mais pour un individu donné, l’évaluation précise du greffon (fonction, rejet, 

pronostic, etc.) reste imparfaite. Alors que la recherche translationnelle promet une médecine 

personnalisée à court terme, notre pratique quotidienne repose toujours sur des mesures biologiques 

basiques : créatininémie, protéinurie, recherche d’anticorps anti-HLA dirigés contre le donneur (1). 

Notre raisonnement médical se construit sur ces biomarqueurs, même anciens, même peu performants, 

pour décider d’une biopsie du greffon (2).  

Cette biopsie du greffon demeure un outil indispensable dans le suivi du patient ayant reçu une 

transplantation rénale, toutefois son caractère invasif et la possibilité de complications rares mais 

parfois graves, s’opposent à sa réalisation répétée (3). Le développement de biomarqueurs moins 

invasifs, et permettant un suivi longitudinal apparaît donc nécessaire en alternative ou en complément 

à la biopsie rénale. En transplantation rénale, les urines apparaissent comme une source de 

biomarqueurs non invasifs particulièrement attractive. L’urine est le produit de la filtration 

glomérulaire, mais sa composition finale est profondément modifiée par les segments tubulaires qui 

assurent les fonctions d’excrétion, de réabsorption et de sécrétion. Ainsi, 70% des protéines de l’urine 

terminale proviennent des reins et 30% seulement sont issues de l’ultrafiltrat du plasma. En outre, les 

urines contiennent des cellules issues de la desquamation de cellules rénales résidentes (cellules 

glomérulaires dans la chambre urinaire et cellules épithéliales tubulaires dans la lumière tubulaire) 

mais également des cellules immunitaires infiltrant le greffon. Les urines du patient transplanté rénal 

peuvent donc être interrogées de plusieurs manières. Le culot cellulaire peut être séparé du surnageant, 

et il devient alors possible d’étudier les acides nucléiques (acide ribonucléique [ARN] messagers et 

microARN) dans la partie cellulaire, et les protéines et métabolites dans le surnageant acellulaire. 

Le potentiel diagnostique des biomarqeurs urinaires a été évalué pour de nombreuses lésions de 

greffon rénal : ischémie/reperfusion, récidive de glomérulopathie, fibrose interstitielle, etc. Dans cette 

revue, nous nous focaliserons sur les principaux biomarqueurs urinaires actuellement proposés dans le 

monitoring non invasif du rejet aigu, ainsi que leurs limites. Puis nous nous efforcerons de déterminer 

les conditions nécessaires pour convaincre la communauté néphrologique et envisager leur adoption en 

pratique quotidienne.   

2. ARN messagers urinaires 

L’équipe de M. Suthanthiran a été la première à démontrer en 2001 la faisabilité d’utiliser les ARN 

messagers (ARNm) comme marqueurs du rejet aigu, après la mise au point d’une étape de 

préamplification permettant de pallier la faible quantité d’ARNm dans les urines (4). Dans ce travail 

princeps, les ARNm codant les molécules cytotoxiques perforine et granzyme B étaient surexprimés 
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dans les urines de patients ayant un rejet aigu cellulaire, et l’association des deux permettait le 

diagnostic de rejet aigu cellulaire avec une aire sous la courbe (AUC) de 0,86. Depuis, de nombreuses 

études ont confirmé le potentiel diagnostique du profiling des ARNm (5). Après de nombreuses études 

monocentriques, l’étude intitulée « Clinical Trials in Organ Transplantation-4 » (CTOT4) a validé de 

manière, l’AUC d’une signature diagnostique du rejet aigu cellulaire comportant trois ARNm (CD3ε, 

CXCL10 et 18S), était de 0,85 correspondant à une sensibilité de 72% et une spécificité de 71% (6). 

Dans l’analyse de prélèvements longitudinaux, l’augmentation des trois gènes de la signature dans les 

semaines qui précèdent le diagnostic du rejet aigu cellulaire, suggère son utilisation possible comme 

outil de diagnostic précoce. Une autre signature de six ARNm (CD3ε, CD105, TLR4, CD14, 

complement factor B et vimentine) a été proposée pour distinguer le rejet aigu, cellulaire (n=26) ou 

humoral (n=26), de la dysfonction sans rejet (n=32) (7). Dans cette même étude, une autre signature de 

cinq ARNm (CD3ε, CD105, CD14, CD46 et 18s) permettait de distinguer les rejet aigu cellulaire des 

rejets aigus humoraux (RAH). Plus récemment, le urinary common rejection module (uCRM, 

comportant 11 ARNm) proposé par le groupe de M. Sarwal, promet des performances sans précédent 

avec une AUC à 0,99 pour distinguer les échantillons associés à un rejet aigu (n=49) des stables 

(n=58) (8). Cette signature établie sur des échantillons cas-témoins appariés, donc sélectionnés, devra 

toutefois être validée dans une large cohorte transversale.   

Enfin, outre le rejet, quelques études ont évalué l’intérêt des ARNm urinaires pour le diagnostic de la 

fibrose interstitielle et atrophie tubulaire ou encore pour la prédiction de la perte du greffon après 

néphrite à BK-virus (9,10). 

3. MicroARN urinaires 

  Le développement remarquable des techniques de biologie moléculaire a permis 

l’étude de l’ensemble du transcriptome, mais aussi des ARN non codants. Parmi eux, les microARN 

ont pour fonction la régulation de l’expression des ARNm. Plus de 1800 microARN humains ont été 

mis en évidence à ce jour et une littérature émergeante suggère la possibilité de développer des 

biomarqueurs de suivi des patients transplantés par cette approche (11). Lorenzen et al. ont d’abord 

démontré sur le plan méthodologique la stabilité des microARN dans les urines, puis a défini miR-10a, 

miR-10b et miR-210 comme dérégulés au cours du rejet cellulaire (12). De même, le profil 

d’expression des microARN urinaires a permis d’identifier 22 microARN significativement différents 

entre patients stables avec biopsie normale et des patients avec dysfonction et fibrose interstitielle et 

atrophie tubulaire sur la biopsie (13). Ces 22 microARN étaient associés à des processus liés à 

l’inflammation, suggérant leur implication physiopathologique en plus de leur potentiel capacité 

diagnostique.  
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4. Protéines urinaires ciblées 

La quantification de protéines urinaires candidates peut être faite de manière simple, reproductible et 

peu coûteuse par méthode enzyme-linked immunosorbent assay (elisa). Pour le monitoring non invasif 

du rejet, la quantification des protéines de l’inflammation a été largement évaluée (14). Les 

chimiokines sont des cytokines chimioattractantes qui participent au recrutement des cellules 

inflammatoires lors des phénomènes d’ischémie–reperfusion et de rejet (15). En particulier, les 

chimiokines urinaires de la famille des ligands de CXCR3 ont été associées au diagnostic de rejet aigu 

dans différentes études. Ainsi CXCL9 et CXCL10 sont augmentées en cas de rejet aigu cellulaire (16), 

alors que CXCL10 a été associée plus spécifiquement au diagnostic et au pronostic du RAH (17, 18). 

Toutefois, les chimiokines ne sont pas spécifiques de l’agression allo-immune et d’autres conditions 

inflammatoires telles que la néphrite à BK-virus peuvent induire leur augmentation dans l’urine des 

patients ayant eu une transplantation (19).  

D’autres protéines ont été proposées l’endothelial protein C receptor  (EPCR) pour discriminer le rejet 

aigu cellulaire du rejet aigu humoral avec une AUC de 0,88 (20).  

5. Protéomique/peptidomique 

L’étude du profil d’expression global des peptides ou des protéines dans les urines a été rendu possible 

par le développement de technologies de détection des protéines (spectrométrie de masse), précédées 

de techniques de séparation (électrophorèse bidimensionnelle, chromatographie liquide haute 

performance, électrophorèse capillaire). Pour la première fois en 2003, l’approche protéomique a été 

évaluée en transplantation rénale, permettant d’identifier 13 pics présents dans la plupart des 

échantillons associés à un rejet (n=17) et absents des urines de patients sans rejet (n=15) (21). Dans 

cette étude cas-témoins, l’AUC résultante était à 0,84. Puis, le groupe de P. Nickerson a également 

utilisé cette technique chez 50 patients transplantés rénaux répartis en quatre groupes (rejet aigu, 

patients stables, nécrose tubulaire aiguë et glomérulopathie récurrente ou de novo) (22). Trois pics 

étaient présents chez 94% des patients avec rejet mais chez seulement 18% des patients stables et 

aucun des contrôles sains. Dans une autre étude, des profils protéiques uniques ont été décrits en cas 

de nécrose tubulaire aiguë (n=353 protéines), de rejet aigu cellulaire (n=322) ou humoral (n=165) (23). 

En parallèle, la protéomique a été appliquée à l’évaluation de la néphropathie chronique d’allogreffe et 

de la fibrose interstitielle et atrophie tubulaire (24,25). Enfin, il convient de préciser que l’étude des 

peptides (peptidomique) constitue une variante à la protéomique. Cette approche encore très 

confidentielle a été utilisée pour développer une signature peptidomique de fibrose interstitielle et 

atrophie tubulaire sur 29 échantillons urinaires collectés à 6 mois de transplantation (26). Le 

biomarqueur le plus performant était une protéine de 8860 Da qui prédisait la dysfonction à 1 an avec 

une sensibilité de 93% et une spécificité de 65%.  
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En somme, cette littérature plus récente apporte un niveau de preuve plus faible, et ces résultats 

devront être confirmés dans des études prospectives.  

6. Métabolomique 

 Enfin, l’approche émergeante que constitue la métabolomique est fondée sur l’étude des 

profils de la globalité des métabolites (petites molécules de moins de 1500 Da) d’origine endogène ou 

exogène. Comme pour la protéomique, la métabolomique impose une étape de séparation, de détection 

puis d’analyse bioinformatique. Ses applications en transplantation demeurent encore très limitées. 

Cette méthode a été utilisée sur des échantillons d’urine pour appréhender des situations telles que 

l’ischémie/reperfusion ou la néphrotoxicité des inhibiteurs de la calcineurine (27). De manière 

intéressante, dans l’étude CTOT4, une signature métabolomique (ratios 3-sialyllactose/xanthosine et 

quinolinate/X-16397) a été combinée à la signature transcriptomqiue des trois gènes (CD3ε, CXCL10 

et 18S) pour établir une signature composite avec une AUC de 0,93 pour le diagnostic de rejet aigu 

cellulaire, ouvrant des perspectives multiples sur le potentiel à combiner différentes approches (28).  

7. Biomarqueurs urinaires : les limites actuelles 

Ces avancées majeures dans le développement de méthodes innovantes et performantes de 

quantifications des ARN codants et non-codants, des protéines et des métabolites, a permis d’identifier 

de nombreux biomarqueurs urinaires candidats en transplantation rénales. Toutefois quasiment 20 ans 

après la publication princeps de l’équipe de Suthanthiran dans New England Journal of Medicine (4), 

ces marqueurs n’ont toujours pas été implémentés dans notre pratique quotidienne, et demeurent du 

domaine de la recherche scientifique.  

En effet, la majorité des études sont émaillées d’écueils méthodologiques qui ont conduit à limiter la 

confiance dans leurs résultats, et peuvent être résumés ainsi (29): (i) les faibles effectifs dans les 

groupes, c’est à dire le manque de puissance et l’absence de prise en compte des facteurs de 

confusion ; (ii) l’absence de corrélation des résultats à des biopsies rigoureusement phénotypées ; (iii) 

l’absence de confirmation des résultats dans une cohorte de validation, externe dans l’idéal ; (iv) le 

design des études de type cas-contrôles ne rendant pas compte des performances sur une population 

« tout venant » non sélectionnée ; (e) le nombre trop important de biomarqueurs à associer ou 

l’utilisation de techniques trop sophistiquées ou coûteuses.  

À titre d’illustration, dans l’étude CTOT4 l’AUC dans une cohorte de validation externe était de 0,74 

contre 0,85 dans la cohorte principale (6). En outre, 17% des échantillons ne passaient pas les critères 

qualité de la technique, ce qui littéralement interdit l’évaluation du risque de rejet chez ces patients. De 

même pour la protéomique, l’absence de standardisation des méthodes de prélèvement, la multiplicité 

des méthodes de séparation, la difficulté d’analyse des résultats, rende son utilisation en routine peu 

probable à court terme.  
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8. Biomarqueurs urinaires : vers une utilisation en clinique 

 Il reste donc un grand pas à franchir pour le transfert de la recherche vers la clinique et qui 

nécessite schématiquement différentes étapes : (i) l’identification et la validation robuste de 

biomarqueurs pour des pathologies clairement définies ; (ii) la démonstration de leur utilité clinique 

incluant la description des facteurs de confusion et la définition de seuils de positivité; (iii) le 

développement de biomarqueurs quantifiés sur des plateformes accessibles, avec la possibilité d’un 

rendu de résultats rapides et fiables pour un coût acceptable.  

 L’étude européenne intitulée Biomarkers of renal graft injuries in kidney allograft recipients 

(BIOMARGIN) a été conçue spécifiquement pour répondre à ces prérequis. Son objectif est la 

découverte, la sélection et la validation de biomarqueurs, en utilisant les différentes approches 

« omics » (transcriptomique, peptidomique, protéomique, métabolomique) dans des échantillons 

sanguins, urinaires et biopsiques pour le diagnostic de lésions histologiques, établies de façon robuste 

par une relecture centralisée des biopsies par un comité d’experts. La conception de l’étude 

multicentrique comporte plusieurs phases : une cohorte de découverte des biomarqueurs par approche 

sans a priori, une cohorte indépendante de réplication et de sélection et enfin une cohorte de validation 

incluant des patients non sélectionnés consécutivement enrôlés, assurant ainsi la représentation de 

toute la diversité de la pathologie du greffon observée en pratique. Le choix des biomarqueurs 

candidats d’une phase vers une autre repose sur une analyse statistique complexe. Dans cette étude, les 

ARNm urinaires candidats les plus performants sélectionnés par l’étude cas-témoins (Step 1) ont été 

quantifiés sur la seconde cohorte cas-témoins (Step 2) pour développer une signature diagnostique du 

rejet aigu humoral associant six mRNA (Fig 1). Ses performances ont ensuite été validées sur la 

cohorte prospective non sélectionnée (Step 3, AUC=0,76, P<0.0001) puis combinée à différents 

paramètres cliniques et biologiques pour obtenir un modèle de diagnostic du rejet aigu humoral avec 

une AUC à 0,85 (non publié).  

 En dehors de la conception rigoureuse des études de développement, une considération 

majeure est l’aptitude du biomarqueur à devenir un outil du clinicien. A cet effet, la quantification des 

chimiokines urinaires semble avoir une longueur d’avance :  la méthode de dosage par elisa est 

disponible dans les laboratoires de routine, relativement peu onéreuse et réalisable sur tous les 

échantillons (tandis que les analyses de transcriptomique ou de protéomique conduisent à l’exclusion 

de 10 à 30% des échantillons selon des critères qualité internes à chaque méthode). Les chimiokines 

urinaires sont certes augmentées dans d’autres processus inflammatoires d’origine non allo-immune, 

tels que la virémie à BK virus ou l’infection urinaire bactérienne. Mais ces facteurs de confusion ne 

constituent pas nécessairement un motif d’exclusion des échantillons et un frein à leur utilisation, dès 

lors qu’ils sont intégrés dans un modèle statistique multiparamétrique de diagnostic du rejet aigu. 

L’AUC résultante dans une cohorte transversale de 391 échantillons était de 0,85 (Tinel et al, soumis), 

avec la validation des performances dans deux cohortes indépendantes (0,92 dans une cohorte 
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française composée majoritairement de biopsies d’indication, et 0,85 dans la cohorte transversale de 

BIOMARGIN comportant une majorité de biopsies de dépistage).   

9. Conclusion 

Au cours du suivi des patients transplantés rénaux, les biomarqueurs urinaires constituent un domaine 

de recherche attractif et prometteur compte-tenu de son caractère strictement non invasif. Les urines 

peuvent potentiellement contenir la somme des évènements survenant dans le greffon, palliant au 

problème de biais d’échantillonnage et faux-négatif de la biopsie. Des signatures combinant ARNm, 

microARN, protéines et métabolites ont été proposées pour évaluer les risques de rejet cellulaires ou 

humoraux, de retard de reprise de fonction, de fibrose interstitielle et atrophie tubulaire. La majorité de 

ces biomarqueurs candidats doivent toutefois être confirmés et validés dans des études robustes avant 

que ces biomarqueurs puissent devenir des outils du quotidien. Parmi toutes ces pistes, la 

quantification des chimiokines urinaires semble la plus proche d’une application clinique. Les résultats 

de grandes cohortes longitudinales ou d’études randomisées (NCT03206801) en cours devraient 

conduire à leur adoption en pratique clinique à court terme. 
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Légende de la figure 

Figure 1. Etude « Biomarkers of renal graft injuries in kidney allograft recipients » (BIOMARGIN). 

(A.) Chronologie de l’étude montrant le développement des biomarqueurs en plusieurs phase 

successives à partir d’échantillons sanguins, urinaires et biopsiques collectés dans quatre centres 

européens. Étape 1 (Step 1) : étude sans a priori pour la recherche de biomarqueurs issus des analyses 

de transcriptomique, protéomique et métabolomique dans quatre groupes de patients selon les résultats 

de la biopsie : normale, rejet aigu cellulaire (ou T-cell mediated rejection, TCMR), rejet aigu humoral 

(ou antibody-mediated rejection, ABMR) et fibrose interstitielle et atrophie tubulaire (interstitial 

fibrosis and tubular atrophia). Étape 2 (Step 2) : sélection des biomarqueurs candidats les plus 

pertinents et combinaison de biomarqueurs dans des signatures diagnostiques sur une cohorte cas-

témoins indépendante. Étape 3 (Step 3) : évaluation des performances diagnostiques sur une large 

cohorte non sélectionnée de 450 échantillons, prospectivement et consécutivement collectés. Étape 4 

(Step 4) : cohorte prospective avec quantification longitudinale des biomarqueurs chez 450 patients 

adultes et 50 patients pédiatriques pendant 5 ans pour évaluer les performances diagnostiques et 

pronostiques. (B.) Courbe ROC (receiver operating characteristic) illustrant l’aire sous la courbe 

(AUC) de la meilleure signature issue de l’analyse des ARN messages urinaires pour le diagnostic du 

rejet humoral parmi tous les autres diagnostics de l’étape 3. L’intervalle de confiance résulte d’un test 

de rééchantillonnage appliqué 100 fois. (C.) Courbe ROC illustrant l’AUC d’un modèle statistique qui 

combine la signature du rejet aigu humoral et différents paramètres cliniques et biologiques. 

L’intervalle de confiance résulte d’un test de rééchantillonnage appliqué 100 fois.  






