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LISTE DES ABBREVIATIONS

- CMV : Cytomégalovirus Humain

- D'/R : Receveur séronégatif transplanté avec donneur séropositif pour le CMV
- D/R : Receveur séronégatif transplanté avec donneur séronégatif pour le CMV
- D'/R" : Receveur séropositif transplanté avec donneur séropositif pour le CMV
- D'/R" : Receveur séropositif transplanté avec donneur séronégatif pour le CMV
- EBV : Epstein-Barr Virus

- IE-1: Immediate Early protein 1

- IE-1LT: LT spécifiques d’IE-1

- IFNy : Interféron y

- IL2: Interleukine 2

- LT :Lymphocytes T

- min-max : minimum — maximum

- MIP-1 B : Macrophage Inflammatory Protein-1f3

- MMF : Mycophénolate mophétil

- mTOR : mammalian Target Of Rapamycin

- PBMC : Cellules mononuclées du sang périphérique

- PBS: Phosphate Buffer Saline

- PCR : Polymerase Chain Reaction

- pp65 : phosphoprotéine 65

- pp65 LT : LT spécifiques de pp65

- No Réact CMV : Receveurs séropositifs pour le CMV sans réactivation virale

- R : Receveur séropositif pour le CMV

- Réact CMV : Receveurs séropositifs pour le CMV avec réactivation virale

- SAL : Sérum Anti-Lymphocytaire

- SVF: Sérum de Veau Feetal

- TCM : Lymphocytes T Mémoires Centraux

- TD : Lymphocytes T Effecteurs Terminaux

- TEM : Lymphocytes T Effecteurs Mémoires

- TN : Lymphocytes T Naifs

- TNFa : Tumor Necrosis Factor o

- TSCM : Progéniteurs Mémoires T ou T Stem Cells Memory

- VIH : Virus de I’'mmunodéficience Humaine
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INTRODUCTION

Du fait de I’évolution des différents traitements immunosuppresseurs et malgré le
développement des thérapies antivirales efficaces contre le Cytomegalovirus (CMV), cette infection
virale reste une problématique d’importance en transplantation rénale, tant par sa fréquence que par
son impact sur 1’évolution du patient et du greffon.

Il n’y a actuellement pas de consensus concernant la gestion du CMV chez les receveurs
séropositifs pour le CMV. S’il est recommandé que tous les patients séronégatifs transplantés avec
un donneur séropositifs pour le CMV bénéficient d’une prophylaxie systématique antivirale, il n’y a
pas de recommandation pour le groupe de receveurs séropositifs pour le CMV. Deux attitudes
thérapeutiques sont possibles : une prophylaxie systématique anti-CMV ou une thérapie préemptive
(initiation du traitement au-dela d’une valeur seuil de charge virale avant I’apparition de symptomes
cliniques).

Il n’existe pas a I’heure actuelle d’outils diagnostic permettant d’évaluer le degré
d’immunosuppression du patient. Or, cette approche pourrait nous guider dans le choix de 1’'une ou
I’autre des deux attitudes thérapeutiques. Dans ce but, nous nous proposons d’¢tudier I’immunité
mémoire T spécifique du CMV comme facteur prédictif de risque de réactivation virale.

Nous présenterons dans ce travail dans un premier temps les principes de la transplantation
rénale (en précisant l'activité de greffe en France), de I'immunosuppression et ses conséquences sur
I'incidence des infections opportunistes. Nous rappellerons ensuite les caractéristiques du CMV et
son impact en transplantation rénale. Notre étude a consisté en la description de I’'immunité
cellulaire T spécifique chez des patients nouvellement transplantés rénaux avec un suivi médian de
6 mois comparés a une population de sujets sains. Nous avons cherché a mettre en évidence un lien
entre 1’évolution clinique des patients et la reconstitution de I’'immunité¢ mémoire T spécifique du

CMV.
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ETAT DE L'ART : La Transplantation Rénale

Généralités — Activité

L'incidence de Il'insuffisance rénale chronique terminale augmente régulierement et le
nombre de patients traités par dialyse ou transplantation ne cesse de croitre. En transplantation
d’organe, la greffe de rein est quantitativement la plus importante. (Figure 1) Cette méthode de
suppléance rénale est le traitement de choix avec de meilleurs résultats a long terme sur la survie du
patient, la qualité de vie et un moindre colt. Malgré une activité en hausse, le nombre de patients en
attente de greffe est en constante augmentation expliquant un délai d’attente actuel moyen de 22,3
mois en France.(1) La pénurie de greffons rénaux s’est aggravée ces 5 derniéres années avec un
nombre de candidats par greffon passant de 3,4 en 2006 a 4,1 en 2011. La durée d'attente varie
significativement selon le groupe sanguin (médiane d’attente des inscrits entre 2006 et 2011 de 12,1
mois pour les malades de groupe sanguin A ; 13,8 mois pour les malades de groupe sanguin AB ;
28,8 mois pour les malades de groupe sanguin O et 36,5 mois pour les malades de groupe sanguin
B). Elle varie également selon I’existence d’une immunisation Vvis-a-vis des antigenes HLA et selon
I’age. La durée d’attente des receveurs agés de moins de 18 ans qui bénéficient de la priorité
pédiatrique est tres inférieure a la médiane nationale (6,9 mois). A 'autre extrémité, les sujets les
plus 4gés (> 66 ans) ont également une médiane d’attente plus courte (13,6 mois) ce qui s’explique
par la part importante des donneurs décédés de plus de 65 ans qui leur est proposée (29 %), tandis
que les candidats de 30 a 55 ans sont ceux dont I’attente médiane est la plus longue (24,2 mois). La
comparaison des courbes de survie des greffons entre 1986 et 2010 montre une amélioration
significative (p < 0,001) des résultats selon les cohortes de greffe : survies a 1 an de 83,6 % a 92,1
% etabans de 68,2 % a 77,6 %. Pour la cohorte 1993-2010, la survie a 10 ans est significativement
meilleure avec donneur vivant (77,9 % contre 62,8 % avec donneur décédé ; p< 0,001). Elle est en

revanche significativement diminuée chez les receveurs hyperimmunisés et pour les
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retransplantations. Enfin, la survie du greffon est moins bonne chez les receveurs de plus de 60
ans.(1) En 2012, 33 298 patients étaient porteurs d’un greffon rénal fonctionnel. 3 044 nouveaux
patients ont été transplantés (dont 357 a partir d’un donneur vivant) sur les 9 835 patients inscrits
sur la liste d’attente, dont 4 265 nouveaux inscrits. 211 patients sont décédés en attente de greffe
(Figure 1).(2) En 2011, la prévalence des malades traités pour insuffisance rénale chronique
terminale par dialyse ou transplantation était de 70 700, soit 1 091 par million d'habitant. Celle-ci
est 1,6 fois plus élevée chez les hommes que chez les femmes. 39 600 patients (soit 56%) étaient en
dialyse et 31 100 (44%) étaient porteurs d’un greffon rénal fonctionnel. L’age médian était de 55
ans (contre 70 pour les patients en dialyse). La prévalence brute des patients transplantés rénaux a
été estimée a 483 par million d'habitant, avec un taux 1,7 fois plus élevée chez les hommes que chez
les femmes. La prévalence de la greffe est en augmentation de + 4% (contre + 2% pour la dialyse)
du fait de I’augmentation du nombre annuel de patients transplantés et de la meilleure survie des
greffons (Figure 2). Parallelement, ces patients plus agés présentent des co-morbidités plus
nombreuses, associant freqguemment diabéte et maladies cardio-vasculaires. La néphropathie initiale
des patients transplantés (Figure 3) était : pour 12 % une néphropathie diabétique ou vasculaire, 27
% une glomérulonéphrite chronique, 8 % de maladies génétiques, 4 % d’uropathies et
d’hypodysplasies, 4 % de glomérulonéphrites secondaires et 3 % de néphrites interstitielles
acquises. Les transferts de flux montre que environ 6 % des patients dialysés sont greffés dans
I’année, les flux de sortie les plus important concernant 1’hémodialyse autonome (10 %) et la

dialyse péritonéale (9 %) contre 2 % pour les patients hémodialysés en centre. (3)

Bases de I'immunosuppression

Outre I’évolution du profil des donneurs et des receveurs, 1’activité de transplantation rénale
a également connu des évolutions importantes en ce qui concerne les traitements

immunosuppresseurs. Historiqguement, 1’apparition de la ciclosporine (inhibiteur spécifique de la
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réponse immune lymphocytaire T) constitue une étape cruciale ayant permis la réduction de la
fréquence des rejets et I’amélioration de la survie des greffons a 1 an. Actuellement, la majorité des
patients recoit une trithérapie d’entretien a base d’anticalcineurines, d’antimétabolites et de
corticoides. Le recours a d’autres schémas thérapeutiques s’est progressivement développé en
fonction des caractéristiques des patients (épargne des corticoides, minimisation des
anticalcineurines pour éviter leur néphrotoxicité, utilisation d’inhibiteurs de la voie mTOR pour leur
effet antiprolifératif, recours & un inhibiteur sélectif du 2°™ signal d’activation lymphocytaire (cf
infra) dénué de toute néphrotoxicité, ...). De plus, le recours a un traitement d’induction par

anticorps mono ou polyclonal est devenu la régle en prévention primaire des rejets.

A T’heure actuelle, il est encore impossible de mesurer le niveau d’immunosuppression.
L’établissement d’un compromis entre réduction du risque de rejet et risque lié a un exces
d’immunosuppression (notamment infectieux et néoplasique) reste donc une priorité.
L’amélioration de la survie des patients combinée a la durée de vie limitée des greffons rénaux
[survie a 10 ans de 65,1 % des reins transplantés entre 1996 et 2000(1)] nous confronte a un
probléme de plus en plus fréquent qui est celui des patients a haut risque immunologique du fait de
leur(s) transplantation(s) antérieure(s). La prise en charge de ces patients ainsi que la meilleure
caractérisation du rejet humoral (cf infra) justifie une intensification de 1’immunosuppression, les

traitements actuels visant principalement 1’inhibition des lymphocytes B.

Bases moléculaires de I'activation lymphocytaire T
L'activation lymphocytaire T nécessite 3 signaux indispensables a 1’élaboration d’une réponse

immune cellulaire effective avec expansion clonale (Figure 4) (4).

e Le premier signal, appelé Signal 1, correspond a la « synapse immunologique ». Il
s’agit de la reconnaissance spécifique du complexe HLA-peptide présenté par la

cellule présentatrice d'antigene (ex : cellule dendritique) par le récepteur spécifique
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du lymphocyte T (TCR). Cette voie calcium-dépendante fait intervenir la
calcineurine et aboutit a 1’activation de facteur de transcription tel que NFAT
(Nuclear Factor of Activated T cells) ou NF-xB (Nuclear Factor-kB). Ces facteurs
de transcription permettent 1’activation des génes de synthése de 1’Interleukine 2
(IL2) ainsi que son récepteur de haute affinité, I’IL2 étant une cytokine indispensable

a la survie, la prolifération et la différenciation lymphocytaire T.

Le signal 2 est un signal de co-stimulation. Il fait intervenir la liaison de protéines
présentes a la surface des cellules présentatrices d'antigenes (B7-1 ou CD80 et B7-2
ou CD86) au récepteur CD28 exprimé a la surface du lymphocyte T. Ce signal de co-
stimulation est indispensable a la mise en place complete du programme d'activation
lymphocytaire. L'absence de ce signal avec maintien exclusif du signal 1 aboutit a un

état d'anergie lymphocytaire.

Le signal 3 passe par la liaison de I'lL2 a son récepteur (synthétisé de facon auto et
paracrine) et permet I’activation de la voie mTOR, nécessaire a la progression en

phase S du cycle cellulaire et I’entrée en mitose.

Le traitement immunosuppresseur

Il comprend 2 phases distinctes : le traitement d'induction et le traitement d’entretien.

Le traitement d’induction (5) repose sur 1’administration d’anticorps mono ou polyclonaux :

Anticorps déplétants polyclonaux anti-lymphocytaires aussi appelés sérum anti
lymphocytaire (SAL) (ex.: Thymoglobulines®.) Il s’agit d’un « meélange »
d’anticorps dirigés contre des molécules de surface intervenant par exemple dans les
communications intercellulaires (CD2, CD3, CD4, CD25,...) ou dans les migrations
leucocytaires. La lymphopénie induite est profonde et durable avec un effet rémanent

qui peut durer plusieurs mois voire plusieurs années.
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Anticorps monoclonaux anti récepteurs de I'IL2 [Basiliximab (SIMULECT®)].
Inhibiteurs de la prolifération lymphocytaire, ils bloquent la transduction des signaux
intracellulaires induits par la fixation de I'IL2 sur son récepteur a la surface du

lymphocyte T activé. lls n'induisent pas de lymphopénie.

Le traitement d'entretien (5) repose sur :

les anticalcineurines ont pour cible la calcineurine et inhibent ainsi le premier signal
d'activation lymphocytaire. : ciclosporine (NEORAL®), tacrolimus (ADVAGRAF®,

PROGRAF®, ADOPORT®),

les antimétabolites inhibent la synthese de novo des purines et donc la prolifération
des lymphocytes T et B : le mycophénolate mofétil (MMF) (CELLCEPT®),

mycophénolate sodique (MYFORTIC®) et I'azathioprine (IMUREL®),

les inhibiteurs de la voie mTOR inhibent la voie mTOR et bloquent ainsi le passage
de la phase G1 a la phase S du cycle et donc la prolifération cellulaire : sirolimus

(RAPAMUNE®), évérolimus (CERTICAN®),

les corticoides [per os : prednisone (ex : CORTANCYL®) ; IV : méthylprednisolone
(SOLUMEDROL®)] sont immunosuppresseurs par de multiples mécanismes qui
entrent en synergie afin de blogquer le développement de la réponse immune et
participent a 1’¢laboration d’un état anti-inflammatoire. Molécules lipophiles
traversant librement la membrane cellulaire, le complexe corticoides-récepteurs est
capable d'inhiber des facteurs de transcription et donc de diminuer la synthése des
cytokines, des médiateurs lipidiques et des chimiokines de I’inflammation. A fortes
doses, les corticoides intra-veineux entrainent une apoptose des lymphocytes T,

préférentiellement les lymphocytes CD4. Ils possédent également une action
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inhibitrice sur la maturation des cellules dendritiques, leur conférant un état pro-

tolérogéne.

e Le BELATACEPT : Inhibiteur sélectif du 2°™ signal d’activation lymphocytaire, la
molécule CTLA4-1g se lie aux récepteurs B7-1 et B7-2 de la cellule présentatrice
d’antigéne et empéche ainsi la fixation de CD28 a ces récepteurs. Cette molécule est
prometteuse car dénuée de toute toxicité rénale. Actuellement, la forme galénique est
exclusivement par voie intra-veineuse et permet d’éviter les oublis de prises
thérapeutiques. Cette molécule vient d’obtenir 1’autorisation de mise sur le marché
en traitement préventif des rejets de greffe, en association avec les antimétabolites et
les corticoides. Elle est contre-indiquée chez les patients séronégatifs pour 1’Epstein-
Barr Virus (EBV) devant une augmentation du risque de lymphome post-

transplantation dans cette population.

Le traitement des rejets de greffons rénaux

Le rejet de greffon rénal est diagnostiqué sur des lésions histologiques répertoriées, selon la
classification de BANFF. On définit ainsi un rejet cellulaire (médiée par les lymphocytes T) ou un
rejet humoral (médiée par les lymphocytes B) ainsi qu’un rejet aigu ou chronique. De fagon
schématique, on distingue des lésions aigués (glomérulite, tubulite, infiltrat lymphocytaire, artérite
ou capillarite péritubulaire) et des Iésions chroniques (doubles contours et hypertrophie mésangiale,
atrophie tubulaire et fibrose interstitielle, endartérite fibreuse et hyalinose artériolaire). Le rejet
humoral a récemment fait I’objet d’une nouvelle classification et associe des Iésions histologiques
spécifiques associé ou non a des dép6ts de la fraction C4d du complément dans les biopsies rénales

avec ’identification d’anticorps anti-HLA spécifiques du donneur dans le sang du receveur.(6)

Le traitement du rejet cellulaire consiste en une cure de corticoides a fortes doses en

intraveineux (SOLUMEDROL®) sur 5 jours. Le traitement du rejet humoral aigu comprend une
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corticothérapie, des échanges plasmatiques, des immunoglobulines intraveineuses et des anticorps
monoclonaux anti-CD20, le Rituximab (MABTHERA®). Le traitement du rejet chronique humoral

n’est pas codifié et actuellement encore débattu.

Infection chez le transplanté

Geéneralités

Le risque infectieux des patients transplantés a été considérablement modifié¢ par I’évolution
des traitements immunosuppresseurs. La réduction importante du risque de rejet cellulaire [survie a
1 an des greffons > 92 % en 2010 contre 83 % en 1986 (1), liée au traitement efficace des rejets
cellulaires mais aussi a I’amélioration des techniques chirurgicales et a la réduction des posologies
initiales d’immunosuppresseurs responsable de néphrotoxicité] ainsi que les nouvelles
thérapeutiques des rejets humoraux ont permit une diminution du risque immunologique. Cette
diminution s’est accompagnée d’une augmentation de la susceptibilité des patients aux infections
opportunistes et aux néoplasies. La mise en place des prophylaxies antimicrobiennes contre la
pneumocystose par I’association Sulfaméthoxazole 800 mg/Triméthoprime 160 mg (Bactrim
forte®) pendant les 6 premiers mois de la greffe ainsi que les prophylaxies anti-CMV ont diminué
I’incidence de ces infections opportunistes. Nous sommes de plus en plus confrontés a I’émergence
de nouveaux virus ou de micro-organismes possédant des résistances microbiennes. Les infections
chez les patients transplantés peuvent étre classées en 4 catégories : les infections dérivées du
donneur ; celles dérivées du receveur (infections latentes non dépistées chez le receveur — ex:
nocardiose,...) ; les infections nosocomiales et les infections communautaires (caractérisées par une
plus grande séverité et un tableau clinique moins classique). Le developpement de nouveaux outils
de diagnostic microbiologique spécifique et précoce est essentiel pour guider le traitement et
minimiser les effets tant des infections que des thérapeutiques utilisées.(7) Les infections virales

sont les causes les plus fréquentes d’infections opportunistes en post-greffe. Elles sont caractérisées
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par des effets directs du pathogene et des effets indirects. Le patient greffé est alors exposé a un
risque accru d’infection opportuniste bactérienne ou fungique, un risque accru de néoplasie viro-
induites (lymphome post-transplantation, sarcome de Kaposi, condylome et cancers du col de
I’utérus ou de la marge anale, hépatocarcinome) ou une augmentation du risque de rejet de greffe 1ié
a 1’état pro-inflammatoire induit par les infections.(8) Le risque infectieux est conditionné par
plusieurs facteurs dont notamment le degré d'immunosuppression, les caractéristiques du patient
(ex : état nutritionnel, antécédent de diabete, ...), la nature et le nombre des procédures invasives
auxquelles le patient est soumis, I'écologie du service et celle de I'environnement du patient, les
stratégies prophylactiques utilisées et les co-infections immunomodulatrices (ex.: le CMV). Le
degré d'immunosuppression est difficile a appréhender. Nous ne disposons actuellement que
d’indicateurs indirects (ex : Numération-Formule sanguine, sous-population lymphocytaire, ..) et il

n'existe pas d'indicateur objectif pour évaluer individuellement le risque infectieux des patients.

Chronologie des infections - Une épidémiologie particuliére

Bien que le risque infectieux perdure toute la durée de greffe, ce risque est majeur la 1%
année post-transplantation. L’épidémiologie des infections chez les patients transplantés est assez
caractéristique. Fishman (7) a proposé en 2007 un classement en 3 catégories des infections post-
transplantation selon 1’ancienneté de la greffe (le 1*" mois, de 1 a 6 mois puis au-dela des 6 mois).

(Figure 5).

Au cours du premier mois, les infections nosocomiales et postopératoires prédominent
(infections bactériennes ou fongiques du site opératoire, infections pulmonaires, urinaires ou de
l'accés vasculaire, candidémies, ...) Plus de 90% de ces infections sont les mémes infections
nosocomiales que I'on peut rencontrer chez les patients non immunodéprimes mais sont plus séveres
et plus difficile a traiter. Les espéces microbiennes en cause présentent un risque élevé de
résistances aux antibiotiques ou antifongiques classiques. On observe également des infections

méconnues provenant du donneur et des infections latentes ou méconnues chez le receveur.
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Entre le deuxieme et le sixiéme mois, on observe des réactivations d'infections latentes
(CMV, EBV, Herpes et Zona, Néphropathie a BK-virus, ...) ainsi que les premiéres infections
opportunistes (pneumocystose, tuberculose, ...). Ce risque infectieux a considérablement diminué

depuis la mise en place des prophylaxies anti-CMV et anti-pneumocystose.

Apres le sixieme mois, lI'immunosuppression est souvent allégée et les patients sont exposés
au risque infectieux communautaire de la population générale. Le risque de réactivations
d'infections latentes est toujours présent mais & une moindre fréquence. On assiste par contre a
I’émergence des néoplasies viro-induites (lymphome post-transplantation lié a une réactivation de
I’EBV, sarcome de Kaposi li¢ au virus HHVS, condylome et cancers du col de I’utérus ou de la
marge anale lié aux papillomavirus, hépatocarcinome li¢ aux virus de I’hépatite B et C, carcinomes

urothéliaux liés a la réplication du BK-virus).

Enfin, chez 5 a 10% des patients, des épisodes de rejets aigus intercurrents induisent un

renforcement de I’immunosuppression et exposent les patients aux infections opportunistes.

L’analyse prospective de 2702 patients transplantés d’organes solides en Espagne de
septembre 2003 a Février 2005 (9) montre un taux d’infections tardives (ie infections survenant
apres les 6 premiers mois de greffe) de 8 % avec un taux global d’incidence en transplantation
rénale de 0,3 pour 1000 patients. Les facteurs de risques identifiés comprenaient les épisodes de
rejets de greffe antérieurs, la dysfonction chronique du greffon, les reprises chirurgicales, les
réactivations virales et infections bactériennes antérieures ainsi que la transplantation pulmonaire.
Bien que la fréquence des infections soit plus élevée dans la période précoce en post-
transplantation, la gravité était identique quelle que soit le delai apreés la greffe (taux de mortalité
rapporté a l'infection identique avant ou aprés 6 mois de greffe). Excepté pour les infections virales,
le type d’infection et l’atteinte d’organe étaient similaires entre les 2 périodes. Les infections
pulmonaires étaient plus fréquentes dans la période tardive. Les différentes prophylaxies utilisees

n’avaient pas d’impact sur la survenue des infections tardives (notamment pour la pneumocystose).
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En transplantation rénale, un receveur séronégatif transplanté avec un donneur séropositif pour le

CMV ou D'/R") était un facteur de risque aux infections tardives.

Cas particulier du Cytomégalovirus humain

Le pathogene

Le CMV appartient a la famille des Herpesviridae, dénommé sous le nom «f Human
Herpés Virus de type 5 » (Figure 6). Avec un génome d’environ 235 kb codant pour environ 165
genes, le virion est constitué d’une double hélice d’ADN au sein d’une nucléocapside enveloppée
par une matrice protéique appelée le tégument dont la protéine principale est la phosphoprotéine 65
(pp65). Le tout est enveloppé dans une bicouche lipidique contenant des glycoprotéines virales
(Figure 7).(10) Bien que les protéines du CMV synthétisées et reconnues comme antigéniques
soient nombreuses (plus de 200 épitopes antigéniques reconnus), deux peptides antigéniques sont
immunodominants : pp65 et I’« Immediate Early protein 1» (IE-1), protéine synthétisée dans la
phase précoce-immédiate de la réplication virale. Ces 2 peptides sont immunodominants (reconnus
largement par les lymphocytes T spécifiques du CMV) (Figure 8).

Epidémiologie

Le CMV est un virus ubiquitaire avec une prévalence variant de 50 a 90 % selon la
population étudiée avec une stabilisation ces 20 dernieres années que ce soit aux USA ou en
Europe. La prévalence augmente avec 1’dge, le sexe féminin, et un niveau socio-économique
bas.(10-12) De transmission large (via la salive, les expositions trans-placentaires, 1’allaitement
maternel, les contacts sexuels, les transfusions sanguines, les greffes d’organes ou de tissus), 1a
primo-infection chez les sujets immunocompétents est le plus souvent asymptomatique ou
s’exprime par un syndrome pseudo-grippal voire un syndrome mononucléosique (hyper-
lymphocytose avec presence de lymphocytes hyper-basophiles activés). Le virus établit

secondairement une latence virale dans I’organisme avec des épisodes de réactivation.(10)
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Spécificité d'hote

L’infection a CMV est spécifique d’espéce. Aucune lignée d’origine animale ne permet la
réplication du CMV humain. De réservoir strictement humain et dot¢ d’un large tropisme, le CMV
peut induire deux types d’infections : une infection lytique correspondant a une forte réplication
virale conduisant a la lyse de la cellule héte et une infection latente correspondant a la persistance
du virus a I’état quiescent dans les cellules mononuclées et les progéniteurs hématopoiétiques de la
moelle osseuse avec contrdle de la réplication du virus. La quiescence du virus est caractérisée par
des réactivations virales infra-cliniques chez le sujet immunocompétent. Celles-ci deviennent

symptomatiques lors d’une immunodéficience chez I’héte.(10)

Cycle de réplication

Le cycle naturel de I’infection par le CMV humain (Figure 9) oscille comme tous les
Herpesviridae entre une primo-infection, 1’installation d’une latence et des épisodes de
réactivations. Les cellules dans lesquelles le virus va installer sa latence sont les cellules
progenitrices myéloides de la moelle osseuse. Leur différenciation en monocytes/macrophages ou
en cellules dendritiques va alors induire la réactivation du virus. Dans le cas d’une infection active,
le cycle du CMV varie de 96 a 120 heures. L’infection est initiée par 1’entrée du virus dans les
cellules infectées. La pénétration du virus se fait par la fixation du virion a la membrane cellulaire
puis par la fusion de la membrane virale et de la membrane cellulaire permettant la libération de la
nucléocapside dans le cytoplasme. Il n’existe pas de récepteur spécifique au CMV. En effet, les
glycoprotéines de 1’enveloppe virale interagissent avec beaucoup de protéines cellulaires, le
principal récepteur actuellement décrit étant le récepteur a 1’Epithelial Growth Factor (EGF-R).
Aprés entrée du virus dans les cellules infectées, la nucléocapside entre dans le noyau ou les
protéines structurales de la capside sont dégradées et I’ADN viral libéré. La transcription des génes

viraux s’effectue en 3 phases coordonnees :
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e Une phase trés précoce IE (Immediate Early)

Durant cette phase, les protéines régulant la transcription virale ultérieure vont étre produites. Les
deux protéines trés précoces principales et essenticlles a 1’aboutissement du cycle viral sont les

protéines IE1 et IE2.

e Une phase précoce E (Early)

Cette phase va aboutir a la production des protéines correspondant aux enzymes de réplication

virale (ex : ADN-polymérase virale).

e Une phase tardive L (Late)

C’est durant cette phase que le génome viral sera dupliqué et les protéines structurales synthétisées,
telles que les protéines de la nucléocapside. Les nucléocapsides retournent dans le noyau ou elles
seront assemblées avec I’ ADN viral puis s’enveloppent de la membrane nucléaire en migrant vers le
cytoplasme. Elles acquierent a ce moment la les protéines du tégument (dont la protéine pp65). Une
fois libérés dans le cytoplasme, les virions sont ensuite libérés dans le milieu extérieur ou ils

acquierent alors la bicouche lipidique.

Le CMV en transplantation rénale

Particularités

En transplantation rénale, ’infection par le CMV demeure une des infections virales les plus
fréquentes avec une morbi-mortalité non négligeable pour le patient et le greffon.(8,13) L’infection
a CMV est caracterisée par des effets directs du virus (maladie a CMV ou atteinte tissulaire
spécifique d’organe) et des effets indirects conduisant a un état pro-inflammatoire et une altération
qualitative de la réponse immune adaptative (production de facteurs pro-inflammatoires, sur-

expression des molécules du HLA de classe II, activation des Toll Like Receptors de I’immunité
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innée, réactivité immunitaire croisée entre les antigénes viraux et les cellules du greffon,...). Ces
effets indirects sont responsables d’un risque accru d’infections opportunistes, d’altération de la

fonction du greffon et du risque de rejet (Figure 10).(7,8)

Clinique

Une primo-infection en post-greffe est fréquente chez des sujets non immunisés, soit liée a une
primo-infection par le greffon (> 50 % en I’absence de prophylaxie chez les patients D*/R™ pour le
CMV (8,13)), soit liée a une primo-infection tardive. Pour les receveurs immunisés contre le CMV
en pré-greffe, la fréquence de réactivation est en augmentation depuis le renforcement des thérapies
immunosuppressives pouvant aller actuellement jusqu’a pres de 40 %.(8,13). Le tableau 1 rapporte

les signes cliniques d’infections a CMV.(8)

Gestion du CMV

La prise en charge du CMV a fait I’objet en 2010 d’une conférence de consensus quant a la gestion
du diagnostic, du monitoring et du traitement approprié.(14) En post-transplantation, les
réactivations virales se font en moyenne dans les 3 premiers mois. Chez les patients D*/R’, plus de
50% d’entre eux auront une primo-infection virale symptomatique avec I’immunosuppression
actuelle.(8) Ces patients bénéficient d’une prophylaxie antivirale (traitement systématique par
valganciclovir) d’une durée variant de 3 a 6 mois.(15) Chez les receveurs séropositifs, si une
réplication virale du CMV concerne 30 & 40 % des patients, seuls 10 a 20 % d’entre eux auront des
virémies symptomatiques. Il est actuellement impossible de distinguer les patients qui auront une
clairance spontanée virale de ceux avec virémie croissante, voire maladie a CMV. La surveillance
actuelle est basée sur la mesure de la charge virale par Polymerase Chain Reaction (PCR) ou
I’évaluation de I’antigénémie pp65. La charge virale est proportionnellement corrélée au risque de

maladie a CMV, d’autant plus que la virémie est rapidement croissante.(13)
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Il n’y a actuellement pas de consensus dans le groupe de receveurs séropositifs pour le CMV
entre 1’établissement systématique d’une prophylaxie anti-CMV ou une thérapie préemptive
(initiation du traitement au-dela d’une valeur seuil de charge virale).

L’analyse de la littérature retrouve une augmentation de la virémie CMV sous thérapie préemptive
mais avec un effet controversé sur I’incidence des maladies a CMV.(16,17) L’intérét de cette
thérapie préemptive est d’autant plus important qu’elle permet une épargne des antiviraux en termes
d’effets secondaires et d’apparition de résistance du CMV au ganciclovir. Il est donc nécessaire
d’évaluer de nouveaux moyens de monitoring du CMV en post-transplantation rénale. L’évaluation

de I'immunité cellulaire spécifique du CMV pourrait étre un de ces nouveaux outils.
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ARTICLE — Résumé

Introduction : En transplantation rénale, le Cytomégalovirus humain (CMV) est une des infections

virales les plus importantes. L’évaluation de I’immunité mémoire T spécifique du CMV pourrait
nous permettre d’évaluer le risque infecticux de chaque patient et fournir un outil afin de guider

I’utilisation des thérapies anti-virales préemptives ou prophylactiques.

Matériels et Méthodes : Nous avons comparé de fagon prospective, par cytométrie en flux
multiparamétrique, les sous-populations lymphocytaires T CD4" et CD8" spécifiques du CMV de
20 témoins et de 22 patients nouvellement transplantés rénaux le jour de 1’appel de greffe, a la 6
semaine, au 3°™ et 6°™ mois post-transplantation et lors d’une réactivation CMV. Nous avons
étudié la polyfonctionnalité (capacité pour une méme cellule de sécréter de facon concomitante
plusieurs cytokines, ici IL2, TNFa et IFNy) et la différenciation lymphocytaire (lymphocytes T

naifs, progéniteurs mémoires T, mémoires centraux, effecteurs mémoires et effecteurs terminaux).

Résultats : 14 patients (63,6 %) ont eu une complication infectieuse virale (infections a CMV, EBV
ou BK-virus). 7 patients (31,8 %) ont eu une réactivation CMV symptomatique. 8 patients (36,4 %)
séropositifs pour le CMV n’ont pas présenté de réplication virale symptomatique. La différenciation
lymphocytaire spécifique du CMV était plus avancée chez les patients greffés par rapport aux
témoins (expansion des lymphocytes T CD4" et CD8" TEM, diminution des lymphocytes T naifs et
des lymphocytes T CD4" TCM - p < 0,05). L’index de polyfonctionnalité lymphocytaire était plus
élevé chez les patients transplantés a JO par rapport aux témoins (p < 0,05). Cette différenciation
lymphocytaire était encore plus avancée avec une polyfonctionnalité lymphocytaire plus restreinte
et une expansion modérée des progéniteurs mémoires T CD8" chez les patients ayant fait une

réactivation virale CMV (p < 0,05).

Conclusion : La différenciation des lymphocytes T spécifique du CMV est plus avancée chez les
patients transplantés par rapport aux témoins, témoignant d’un vieillissement prématuré du
contingent cellulaire T chez les patients insuffisant rénaux chroniques. Cette différenciation
lymphocytaire est encore plus avancée chez des patients avec réactivation virale et pourrait
s’expliquer par une stimulation antigenique répétée du systéme immunitaire. Une polyfonctionnalité

lymphocytaire plus importante semble étre associée a un meilleur contréle de la charge virale CMV.
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INTRODUCTION

L’infection a Cytomégalovirus (CMV) reste une problématique d’importance en
transplantation rénale, tant par sa fréquence que par son impact sur I’évolution du patient et du
greffon (Figure 10).(7,8,13) La prise en charge du CMV en post-greffe fait toujours débat.(14) S’il
est recommandé que tous les patients séronégatifs transplantés avec un donneur séropositifs (D*/R")
pour le CMV bénéficient d’une prophylaxie systématique antivirale de 3 a 6 mois en post-
transplantation, il n’y a pas de recommandation pour le groupe de receveurs séropositifs pour le
CMV. On observe deux attitudes thérapeutiques : une prophylaxie systématique anti-CMV ou une
thérapie préemptive (initiation du traitement au-dela d’une valeur seuil de charge virale).

Actuellement, il n’existe pas d’outils permettant d’évaluer le degré d’immunosuppression
des patients. Or, cette approche pourrait guider entre autres le choix entre ces deux attitudes
thérapeutiques. L’infection par le CMV laisse une empreinte majeure dans le répertoire
lymphocytaire T.(18) Deux peptides antigéniques sont largement reconnus par les lymphocytes T
(LT): la protéine pp65 (protéine du tégument de la particule virale) et 1’« Immediate Early
protein 1» ou IE-1 (protéine synthétisée dans la phase précoce-immédiate de la réplication virale).
La polarisation de la réponse lymphocytaire est de type Thl [LT CD8" cytotoxiques, sécréteurs
d’Interféron y (IFNy), de Tumor Necrosis Factor a (TNFa) et LT CD4" sécréteurs d’IFNy et
d’Interleukine 2 (IL2)].(19-21)

La différenciation lymphocytaire T comporte 5 stades (19,22,23) : (Figures 11 et 12)

- les LT naifs (TN) caractérisés par I’expression de marqueurs de différenciation
précoce [CD45RA, CD28 ou CCR7 (ou CD197)] ;

- les LT mémoires centraux (TCM) caractérises par la co-expression de CD28 et de
CCR7 avec des marqueurs de différenciation avancée [CD45RA™ et CD95]. Dotés d’une grande
capacité de prolifération par synthése autonome d’IL2, ils permettent d’initier plus rapidement une

réponse immune lors d’une rencontre ultérieure avec 1’antigene ;
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- les LT effecteurs mémoires (TEM) caractérisés par 1’expression de marqueurs de
différenciation avancée [CD45RA™ et CD95] avec perte de I’expression de CD28 et de CCR7. lls
sont dotés de capacités effectrices avec un seuil de stimulation abaissé ;

- les LT effecteurs terminaux (TD) représentent le stade de différenciation terminale
[CD28", CCR7,, CD45RA"]. 1l s’agit des cellules typiquement effectrices capables de sécrétion

cytokiniques (TNFa, IFNy) et de cytotoxicité directe.

les cellules progenitrices mémoires T (TSCM pour « T Stem Cells Memory »)
(24,25) : Représentant 2 a 3 % des LT circulants, elles sont caractérisées par la co-expression de
marqueurs de différenciation précoce (CD28, CD45RA, CCRY7) et avancée (CD95), sont en majorité
polyfonctionnelles (ie infra), capables d’auto-renouvellement et de différenciation en TCM, TEM et
TD. Elles sont probablement a I’origine de la reconstitution de I’immunité mémoire T.(24,25)

Caractérisé par une latence virale, le CMV correspond a un mod¢le d’exposition antigénique
prolongée au systeme immunitaire avec persistance virale et faible charge antigénique. 1l en résulte
une stimulation répétée de I’'immunité cellulaire du sujet hote avec instauration d’une forte réponse
immunitaire et mise en place d’une « signature fonctionnelle » des LT (19,26) (Figure 13). Ces
lymphocytes sont caractérisés par une polyfonctionnalité importante et un état de différenciation
avancé vers le stade de lymphocytes TEM, TCM et TD. La notion de polyfonctionnalité est définie
par la capacité pour une méme cellule d’effectuer plusieurs fonctions de fagon concomitante
(sécrétions multiples de cytokines (TNFa, IFNy et IL2), prolifération, cytotoxicite,...).

La polyfonctionnalité de la réponse T a été proposée comme marqueur d’efficacité de
I’immunité antivirale.(19) Cette polyfonctionnalité peut étre le reflet de la qualité de la réponse
immune, potentiellement plus importante que 1’aspect quantitatif. Cette polyfonctionnalité est
dépendante de la charge virale et de la « pression antigenique » exercée par le virus. Pour illustrer
ce propos, nous proposons les exemples du CMV et du virus de I'immunodéficience humaine
(VIH). Concernant le CMV, le passage au stade d’infection chronique avec faible charge

antigénique est marqué par I’apparition d’une population lymphocytaire T CD4" et CD8"
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polyfonctionnels avec LT sécréteurs d’1L2, d’IFNy et d’IL2/IFNy. Le VIH, mod¢le de persistance
virale chronique avec une charge virale élevée est caractérisé par des LT CD4" et CD8"
exclusivement monosécréteurs d’IFNy (Figure 14).(19) Riou et al. (27) ont démontré chez des
patients atteints du VIH en I’absence de traitement que la polyfonctionnalité lymphocytaire était
réduite avec 1’émergence majoritaire d’effecteurs terminaux monofonctionnels. Chez les patients
VIH" traités et avec une charge virale indétectable ou chez les patients non progresseurs a long
terme, cette polyfonctionnalité était restauréee. (Figure 15)

Sur ces données, I’évaluation de I'immunité cellulaire spécifique du CMV pourrait étre
intéressante dans un autre cadre d’immunosuppression acquise, la transplantation rénale. On
pourrait ainsi évaluer le risque infectieux de chaque patient afin de guider ’utilisation des thérapies
préemptives ou prophylactiques. Gerna et al. (28) ont identifié chez 134 patients transplantés
d’organes solides suivis pendant 12 mois, un seuil d’immunité protectrice anti-CMV a un taux
supérieur & 0,4 cellules/pL de sang total de LT CD4" et CD8" sécréteurs d’IFNy spécifiques du
CMV. 55 % des patients avaient une reconstitution immunitaire protectrice dés 3 mois de greffe et
81 % a 6 mois. Bunde et al. (29) ont montré chez 27 greffés cardiaques et hépatiques, qu’un haut
niveau de réponse des LT CD8" spécifique d’IE-1 était présent dans le groupe de patients ne faisant
pas de réactivation virale. Une telle distinction n’était pas retrouvée avec les LT CD8" spécifiques
de pp65. Nickel et al. (30) ont montré qu’une forte réponse des LT spécifiques d’IE-1 était associée
a une moindre alloréactivité et une meilleure fonction des greffons rénaux. Cependant, dans ces
études aucune évaluation de la polyfonctionnalité et du stade de différenciation des LT spécifiques
du CMV n’a été réalisée. Peu d’études ont abordé ces aspects. Nebbia et al. ont mis en évidence
chez 29 transplantés hépatiques avec une médiane de réactivation virale a 21 jours post-
transplantation qu’une polyfonctionnalité lymphocytaire CD4" spécifiques du CMV étaient
significativement associée a un moindre risque de réactivation virale.(31)

Nous proposons d’étudier I’immunité cellulaire spécifique du CMV comme facteur prédictif

de risque de réactivation virale. L’objectif principal de notre étude est d’évaluer la réponse
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lymphocytaire T spécifique du CMV de facon quantitative et qualitative chez les receveurs d’une
allogreffe rénale. En caractérisant les différents stades de différenciation et la polyfonctionnalité des
lymphocytes T mémoires spécifiques du CMV (« signatures fonctionnelles »), nous verifierons
I’hypothése que cette approche permet d’identifier les patients a risque accru de réactivation du
CMV et de mieux guider 'utilisation des différentes thérapies antivirales. Le critéere de jugement
principal est le taux de lymphocytes T CD4" et CD8" spécifiques d’antigénes du CMV, avec une
caractérisation approfondie de la différenciation lymphocytaire et des sécrétions cytokiniques de ces

cellules.

MATERIELS ET METHODES

Patients et Témoins

Nous avons réalisé une étude pilote prospective, observationnelle monocentrique au CHU de
Nancy incluant des patients nouvellement transplantés rénaux du 1* janvier au 30 avril 2013 et des
témoins sains séropositifs pour le CMV. La médiane de suivi des patients transplantés est de 8 mois
(6 - 10) entre la date de greffe et la date de fin de notre étude. Nous avons exclu les greffes
multiples, les patients mineurs et ceux présentant des infections virales chroniques actives (HIV,
hépatite B et hépatite C). Les témoins sains ont été sélectionnés dans la population de donneurs
sains séropositifs pour le CMV ayant effectué un don de sang (convention CHU de Nancy — EFS
Lorraine) tous les mercredis matins pendant 1 mois avec pour objectif I’inclusion de 20 témoins.
Une analyse des sous-populations lymphocytaires T spécifique du CMV a été réalisée pour les
témoins le jour du don de sang et pour les patients le jour de 1’appel de greffe, a 6 semaines, 3 mois
et 6 mois de greffe et lors d’une réactivation CMV symptomatique ou non. Le schéma de 1’étude est

représente a la Figure 16 ; le diagramme de flux a la Figure 17.
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Protocoles thérapeutiques en place dans le service

Traitement immunosuppresseur

Dans notre centre de transplantation, les schémas utilisés dépendent du risque
immunologique du patient, de I'age et des facteurs de risque de diabete. Les patients transplantées
recoivent un traitement immunosuppresseur associant anticalcineurines, antimétabolites et
corticoides aprés un traitement d’induction par sérum antilymphocytaire (SAL) ou inhibiteurs du
récepteur de I’'IL2 (basiliximab). Les anticalcineurines sont prescrites de facon standardisée a la
dose de 6 mg/kg/j pour la ciclosporine (Néoral®) et 0,15 mg/kg/j pour le tacrolimus (Prograf®) en
deux prises quotidiennes. La prescription est réalisée en fonction du poids réel du patient. En ce qui

concerne 1’adaptation posologique des anticalcineurines,

e pour la ciclosporine, nous utilisons les taux résiduels (T0) ainsi que les taux a 2 heures (T2)
pendant I’hospitalisation initiale puis, seuls les TO sont utilisés en consultation. De 0 a 3
mois, les cibles de ciclosporinémie sont entre 150 et 200 ng/mL en TO et 800 et 1000 ng/mL
en T2 ; de 3 a 12 mois entre 100 et 150 ng/mL ; puis au-dela de 1 an entre 50 et 100 ng/mL.

e Pour le tacrolimus, I’objectif de taux résiduel est de 8-12 ng/mL entre 0 et 3 mois puis entre
6 et 8 ng/mL entre 3 mois et 1 an.

e Nous réalisons également une décroissance rapide des corticoides pour obtenir la dose
standard de prednisolone 5mg/j deés le premier mois. Nous ne réalisons cependant pas de
protocole d’épargne en corticoides en systématique.

Suivi des patients en post-greffe et Gestion du CMV (Annexe 1)

Aprés transplantation, le calendrier de consultation des patients la 1% année est le suivant :

deux fois par semaine le 1* mois ; une fois par semaine le 2°™ mois ; une fois tous les 10 jours le

3*™ mois ; une fois tous les 15 jours du 4°™ au 6°™ mois puis une fois par mois du 6™ au 12°™

mois. Aprés la 1°® année, les patients sont suivis tous les 2 mois ou tous les 4 mois lorsqu’un suivi
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alterné est mis en place. Les consultations sont ensuite progressivement espacées. Ils benéficient

pour chaque

visite d'un prélevement biologique sanguin et wurinaire. Concernant

I’immunosuppression, les taux résiduel d’anticalcineurines sont réalisés a chaque consultation. Le

suivi des anticorps anti-HLA avec recherche d’anticorps spécifiques du donneur est réalisé le 1%,

3éme

I’exposition au MMF est évaluée au

, 6™ et 12°™ mois et/ou en cas de suspicion de rejet humoral. Hormis cas particulier,

3éme

mois (Aire sous la courbe).

Sur le plan infectieux, le protocole vis a vis du CMV est le suivant :

chez les patients D'/R™ : pas de prophylaxie ni de surveillance,

chez les patients D*/R : prophylaxie systématique les 3 premiers mois de greffe par
valganciclovir PO (ROVALCYTE ®) 900 mg/jour avec adaptation posologique a la
4éme au lzéme

fonction rénale puis surveillance par PCR une fois par mois du mois,

chez les patients R™ : thérapie pré-emptive avec surveillance de la PCR CMV une
consultation sur deux. Un traitement curatif est initié si la cinétique entre deux
prélevements de PCR CMV augmente de plus de 10 fois chez un patient
asymptomatique (valganciclovir PO (ROVALCYTE®) 1800 mg/jour avec

adaptation posologique a la fonction rénale).

Chez un patient symptomatique avec virémie CMV significative (charge virale >10*
copies/ml), le diagnostic de maladie a CMV est posé. Un traitement curatif par
ganciclovir IV (CYMEVAN®) est débuté (10 mg/kg/jour pendant 21 jours, adapté a

la fonction rénale), avec relai par valganciclovir PO 900 mg/jour de 3 a 6 mois.

Aprés ’initiation d’un traitement, le contréle de la réplication virale est assuré par la réalisation de

PCR CMV deux fois par semaine jusqu’a I’arrét du traitement en curatif et/ou négativation de la

PCR puis retour au rythme antérieur de surveillance des PCR CMV.
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La PCR EBV est réalisée 1 fois par semaine le 1°" mois puis 1 fois par mois la 1°® année. Les PCR
BK-virus (urines et sang périphérique si besoin) sont réalisées 1 fois par mois du 1% au 4°™ mois
puis au 6°™ et 12°™ mois. De facon systématique, nous ne recherchons pas les Decoy Cells

(cellules épithéliales infectées par le BK-virus desquamant dans les urines).
Recueil des donnees

DIVAT, CRISTAL et Dossier patient

Les données du jour de greffe, & la 6°™ semaine, 3 et 6 mois et lors d’une infection 8 CMV
ont été extraites des bases de données informatisée CRISTAL et DIVAT (Données Informatisées
Validées en Transplantation) (32), complétées du recueil exhaustif des informations nécessaires
dans les dossiers des patients (dossiers papier et informatisé — Logiciel Dxcare).

Pour chaque patient ont été recueillis 1’age, la date de naissance, le sexe, la néphropathie
initiale, 1’ancienneté de dialyse et la technique d’épuration extra-rénale, les antécédents et
notamment ceux néoplasiques ou infectieux, le groupe sanguin et le typage HLA, le taux
d’anticorps anti-HLA (classe | et 1) avec le taux de greffons incompatibles, la sérologie EBV et
CMYV avec le taux d’anticorps IgG anti-CMV, la date de la greffe, le rang de la greffe, le traitement
immunosuppresseur d’induction et d’entretien, le type de donneur (cadavérique ou vivant), les
particularités de la greffe (greffe pré-emptive, dérogatoire pour I’hépatite B,...), le groupe sanguin
et le typage HLA du donneur, la sérologie CMV et EBV du donneur, I’existence d’une reprise
retardée de fonction, 1’évolution clinico-biologique sur 8 mois, 1’apparition d’un rejet ou d’une
toxicité aux anticalcineurines sur la biopsie du greffon au cours des 8 premiers mois, la survenue
d’une infection virale (CMV, EBV et/ou BK-virus) avec les résultats des PCR CMV, la date de

I’infection a CMV, son dé¢lai par rapport a la greffe, les symptomes cliniques, le diagnostic et le

traitement entrepris.
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Définitions
Les PCR CMV sont exprimées en Ul/mL avec une normale < 750 Ul/mL. 1 Ul/mL
correspond a 0,67 copies d’ADN CMV circulant. Les taux d’IgG anti-CMV sont exprimés en

UA/mL avec une positivité > 6 UA/mL. La creatininémie est exprimée en umol/L.

La primo-infection CMV est définie chez les patients D*/R™ comme une réplication active du
CMV (doublement au minimum de la PCR CMV entre 2 prélevements) avec symptomes cliniques
(fievre, syndrome pseudo-grippal et/ou syndrome neutropénique ou atteinte spécifique d’organe -
néphrite, hépatite, pancréatite, pneumonie, myélosuppression, colite, choriorétinite) ayant nécessité

un traitement antiviral a dose curative.

La réactivation CMV symptomatique est définie chez les receveurs séropositifs (R*) pour le
CMV comme une réplication active du CMV (cinétique entre deux préléevements augmentant de
plus de 10 fois) chez un patient asymptomatique nécessitant I’initiation d’un traitement préemptif
ou si le patient est symptomatique et que la virémie CMV est significative (charge virale > 10*

Ul/ml) nécessitant I’initiation d’un traitement antiviral a dose curative.

La réplication CMV asymptomatique est définie chez les patients R* comme une réplication
active du CMV mais avec une cinétique entre deux prélevements inférieure a 10 fois le taux

précédent chez un patient asymptomatique ne nécessitant de traitement.

La reprise retardée de fonction a été définie comme la nécessité de réaliser au moins une

séance d’hémodialyse apreés la transplantation.

Les épisodes de rejets, prouvés ou non par biopsie, ont été considérés comme significatifs si

un traitement s’est avéré requis (y compris Iésions borderline de la classification de Banff).

Le diagnostic de toxicité a été retenu si des signes anatomopathologiques de toxicité aigué

ou chroniqgue sont retrouvés sur la biopsie du greffon.
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Le diagnostic d’infection virale EBV ou BK-virus sanguin ou urinaire a été retenu pour tout

prélévement virologique positif.

Les patients hyperimmunisés sont définis classiquement comme les patients ayant des
anticorps anti-HLA de classe | et/ou 1l associé a un taux de greffons incompatibles sur les 5 années
passees > 85 %. Ces patients peuvent bénéficier du programme « Antigéne permis » pour

’attribution prioritaire d’un greffon compatible.

L’index de polyfonctionnalité lymphocytaire est défini comme la capacité de sécrétion de 1
(TNFa ou IFNy ou IL2), 2 (IL2 + TNFa ou IL2 + IFNy ou TNFa + IFNy) ou 3 (TNFa et IFNy et
IL2) cytokines de facon concomitante par les LT spécifiques du CMV. En se basant sur le fait que
si tous les LT d’un patient ne sécrétant aucune cytokine représente la valeur 0 et que si tous les LT
d’un patient sécrétant 3 cytokines représente la valeur 100, I’algorithme suivant a été appliqué :
[nombre de LT sécrétant 1 cytokine x 0,33] + [nombre de LT sécrétant 2 cytokines x 0,66] +
[nombre de LT sécrétant 3 cytokines x 0,99] pour calculer I’index de polyfonctionnalité

lymphocytaire.(33)

Analyses biologiques

Numeération des sous-populations lymphocytaires

Chez tous les patients transplantés rénaux inclus, il a été réalisé au Laboratoire
d’Immunologie du CHU de Nancy le jour de I’appel de greffe, a 6 semaines, 3 mois et 6 mois de
greffe et lors d’une réactivation CMV symptomatique ou non une évaluation des sous-populations
lymphocytaires avec numération des LT CD4", CD8", des lymphocytes B et des cellules NK. Les
résultats sont exprimes en valeur absolue et en pourcentage puis rendus au clinicien.

Sur les volumes sanguins résiduels, nous avons réalisé une évaluation de la différenciation
lymphocytaire et des capacités de secrétions cytokiniques des LT mémoires spécifiques du CMV.

Ces analyses nécessitent plusieurs étapes de préparation décrites ci-dessous :
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Préparation des cellules mononuclées du sang périphériques (PBMC) et mise en culture

Cette étape et la suivante ont été réalisées en conditions stériles avec le sang restant des
préléevements sanguins. Les PBMC ont été isolées par centrifugation en gradient de densité en
utilisant une solution de séparation des leucocytes (Eurobio).(34)

La mise en culture des PBMC (10° lymphocytes par puits) a été réalisée avec une incubation
de 12 h a 14h, a 37°C et 5% de CO,. Quatre conditions ont été testées [toujours en présence d’un
inhibiteur du transport des protéines, la Brefeldine A a 10 pg/mL (Sigma-Aldrich) et d’anticorps

monoclonaux activant les molécules de co-stimulation CD28/CD49d a 1 pg/mL (BD Biosciences)]:

Cellules non stimulées ;

- Cellules stimulées de facon non spécifique par le Phorbol Myristate Acetate a 50 ng/mL
(PMA, Sigma-Aldrich) et I’Tonomycine a 500 ng/mL (Sigma-Aldrich) ;

- Stimulation antigéne spécifique IE-1 (PepMix™ CMVA IE-1, JPT), pool de 120 peptides
(1,25 pg/mL/peptide) ;

- Stimulation antigéne spécifique pp65 (PepMix™ CMVA pp65, JPT), pool de 138 peptides

(1,25 pg/mL/peptide).

Marquage membranaire et intracellulaire des sous-populations lymphocytaires

Aprés incubation, les cellules étaient récoltées et lavées avec du PBS-SVF 1% (Sérum de
Veau Fcetal). Les cellules étaient ensuite incubées 20 minutes, a 4°C, a ’obscurité avec 5 pL par
anticorps dirigés contre les marqueurs de surface : anti-CD3 conjugué a de I’APC Alexa750
(Beckman Coulter), anti-CD4 conjugué a du CF594 (BD Biosciences), anti-CD8 conjugué a de
I’APC Alexa700 (Beckman Coulter), anti-CD45RA conjugué a du PerCp Cy 5.5 (eBioscience),
anti-CD95 conjugué a du PE (BD Biosciences), anti-CCR7 conjugué a du PE Cy7 (BD
Biosciences) ainsi que avec 0,3 pL de I’amine-reactive dye Aqua® comme marqueur de viabilité
(Invitrogen). Les cellules étaient alors fixées avec un kit de fixation/perméabilisation (IntraStain®,

Dako) pendant 10 min, a température ambiante et a 1’obscurité. Aprés un lavage au PBS-SVF 1%,
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les cellules étaient incubées (30 minutes, a 4°C et a I’obscurité) avec 1’agent de perméabilisation et
les anticorps anti cytokines (5 pL par anticorps) : anti-IL2 conjugué a de I’APC (Miltenyi Biotec),
anti-TNFa conjugué a du FITC (Miltenyi Biotec) et anti-IFNy conjugué a du V450 (BD
Biosciences). Un dernier lavage était realisé et le culot cellulaire était remis en suspension dans 400

uL de PBS.

Lecture et protocole d’analyse en cytométrie de flux

L’acquisition des données était réalisée le jour méme du marquage cellulaire sur un
cytométre en flux Navios® de Beckman Coulter (3 lasers, 12 paramétres). Toutes les analyses en
cytométrie ont été réalisées avec le logiciel Kaluza® version 1.2 (Beckman Coulter).

Le processus de sélection des populations a été fait sur les cellules « singlets », puis les
lymphocytes CD3" Aqua® négatifs (viables) de petite taille suivi de la distinction des populations
LT CD4" et CD8". Au sein de ces populations, les 5 stades de maturation lymphocytaire T ont
été étudiés : les TN (lymphocytes T CD45RA" CCR7" CD95Y), les TCM (lymphocytes T CD45RA
CCR7" CD95"), les TEM (lymphocytes T CD45RA™ CCR7 CD95%), les TD (lymphocytes T
CD45RA" CCR7 CD95") et les TSCM (lymphocytes T CD45RA" CCR7" CD95%).

Enfin, les sécrétions cytokiniques d’IL2, de TNFa et d’IFNy ont été identifiees afin
d’évaluer la fonctionnalité des LT spécifiques du CMV. Une réponse cytokinique a été considérée
comme positive lorsqu’elle était > au double de la réponse cytokinique obtenue chez les cellules
non stimulées. La monofonctionnalité¢ a été définie comme la capacité de sécrétion d’IL2 ou de
TNFa ou d’IFNy. La bifonctionnalité¢ a été¢ définie comme la capacité de sécrétion d’IL2 et de
TNFo ou d’IL2 et d’IFNy ou de TNFa et d’IFNy. La trifonctionnalité a été définie comme la
capacité de sécrétion simultanée d’IL2, TNFa et IFNy. (Figure 18) Une combinaison booléenne

(disponible avec Kaluza®) avec ces différents parameétres permet d’identifier les différents LT

mémoires (TCM, TEM, TD, TSCM et TN) mono-, bi- ou trifonctionnels.
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Analyse statistique

Les résultats descriptifs des variables continues sont exprimés en médiane avec quartiles 25
% - 75 % (Q1-Q3) devant la grande répartition des données. Ces variables ont été comparées en
utilisant le Student t-test ou le Mann-Whitney Rank Sum Test en fonction de la présence ou non
d’une distribution normale des données (test de Normalit¢ Kolmogorov-Smirnov). Le chi-square
test a été utilisé pour comparer les proportions entre différents groupes. Le seuil de signification
statistique a été établi a une valeur de p < 0,05. L’analyse statistique a été réalisée avec le logiciel

SigmaPlot version 11 (Systat Software).

RESULTATS

Description initiale des patients inclus et des témoins sains

Vingt-deux patients nouvellement transplantés rénaux (6 femmes — 27,3 % et 16 hommes —
72,7 %) ont été inclus. Le suivi médian des patients a été de 8 mois (minimum - maximum (min-
max) = 6-9 mois). L’age médian était de 59 ans (min-max = 31-77 ans). La médiane d’ancienneté
de dialyse était de 3 ans (min-max = 0-13 ans). Dix-huit patients (81,8 %) bénéficiaient d’une
premiere transplantation, 6 greffes (27,3 %) ont été réalisées a partir d’un donneur vivant, 1 (4,5 %)
a eté realisé en préemptif (patient n’ayant pas débuté de technique d’épuration extra-rénale). Deux
patients (9,1 %) étaient hyperimmunisés. Quinze receveurs (68,2 %) étaient séropositifs pour le
CMV avec un taux d’anticorps IgG médian de 250 UA/mL (min-max = 101-250), 7 (31,8 %)
étaient séronégatifs. Deux receveurs séronégatifs ont regu un greffon d’un donneur séropositif.
Vingt patients (90,0 %) ont eu un traitement d’induction ; 9 patients (45 %) par du SAL, 11 patients
(55 %) par du Basiliximab. Tous les patients ont recu un traitement d’entretien par anticalcineurine
[Ciclosporine A : 9 patients (40,9 %) et Tacrolimus : 13 patients (59,1 %)], mycophénolate mofetil

et corticoides. Les caractéristiques cliniques des patients a JO sont présentées dans le tableau 2.
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Vingt témoins sains séropositifs pour le CMV ont également été inclus [4 femmes (20 %) et
16 hommes (80 %)]. L’age médian était de 52 ans (min-max = 23 - 65 ans). Les témoins étaient

comparables aux patients greffés en ce qui concerne 1’age et le sexe (p > 0,05).

Evolution des patients transplantés

Neufs patients (40,9 %) ont eu une reprise retardée de fonction. Une reprise chirurgicale en
postopératoire précoce a été nécessaire chez 3 patients (13,6 %). Quatre patients (18,8 %) ont eu un
rejet de greffon, 3 (13,6 %) ont eu des lésions de néphrotoxicité aux immunosuppresseurs. Tous les
rejets ont été des rejets cellulaires cortico-sensibles. La créatininémie médiane a 6 mois de suivi
était de 148 pmol/L, soit un débit de filtration glomérulaire selon la formule MDRD a 45
ml/min/1,73m? témoin d’une insuffisance rénale chronique modérée (stade 3B). 1l y a eu 2 pertes
de greffons (9,1 %) (dysfonction sévere du greffon sur thrombose partielle de I'artere du greffon a 2
mois de greffe et infarcissement hémorragique du greffon secondaire a une thrombose veineuse
avec transplantectomie) sans déces. Concernant le traitement immunosuppresseur par
anticalcineurines, une minimisation a été réalisée chez 2 patients (9,1 %) ; la ciclosporine ou le
tacrolimus ont été remplacées par un inhibiteur de mTOR de fagon provisoire chez 1 patient (4,5 %)
a cause d’une néphropathie aux CNI avec retour a la molécule initiale aprés 7 mois de traitement
pour un rejet de greffe. Le MMF a été arrété chez 2 patients (9,1 %) a cause de réplications virales
BK-virus actives et chez 2 autres patients a cause d’intolérance digestive avec mise sous

azathioprine pour un patient.

Quatorze patients (63,6 %) ont eu une complication infectieuse virale (infections a CMV
symptomatique, EBV ou BK-virus traitées par une diminution de I’immunosuppression et/ou
traitement antivirale spécifique). Huit patients (36,4 %) ont eu une réactivation EBV. Aucun cas de
lymphome post-transplantation précoce n’a été identifié. Deux patients (9,1 %) ont fait une

réactivation herpétique documentee tandis que 4 patients (18,2 %) ont fait une reéactivation a BK-
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virus. Toutes les primo-infections/réactivations virales ont été d’évolution favorable sous

traitement. Le tableau 3 résume 1’évolution des patients en post-transplantation rénale.

Selon I’apparition ou non d’infection a CMV (réactivation CMV symptomatique/primo-
infection par le greffon), nous avons identifié 4 groupes de patients. L’évolution clinique de ces 4
groupes est présentée dans le tableau 4 (pas de différences statistiques entre les groupes).

e Receveurs et Donneurs séronégatifs (D/R") : 5 patients (22,7 % des patients) d’age médian
de 41 ans (min-max = 33-60 ans), 2 femmes et 3 hommes. L’évolution a 8 mois avait
tendance a étre meilleure dans ce groupe avec une créatininémie inférieure [créatininémie
médiane = 111 pumol/L (min-max = 80-192 umol/L) — p > 0,05 par rapport au groupe avec
réactivation virale], pas de rejet de greffon et des complications infectieuses moins
fréquentes.

e Receveurs séronégatifs transplantés avec Donneurs séropositifs (D*/R") : 2 patients (9,1 %)
de sexe masculin d’age médian de 64 ans (min-max = 62-66 ans) ayant présenté une primo-
infection CMV issue du donneur a I’arrét de la prophylaxie (épisodes au 4°™ et au 8°™ mois

post-transplantation). L’évolution a été marquée par 2 reprises retardées de greffon, 1 rejet,

1 néphrotoxicité aux immunosuppresseurs et 1 réactivation a BK-virus. La créatininémie

médiane a 8 mois était & 149 pmol/L (min-max = 128-170 pmol/L).

e Receveurs séropositifs pour le CMV sans réplication virale ou réplication CMV
asymptomatique (groupe No Réact CMV) : 8 patients (36,4 % des patients) (7 hommes et 1
femme) d’age médian de 50 ans (31-74 ans). Quatre patients n’ont présenté aucune
réplication CMV tandis que les 4 autres patients ont eu une réplication CMV
asymptomatique. L’évolution a ét¢ marquée par 1 reprise retardée de greffon, 1 rejet, 2
néphrotoxicités aux immunosuppresseurs et 2 complications infectieuses (1 réactivation

EBV et BK-virus). La créatininémie médiane a 8 mois était a 148 umol/L (min-max = 78-

210 umol/L).
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e Receveurs séropositifs pour le CMV avec réactivation virale symptomatique (groupe Réact
CMV) : 7 patients (31,8 %) ont eu une réactivation CMV symptomatique (5 épisodes
survenus avant la 6°™ semaine de greffe ; 2 épisodes survenus entre la 6™ semaine et le
3™ mois post-transplantation). Age médian de 70 ans (min-max = 49-77 ans), 4 hommes et

3 femmes. Les patients de ce groupe avaient une tendance a étre plus agés (p = 0,079). Les

reprises retardées de fonctions et les reprises chirurgicales étaient plus fréquentes.

L’évolution a 8 mois avait tendance a étre moins favorable (p > 0,05) par rapport aux

groupe D/R™ avec une créatininémie médiane = 183 pumol/L (min-max = 80-542 pmol/L), 2

rejets (28,6 %) et 2 pertes de greffon (28,6 %) dont 1 transplantectomie. Les complications

infectieuses étaient aussi plus fréquentes avec 4 réactivations EBV (57,1 %), 2 réactivations

herpétiques (28,6 %) et 1 réactivation a BK-virus (14,3 %).

La reconstitution de ’immunité cellulaire

Immunité T mémoire spécifique du CMV : comparaison entre témoins et patients a JO

Les résultats sont exprimés en médiane de réponses lymphocytaires (pourcentage de LT répondant a

une stimulation sur les LT totaux) avec quartiles 25 % - 75 % (Q1-Q3).

Parmi les LT totaux (LT CD3") des témoins sains, 4,7 % (Q1-Q3= 2,1-9,6) répondent a une
stimulation par les antigénes IE-1 du CMV tandis que la réponse est de 4,9 % (Q1-Q3= 2,5-11,3)
apres stimulation par les antigenes pp65. La réponse lymphocytaire des patients transplantés
séropositifs pour le CMV a JO est plus faible par rapport aux témoins, avec un taux de réponse de
1,8 % (Q1-Q3=1,2 - 2,7 — p = 0,003) des LT spécifiques d’IE-1 (IE-1 LT) et de 2,9 % (Q1-Q3= 2,0

—5,0-p =0,05) des LT spécifiques de pp65 (pp65 LT).

LT CD4" et CD8" spécifiques du CMV répondant a une stimulation 1E-1 ou pp65 : (Figure 19)

Les LT CD8" spécifiques d’IE-1 ou de pp65 sont significativement plus représentés chez les

témoins par rapport aux groupes Réact. CMV et No Réact. CMV (IE-1 LT CD8" spécifiques
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témoins / Réact. CMV / No Réact. CMV — p = 0,001 ; pp65 LT CD8" témoins / Réact. CMV / No

Réact. CMV —p = 0,022).

Répartition des sous-groupes de LT mémaoires spécifiques du CMV

Chez les témoins, la répartition lymphocytaire CD4" est majoritairement de type TCM et

TEM tandis que les LT CD8" sont majoritairement de type TEM et TD. Les TSCM représentent 1,1

a 1,6 % de ’ensemble des LT, cette proportion est plus élevée pour les LT CD8" TSCM spécifiques

de pp65 (2,6 %) (Tableau 5).

Nous avons comparé les stades de différenciation lymphocytaire des LT spécifiques du

CMV chez les patients a JO et chez les témoins. La différenciation lymphocytaire spécifique du

CMV est plus avancée chez les patients greffés par rapport aux témoins (Tableau 6 + Figure 20) :

expansion des LT CD4" TEM spécifiques de pp65 (témoins = 42,7 [Q1-Q3 = 32,7-49,3] ;
Reéact. CMV = 74,3 [Q1-Q3 = 61,5-78,6] ; No Réact. CMV = 69,6 [Q1-Q3 = 54,8-74,1] — p
= 0,004),

expansion des LT CD8" TEM spécifiques d’IE-1 (témoins = 37,3 [Q1-Q3 = 31,3-53,3] ;
Réact. CMV = 59,6 [Q1-Q3 = 52,2-85,0] — p = 0,013) et LT CD8" TEM spécifiques de pp65
(ttmoins = 40,8 [Q1-Q3 = 30,9-51,2] ; Réact. CMV = 65,3 [Q1-Q3 = 57,9-77,8] — p =
0,008)

expansion des LT CD4" TSCM spécifiques d’IE-1 dans le groupe Réact. CMV (témoins =
1,3 [Q1-Q3 = 1,0-2,8] ; Réact. CMV = 4,6 [Q1-Q3 = 3,1-5,4] — p = 0,008).

diminution des LT naifs : CD4" TN spécifiques de pp65 (témoins = 15,3 [Q1-Q3 = 8,6-
26,5] ; Réact. CMV = 3,4 [Q1-Q3 = 2,6-5,4] ; No Réact. CMV = 4,0 [Q1-Q3 = 2,2-9,8] — p
= 0,001), CD4" TN spécifiques d’IE-1 (témoins = 16,7 [Q1-Q3 = 10,5-27,2] ; No Réact.
CMV =52 [Q1-Q3 = 2,7-10,7] - p = 0,02), CD8" TN spécifiques d’IE-1 (témoins = 19,4

[Q1-Q3 = 13,4-38,1] ; Réact. CMV = 2,6 [Q1-Q3 = 1,1-5,2] ; No Réact. CMV = 7,9 [Q1-Q3
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=0,9-18,8] — p = 0,003) et CD8" TN spécifiques de pp65 (témoins = 23,6 [Q1-Q3 = 14,5-
39,3] ; Réact. CMV = 1,9 [Q1-Q3 = 1,3-4,6] — p = 0,001)

e diminution des LT CD4" TCM spécifiques de pp65 (témoins = 33,3 [Q1-Q3 = 23,0-41,1] ;
Réact. CMV = 19,5 [Q1-Q3 =9,9-26,7] ; No Réact. CMV = 19,0 [Q1-Q3 = 15,9-26,2] —p =
0,042).

Evolution des réponses cytokiniques des LT spécifiques du CMV apres transplantation

Nous avons comparé la cinétique des réponses cytokiniques des LT spécifiques du CMV
dans les groupes Réact. et No Réact. CMV de JO a 6 mois. Aucune différence significative n’a été
mise en évidence entre ces 2 groupes. Cependant, on remarque une réponse lymphocytaire

specifique du CMV supérieure chez les patients du groupe No Réact. CMV a JO et M6. (Figure 21)

Dans le groupe D*/R" (données non montrées), les réponses lymphocytaires CD4" et CD8"
aprés stimulation étaient négatives a JO et S6. Au 3°™ mois, on observe une réponse aprés
stimulation chez 1 patient (réponse des LT totaux spécifiques d’IE-1 de 55 % et de 8,3 %
specifiques de pp65). Les LT étaient majoritairement de type TEM, TD, monofonctionnels. Ce
patient a fait une primo-infection CMV transmise par le greffon au 4°™ mois post-transplantation, &
6éme

I’arrét de la prophylaxie. La réponse au mois chez ce patient était de 12,9 % apres stimulation

par pp65. Les réponses lymphocytaires du 2°™ geme

patient (réactivation virale au mois post-

transplantation) sont négatives tout au long de 1’étude.

Dans le groupe D/R’, les réponses lymphocytaires CD4" et CD8" aprés stimulation par IE-1
et pp65 étaient négatives a JO, au 3*™ et 6°™ mois. On retrouvait une réponse cytokinique
lymphocytaire aprés stimulation par les peptides du CMV & la 6°™ semaine post-greffe en I’absence
de manifestation clinico-biologique de primo-infection CMV (réponse des LT totaux a J0:0,8 - 1
% inchangé par rapport au contrdle négatif ; S6 : 1,2 — 1,5 % contre 0,7 % pour le contréle négatif ;
M6 : 0,7 - 0,8 % inchangé par rapport au contrdle négatif) avec réponse lymphocytaire CD8"

monofonctionnelle sécrétrice d’IL2 & plus de 97 % (données non montreées).
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Comparaison des répartitions des différents stades de différenciation lymphocytaire des

LT spécifiques du CMV apres transplantation de S6 a M6

A 3 mois de greffe, les LT CD8" TEM spécifiques d’IE-1 étaient significativement plus
représentés dans le groupe Réact. CMV (groupe Réact. CMV = 67,5 [Q1-Q3 = 59,3-84,5] ; groupe

No Réact. CMV =43,5[Q1-Q3 = 31,2-64,2] — p = 0,003). (Tableau 7, Figure 22)

A 6 mois de greffe, les LT CD8" TN spécifiques de pp65 étaient significativement plus
représentés dans le groupe No Réact. CMV (No Réact. CMV = 3,9 [Q1-Q3 = 1,0-9,3] ; groupe
Reéact. CMV = 0,2 [Q1-Q3 = 0,2-0,9] — p = 0,048). Méme si le seuil de significativité n’a pas été
atteint, au 6°™ mois, les LT CD8" TCM spécifiques de pp65 étaient plus représentés dans le groupe
No Réact. CMV (p = 0,065) tandis que les LT CD8" TEM spécifiques de pp65 étaient plus

représentés dans le groupe Réact. CMV (p = 0,073). (Tableau 7, Figure 22)
Polyfonctionnalité lymphocytaire

A JO, on retrouve une polyfonctionnalité lymphocytaire (en termes de LT bi ou tri-
fonctionnels) plus représentée chez les patients par rapport aux témoins (Figure 23) :

e les LT CD4" sont majoritairement monofonctionnels chez les témoins (spécifiques d’IE-1 :
témoins = 92,8 [Q1-Q3 = 84,2-96,8] ; No Réact. CMV = 85,3 [Q1-Q3 = 41,6-90,8] ; Réact.
CMV = 77,4 [Q1-Q3 = 70,9-86,1] — p = 0,019 et spécifiques de pp65 : témoins = 84,9 [Q1-
Q3 =179,2-94,0] ; No Réact. CMV = 59,5 [Q1-Q3 = 20,6-79,4] ; Réact. CMV = 32,7 [Q1-
Q3 =15,1-61,5] - p = 0,001).

e les LT CD8" sont majoritairement monofonctionnels chez les témoins (spécifiques d’IE :
témoins = 96,1 [Q1-Q3 = 83,6-99,3] ; Réact. CMV = 80,6 [Q1-Q3 = 22,1-90,9] — p = 0,029
et specifiques de pp65 : témoins = 98,3 [Q1-Q3 = 93,2-99,4] ; No Réact. CMV = 68,6 [Q1-

Q3 = 43,8-90,4] ; Réact. CMV = 53,0 [Q1-Q3 = 39,8-61,9] — p = 0,001).
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semaine au

La bi-fonctionnalité lymphocytaire CD4" est plus représentée chez les patients transplantés
(spécifiques d’IE-1 : témoins = 5,0 [Q1-Q3 = 2,5-9,6] ; Réact. CMV = 16,4 [Q1-Q3 = 9,2-
23,0] — p = 0,019 et spécifiques de pp65 : témoins = 9,7 [Q1-Q3 = 4,2-13,1] ; No Réact.
CMV = 36,0 [Q1-Q3 = 14,5-64,8] ; Réact. CMV = 66,4 [Q1-Q3 = 31,5-68,9] — p = 0,001).
Il n’y a pas de différence statistique retrouvee pour la tri-fonctionnalité lymphocytaire.

La bi-fonctionnalité lymphocytaire CD8" est plus représentée chez les patients transplantés
(spécifiques d’IE-1 : témoins = 2,9 [Q1-Q3 = 0,5-14,5] ; No Réact. CMV = 39,7 [Q1-Q3 =
25,8-54,6] ; Réact. CMV = 19,2 [Q1-Q3 = 8,4-77,5] — p = 0,004 et spécifiques de pp65 :
témoins = 1,5 [Q1-Q3 = 0,5-6,4] ; No Réact. CMV = 31,2 [Q1-Q3 = 9,5-54,9] ; Réact. CMV
= 47,0 [Q1-Q3 = 35,9-59,8] — p = 0,001). Il n’y a pas de différence statistique retrouvee

pour la tri-fonctionnalité.

L’¢évolution de la polyfonctionnalité lymphocytaire chez les patients transplantés de la 6
6™ mois met en évidence (Figure 24) :

A S6 : une polyfonctionnalité lymphocytaire plus importante des LT CD4" chez les patients
n’ayant pas fait de réactivation CMV (spécifiques d’IE-1 1 fonction : Réact. CMV = 95,1
[Q1-Q3 = 85,1-96,9]; No Réact. CMV = 66,3 [Q1-Q3 = 57,6-86,6]— p = 0,039 ;
spécifiques d’IE-1 2 fonctions : No Réact. CMV = 17,2 [Q1-Q3 = 11,4-39,0] ; Réact. CMV
= 4,3 [Q1-Q3 = 3,1-12,8] — p = 0,029 ; spécifiques d’IE-1 3 fonctions : No Réact. CMV =
2,4 [Q1-Q3 = 0,9-8,2] ; Réact. CMV = 0,1 [Q1-Q3 = 0,0-1,5] — p = 0,05 et spécifiques de
pp65 3 fonctions : No Réact. CMV = 3,9 [Q1-Q3 = 3,3-11,0] ; Réact. CMV = 0,3 [Q1-Q3 =
0,1-1,5] — p = 0,014).

A M3 et M6 : une tri-fonctionnalité des LT CD8" plus importante chez les patients n’ayant
pas fait de réactivation CMV (spécifiques d’IE-1 3 fonctions M3 : No Réact. CMV = 0,8
[Q1-Q3 =0,3-1,6] ; Réact. CMV = 0,1 [Q1-Q3 =0,0-0,2] — p = 0,008 ; specifiques d’TE-1 3

fonctions M6 : No Réact. CMV = 0,3 [Q1-Q3 = 0,1-0,5] ; Réact. CMV = 0,1 [Q1-Q3 = 0,0-
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0,1] — p = 0,048 et spécifiques de pp65 3 fonctions M6 : No Réact. CMV = 0,3 [Q1-Q3 =

0,1-0,7] ; Réact. CMV = 0,0 [Q1-Q3 = 0,0-0,0] — p = 0,048.

L’index de polyfonctionnalité lymphocytaire était plus élevé chez les patients transplantés a
JO par rapport aux témoins (LT CD4" spécifiques d’IE-1 témoins / No Réact. CMV / Réact. CMV —
p = 0,022; LT CD8" spécifiques d’IE-1 témoins / No Réact. CMV — p = 0,006 ; LT CD4"
spécifiques de pp65 témoins / Réact. CMV — p = 0,005 ; LT CD8" spécifiques de pp65 témoins /
No Réact. CMV / Réact. CMV — p = 0,001). A la 6°™ semaine, on retrouvait un index de
polyfonctionnalité lymphocytaire T CD4" spécifique d’IE-1 plus élevé dans le groupe sans
réactivation virale par rapport au groupe avec réactivation (p = 0,022). 1l n’y avait pas d’autres

différences statistiques entre les patients avec ou sans réactivations virales (Figure 25).

DISCUSSION

Devant I’impact important du CMV en transplantation rénale, notre travail avait pour but de
rechercher un lien entre la réponse immunitaire cellulaire spécifique du CMV et les
réactivations/primo-infections a CMV en post-transplantation. Cette réponse peut potentiellement
fournir un outil permettant de guider I’utilisation des stratégies thérapeutiques préemptives ou
prophylactiques. Nous avons spécifiquement étudié la différenciation ainsi que la polyfonctionnalite
lymphocytaire par analyse en cytométrie en flux multiparamétrique.

Nous avons pu mettre en évidence que la réponse lymphocytaire CD8" spécifique d’IE-1 des
patients transplantés séropositifs pour le CMV a JO était plus faible par rapport aux témoins. Chez
les témoins, la répartition lymphocytaire CD4" spécifiques du CMV est majoritairement de type
TCM et TEM tandis que les LT CD8" spécifiques du CMV étaient majoritairement de type TEM et

TD. Ces différences concernant la différenciation lymphocytaire peuvent s’expliquer par la fonction
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lymphocytaire (LT CD4" avec fonction « helper » et d’initiation de la réponse immune et LT CD8"
avec fonction effectrice cytotoxique).

La différenciation lymphocytaire spécifique du CMV était plus avancée chez les patients par
rapport aux témoins (expansion des LT CD4" et CD8" TEM et diminution des CD4" et CD8" TN et
des CD4" TCM). Cette différenciation terminale plus avancée que celle liée a I’immunosénescence
est en accord avec les données récentes de la littérature.(35) L’insuffisance rénale chronique est
responsable d’une altération complexe du fonctionnement du systeme immunitaire, associant un état
pro-inflammatoire et 1’établissement d’un déficit immunitaire acquis. Malgré un nombre total de
lymphocytes similaire chez les patients atteints d’insuffisance rénale chronique par rapport a un
groupe témoin, une lymphopénie sélective portant sur les lymphocytes B, les LT CD4" et CD8"
naifs et les TCM CD4" a été mise en évidence. Il s’y associe une expansion des TEM CD8" avec
une polarisation lymphocytaire T majoritairement de type Thl (36). Betjes et al. (35) ont mis en
évidence un vieillissement prématuré du contingent cellulaire T. Des patients agés de 25 a 45 ans
atteints d’insuffisance rénale chronique avaient une distribution relative des LT naifs et mémoires
similaire a celle d’un groupe de sujets sains de 60 a 80 ans, évoquant une différenciation terminale
plus avancée que dans la population du méme age. Un déclin prématuré des fonctions immunitaires
assurées par le thymus était également mis en évidence avec une diminution de la longueur des
téloméres des LT. La polyfonctionnalité lymphocytaire est influencée par les infections virales
chroniques mais ne semble pas affectée par I’'immunosénescence.(37) L’expansion des TSCM dans
le groupe de patients séropositifs pour le CMV avec réactivation virale par rapport aux témoins
pourrait traduire un nombre de réactivations virales infra-cliniques plus important avec expansion
réactionnelle des progéniteurs memoires T spécifiques du CMV chez ces patients.

L’évolution de la différenciation lymphocytaire entre les groupes Réact. et No Réact. CMV
présentait des disparités, montrant ainsi la relation entre charge virale et différenciation
lymphocytaire déja décrite dans la littérature.(19) Si a JO il n’y avait pas de différence entre ces 2

groupes. Dans le groupe Réact. CMV, nous avons retrouvé a M3 une expansion des LT CD8" TEM
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spécifiques d’IE-1 et une tendance & I’expansion des LT CD8" TEM spécifiques de pp65.
L’interprétation de ces données pourrait s’expliquer par une exposition prolongée du systeme
immunitaire au virus entrainant 1’émergence dans le groupe Réact. CMV, d’une population
effectrice prédominante afin de contrdler I’infection. On peut également suspecter que le contréle
moins efficace de la charge virale soit li¢ a I’expansion de ces LT plus différenciés.

De méme, I’expansion dans le groupe de patients No Réact. CMV des LT CD8" TN
spécifiques de pp65 a M6 souleve deux hypotheses : des capacités de reconstitution lymphocytaire
plus importante dans ce groupe permettant un meilleur contrdle de I’infection virale ou,
inversement, un niveau inféricur d’exposition antigénique du systéme immunitaire entrainant
I’accumulation d’une population lymphocytaire moins différenciée.

La polarisation de la réponse lymphocytaire anti-CMV est de type Tyl avec la production
majoritaire de cytokines pro-inflammatoires (dont IL2, IFN-y et TNF «). Cette polarisation permet
I’activation des cellules de I'immunité innée et stimule la production d’anticorps aboutissant a
I’opsonisation, la phagocytose des virions extracellulaires et la lyse des cellules infectées.(4,21)

La polyfonctionnalité lymphocytaire (en termes de LT bi ou tri-fonctionnels) et I’index de
polyfonctionnalité lymphocytaire (défini comme I’ensemble des capacités de sécrétions mono, bi ou
tri-fonctionnelles des LT spécifiques du CMV d’un patient) sont plus représentés chez les patients
greffés par rapport aux témoins. Le taux de LT naifs spécifiques du CMV étant plus représenté chez
les témoins par rapport aux patients avec une sécrétion majoritairement monofonctionnelle d’1L2,
cette donnée pourrait expliquer la diminution significative de la mono-fonctionnalité lymphocytaire
chez les patients transplantés ou nous avons mis en évidence une diminution du taux des LT naifs.
L’augmentation des capacités de sécrétions cytokiniques bi ou trifonctionnels chez les patients
transplantés pourrait s’expliquer par des réactivations infra-cliniques asymptomatiques plus
fréquentes chez les patients insuffisants rénaux responsables d’une stimulation antigénique répétée
du systeme immunitaire. Cette stimulation antigénique répétée a également été impliquée dans

’expansion de cellules hautement différenciées tel que des LT CD4"CD28 cytotoxiques.(38)
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Chez les patients n’ayant pas fait de réactivation CMV, on observait a la 6™ semaine post-
transplantation, une polyfonctionnalité lymphocytaire plus importante des LT CD4" spécifiques du
CMV et au 3*™ et 6™ mois, une tri-fonctionnalité plus importante des LT CD8" spécifiques du
CMV. Ces données pourraient étre liées a une différenciation lymphocytaire moins avancée chez les
patients ne faisant pas de réactivation virale. L’analyse de la répartition des différentes sous-
populations lymphocytaire mémoires en fonction de la mono-, bi- ou tri-fonctionnalité n’était pas
contributive dans notre ¢étude du fait d’un manque de puissance (nombre de patients et de
lymphocytes répondeurs trop faibles pour analyser les différents sous-groupes).

Notre étude suggere chez les patients transplantés un lien entre la polyfonctionnalité et la
différenciation lymphocytaire (une différenciation lymphocytaire moins avancée serait associée a
une plus grande polyfonctionnalité lymphocytaire). Ce profil de phénotype lymphocytaire est
retrouvé chez les patients n’ayant pas fait de réactivations virales. Cependant, si nous retrouvons
une association entre polyfonctionnalité, différenciation lymphocytaire et contrdle de la charge
virale, nous ne sommes pas en mesure de savoir si ¢’est I’impact de I’immunité cellulaire sur la
charge virale qui permet le contrdle de la virémie ou si c’est I’inverse.

Nous avons constaté que les patients transplantés séropositifs pour le CMV ne faisant pas de
réactivation virale avaient une tendance a presenter une réponse immune spécifique d’IE-1 plus
importante par rapport aux patients séropositifs pour le CMV avec réactivation virale (réponse
immune anti-pp65 majoritaire). Ceci nous suggere qu’une réponse immune spécifique d’IE-1 est
associée a une moindre réactivation virale. Cette donnée a déja été évoquée dans la littérature.(29)

Dans le groupe D/R", nous avons retrouvé une réponse cytokinique lymphocytaire apres
stimulation par les peptides du CMV & la 6°™ semaine post-greffe sans signes clinico-biologiques
de primo-infection a CMV. Ces résultats posent la question d’une « sur-activation » lymphocytaire
dans le contexte de greffe récente, d’autant plus devant le fort taux d’utilisation du SAL dans ce

groupe (60 % d’utilisation).
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En routine clinique, 1’évaluation de I’immunité humorale en post-transplantation n’est pas
réalisée chez les patients D*/R” sous prophylaxie systématique. Ce fait est discutable car il pourrait
permettre une évaluation rapide et simple de la constitution d’une réponse immune spécifique du
CMV en post-greffe. Cependant, la question de 1’efficacité de cette réponse humorale se pose et ne
permettrait probablement pas de guider I’utilisation des différentes stratégies thérapeutiques.

Nous n’avons pas mis en évidence d’impact du traitement immunosuppresseur sur
I’immunité mémoire spécifique du CMV et le risque de réactivation virale. Ceci ne va pas dans le
sens de la littérature qui retrouve un réle probable du SAL dans les réactivations virales. La
libération d’une grande quantité de TNFa et d’autres cytokines pro-inflammatoires induite par le
SAL avec activation de I’immunité innée et adaptative pourrait en effet favoriser une réactivation
CMV.(10) La majorité des patients étant sous CNI dans notre étude, celle-ci ne permet pas
d’évaluer spécifiquement 1’impact des CNI sur I’'immunité cellulaire spécifique du CMV.
Cependant, il a été démontré que les CNI modifient la qualité de la réponse lymphocytaire. Sans
impacter la fréquence absolue des lymphocytes CD8*, ces molécules réduisent de fagon
significative la polyfonctionnalité cellulaire T (co-sécrétion d’IFNy, TNFa et IL2) sans altérer la
réponse monofonctionnelle CD8" IFNy™ ni leur capacité de cytotoxicité.(39) De fagon intéressante,
Havenith et al. (40) ont observé une augmentation significative des lymphocytes T CD4" et CD8"
de types effecteurs chez les patients sous inhibiteurs de mTOR, pouvant potentiellement expliquer
la diminution du risque de réactivation CMV constaté chez les patients recevant ce traitement.

L’étude de la polyfonctionnalité lymphocytaire dans cette étude est faite par 1’analyse de la
diversité¢ de sécrétion cytokinique. La polyfonctionnalité peut également étre explorée par 1’étude
des capacités de cytotoxicité cellulaire (exemple : analyse du marqueur CD107a de dégranulation)
ou des capacités de prolifération lymphocytaire (exemple : étude de la décroissance de fluorescence
de « Carboxy-Fluorescein Succinimidyl Ester » comme marqueur de prolifération). Compte tenu
des délais impartis pour la réalisation de notre etude et des contraintes liées au laboratoire, nous

avons choisi de ne réaliser qu’une analyse des différentes capacités de sécrétion cytokinique comme
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marqueurs d’évaluation de la polyfonctionnalité lymphocytaire. Notre étude de type
observationnelle comporte un petit nombre de patients et manque par la-méme de puissance.
Cependant, elle présente 1’avantage d’étre prospective et d’évaluer I’immunité cellulaire en pré et
post-transplantation avant toute réactivation virale et en 1’absence de traitement antiviraux

systématique chez les patients séropositifs pour le CMV.

CONCLUSION - PERSPECTIVES

Notre étude suggere un lien entre polyfonctionnalité et différenciation lymphocytaire. Une
différenciation lymphocytaire moins avancée serait associée a une plus grande polyfonctionnalité
lymphocytaire et pourrait permettre un meilleur contréle de la charge virale. Cependant, notre étude
ne nous permet pas de conclure si le phénotype lymphocytaire T permet un contrdle de la charge
virale ou si ¢’est la virémie qui influe sur I’immunité cellulaire. La poursuite d’une telle étude avec
un plus grand nombre de patients et notamment 1’analyse de la répartition des différentes sous-
populations mémoires en fonction de la mono-, bi- ou tri-fonctionnalité pourrait permettre de

répondre a cette question.

Page 60 sur 95



REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

1. Agence de la Biomédecine. Le rapport médical et scientifique du prélévement et de la greffe
en France. 2011.

2. Agence de la Biomédecine. Rapport annuel 2012 de 1’Agence de la biomédecine. 2012.

3. Agence de la Biomédecine. Rapport Annuel REIN (Réseau Epidémiologie et Information en
Néphrologie) 2011. 2012;

4. Abbas A, Lichtman A. Réponse immunitaire de type cellulaire - Activation des lymphocytes
T. Les bases de I'immunologie fondamentale et clinique. Elsevier. p. 81-102.

5. Thaunat O, Morelon E. Mode d’action des immunosuppresseurs et leurs complications -
DIU Rein et Maladies systémiques. 2012.

6. Lefaucheur C, Loupy A, Vernerey D, Duong-Van-Huyen J-P, Suberbielle C, Anglicheau D,
et al. Antibody-mediated vascular rejection of kidney allografts: a population-based study. Lancet.
janv 2013;381:313-319.

7. Fishman JA. Infection in solid-organ transplant recipients. N Engl J Med. déc
2007;357:2601-2614.

8. Kotton CN, Fishman JA. Viral infection in the renal transplant recipient. J Am Soc Nephrol.
juin 2005;16:1758-1774.

9. San Juan R, Aguado JM, Lumbreras C, Diaz-Pedroche C, Lépez-Medrano F, Lizasoain M,
et al. Incidence, clinical characteristics and risk factors of late infection in solid organ transplant
recipients: data from the RESITRA study group. Am J Transplant. avr 2007;7:964-971.

10.  Crough T, Khanna R. Immunobiology of human cytomegalovirus: from bench to bedside.
Clin Microbiol Rev. janv 2009;22:76-98.

11.  Lopo S, Vinagre E, Palminha P, Paixao MT, Nogueira P, Freitas MG. Seroprevalence to
cytomegalovirus in the Portuguese population, 2002-2003. Euro Surveill. 2011;16.

12.  Bate SL, Dollard SC, Cannon MJ. Cytomegalovirus seroprevalence in the United States: the
national health and nutrition examination surveys, 1988-2004. Clin Infect Dis. juin

2010;50:1439-1447.

13. Helanterd I, Lautenschlager I, Koskinen P. The risk of cytomegalovirus recurrence after
kidney transplantation. Transpl Int. déc 2011;24:1170-1178.

14, Kotton CN, Kumar D, Caliendo AM, Asberg A, Chou S, Snydman DR, et al. International
consensus guidelines on the management of cytomegalovirus in solid organ transplantation.

Transplantation. avr 2010;89:779-795.

Page 61 sur 95



15.  Humar A, Limaye AP, Blumberg EA, Hauser 1A, Vincenti F, Jardine AG, et al. Extended
valganciclovir prophylaxis in D+/R- kidney transplant recipients is associated with long-term
reduction in cytomegalovirus disease: two-year results of the IMPACT study. Transplantation. déc
2010;90:1427-1431.

16. Reischig T, Jindra P, Hes O, Svecova M, Klaboch J, Treska V. Valacyclovir prophylaxis
versus preemptive valganciclovir therapy to prevent cytomegalovirus disease after renal
transplantation. Am J Transplant. janv 2008;8:69-77.

17.  Witzke O, Hauser IA, Bartels M, Wolf G, Wolters H, Nitschke M. Valganciclovir
Prophylaxis Versus Preemptive Therapy in Cytomegalovirus-Positive Renal Allograft Recipients:
1-Year Results of a Randomized Clinical Trial. Transplantation. janv 2012;93:61-68.

18.  Sylwester AW, Mitchell BL, Edgar JB, Taormina C, Pelte C, Ruchti F, et al. Broadly
targeted human cytomegalovirus-specific CD4+ and CD8+ T cells dominate the memory
compartments of exposed subjects. J Exp Med. sept 2005;202:673-685.

19.  Harari A, Dutoit V, Cellerai C, Bart P-A, Du Pasquier RA, Pantaleo G. Functional
signatures of protective antiviral T-cell immunity in human virus infections. Immunol Rev. juin
2006;211:236-254.

20.  Vande Berg PJEJ, van Stijn A, Ten Berge IJM, van Lier RAW. A fingerprint left by
cytomegalovirus infection in the human T cell compartment. J Clin Virol. mars 2008;41:213-217.

21.  Villacres MC, Longmate J, Auge C, Diamond DJ. Predominant type 1 CMV-specific
memory T-helper response in humans: evidence for gender differences in cytokine secretion. Hum
Immunol. mai 2004;65:476-485.

22.  Appay V, van Lier RAW, Sallusto F, Roederer M. Phenotype and function of human T
lymphocyte subsets: consensus and issues. Cytom A. nov 2008;73:975-983.

23.  Swain SL, McKinstry KK, Strutt TM. Expanding roles for CD4" T cells in immunity to
viruses. Nat Rev Immunol. févr 2012;12:136-148.

24.  Lugli E, Dominguez MH, Gattinoni L, Chattopadhyay PK, Bolton DL, Song K, et al.
Superior T memory stem cell persistence supports long-lived T cell memory. J Clin Invest. févr
2013;123:594-599.

25.  Gattinoni L, Lugli E, Ji Y, Pos Z, Paulos CM, Quigley MF, et al. A human memory T cell
subset with stem cell-like properties. Nat Med. oct 2011;17:1290-1297.

26. Pantaleo G, Harari A. Functional signatures in antiviral T-cell immunity for monitoring
virus-associated diseases. Nat Rev Immunol. mai 2006;6:417-423.

27. Riou C, Treurnicht F, Abrahams M-R, Mlisana K, Liu MKP, Goonetilleke N, et al.
Increased memory differentiation is associated with decreased polyfunctionality for HIV but not for

cytomegalovirus-specific CD8+ T cells. J Immunol. oct 2012;189:3838-3847.

Page 62 sur 95



28.  Gerna G, Lilleri D, Chiesa A, Zelini P, Furione M, Comolli G, et al. Virologic and
immunologic monitoring of cytomegalovirus to guide preemptive therapy in solid-organ
transplantation. Am J Transplant. nov 2011;11:2463-2471.

29.  Bunde T, Kirchner A, Hoffmeister B, Habedank D, Hetzer R, Cherepnev G, et al. Protection
from cytomegalovirus after transplantation is correlated with immediate early 1-specific CD8 T
cells. J Exp Med. avr 2005;201:1031-1036.

30.  Nickel P, Bold G, Presber F, Biti D, Babel N, Kreutzer S, et al. High levels of CMV-IE-1-
specific memory T cells are associated with less alloimmunity and improved renal allograft

function. Transpl Immunol. mars 2009;20:238-242.

31. Nebbia G, Mattes FM, Smith C, Hainsworth E, Kopycinski J, Burroughs A, et al.
Polyfunctional cytomegalovirus-specific CD4+ and pp65 CD8+ T cells protect against high-level
replication after liver transplantation. Am J Transplant. déc 2008;8:2590-2599.

32.  Ladriere M, Foucher Y, Legendre C, Kamar N, Garrigue V, Morelon E, et al. The Western
Europe Cohort of Kidney Transplanted Recipients- The DIVAT Network.

33.  Larsen M, Sauce D, Arnaud L, Fastenackels S, Appay V, Gorochov G. Evaluating cellular
polyfunctionality with a novel polyfunctionality index. PloS One. 2012;7:e42403.

34.  Béné MC, Kolopp Sarda MN, El Kaissouni J, De March Kennel A, Molé C, Kohler C, et al.
Automated cell count in flow cytometry: a valuable tool to assess CD4 absolute levels in peripheral
blood. Am J Clin Pathol. sept 1998;110:321-326.

35.  Betjes MGH, Langerak AW, van der Spek A, de Wit EA, Litjens NHR. Premature aging of
circulating T cells in patients with end-stage renal disease. Kidney Int. juill 2011;80:208-217.

36.  Litjens NHR, van Druningen CJ, Betjes MGH. Progressive loss of renal function is
associated with activation and depletion of naive T lymphocytes. Clin Immunol. janv
2006;118:83-91.

37.  Lelic A, Verschoor CP, Ventresca M, Parsons R, Evelegh C, Bowdish D, et al. The
polyfunctionality of human memory CD8+ T cells elicited by acute and chronic virus infections is
not influenced by age. PLoS Pathog. 2012;8:e1003076.

38.  Betjes MGH, Huisman M, Weimar W, Litjens NHR. Expansion of cytolytic CD4+CD28- T
cells in end-stage renal disease. Kidney Int. sept 2008;74:760-767.

39.  Fuhrmann S, Lachmann R, Streitz M, Hetzer R, Volk H-D, Lehmkuhl H, et al. Cyclosporin
A and tacrolimus reduce T-cell polyfunctionality but not interferon-y responses directed at
cytomegalovirus. Immunology. aolt 2012;136:408-413.

40. Havenith SHC, Yong SL, van Donselaar-van der Pant KAMI, van Lier RAW, ten Berge
IJM, Bemelman FJ. Everolimus-treated renal transplant recipients have a more robust CMV-
specific CD8+ T-cell response compared with cyclosporine- or mycophenolate-treated patients.

Transplantation. 15 janv 2013;95(1):184-191.

Page 63 sur 95



TABLE DES TABLEAUX et FIGURES —
ANNEXES

Figure 1 : Activité de transplantation d’organes en France en 2012 .........cc.cooeviriiiiiiencnencnesenn 66
Figure 2 : Prévalence de la dialyse et de la transplantation en France en 2011..........c.cccccoceviveveennnne 66
Figure 3 : Néphropathies initiales des patients transplantés .............ccccoereiiiieininenere e 67
Figure 4 : Mécanisme de I’activation lymphocytaire T .........ccccoveveiiieiiieneeiie e se e 67
Figure 5 : Calendrier des infections chez le patient transplante ... 68
Figure 6 : Virus de la famille des Herpésviridae infectant I’espéce humaine.............cccooveveiveieennnne 69
Figure 7 : Structure du virion du CMV NUMAIN.........ccooiiiiiiiieee s 69

Figure 8 : Représentation schématique des antigenes viraux reconnus par la réponse immunitaire

médiée par les lymphocytes T CD4™ € CD8" ..........covieiveiieeicieeeeeeeeee e 70
Figure 9 : Cycle de réplication intracellulaire du CMV humain...........cccccoooeiieieiieiie e 70
Figure 10 : Infection @ CMV chez le patient transplante ..o 71

Figure 11 : Relation entre phénotype, fonction et différenciation lymphocytaire des lymphocytes

CD4" et CD8" Specifiques d aNtIGENES .......c..cueveveeeerieirerieeiesseesessie s esse et ses e esseses s 72
Figure 12 : Reconstitution de I’immunité mémoire T spécifique d’antigene .............ccevvererrvrennns 72
Figure 13 : Signature fonctionnelle lymphocytaire T en fONCtion ..o 73
de 1a "pression antigéniqUE VIralE™ ............cuoiiiiiic et 73
Figure 14 : Polyfonctionnalité lymphocytaire et charge virale...........c.ccooeiiiieneiiinicceeces 74

Figure 15 : Impact de la charge virale sur la polyfonctionnalité et la différenciation lymphocytaire

(exemple du HIV €t AU CIMV) ..ottt bbb 74
Figure 16 : SChéma de I"EHUAEC. ......c.eeiiiiiiiee ettt bbb 75
Figure 17 : Diagramme de flux de ItUde .........ccouviiiiiiiiiiiiiiee s 76

Figure 18 : Stratégie d’analyse des sous-populations lymphocytaire en cytométrie en flux. Etude de
la différenciation et de la SECrétion lymphOCYLAITE .........ccoiiiiiiiiiie s 77

Figure 19 : Taux de lymphocytes CD4" et CD8" spécifiques d’IE-1 et de pp65aJ0 .......cccvveeevee. 78
Page 64 sur 95


file:///D:/Mes%20Documents/Néphro%20nancy/Mémoire%20DES%20+%20Thèses/Mémoire%20Manon/Thèse/Thèse%2029-01BIS.docx%23_Toc378798364
file:///D:/Mes%20Documents/Néphro%20nancy/Mémoire%20DES%20+%20Thèses/Mémoire%20Manon/Thèse/Thèse%2029-01BIS.docx%23_Toc378798365
file:///D:/Mes%20Documents/Néphro%20nancy/Mémoire%20DES%20+%20Thèses/Mémoire%20Manon/Thèse/Thèse%2029-01BIS.docx%23_Toc378798368
file:///D:/Mes%20Documents/Néphro%20nancy/Mémoire%20DES%20+%20Thèses/Mémoire%20Manon/Thèse/Thèse%2029-01BIS.docx%23_Toc378798390
file:///D:/Mes%20Documents/Néphro%20nancy/Mémoire%20DES%20+%20Thèses/Mémoire%20Manon/Thèse/Thèse%2029-01BIS.docx%23_Toc378798391

Figure 20 : Répartition des différents stades de maturation lymphocytaire & JO des LT CD4" et
CD8" spécifiques d’IE-1 et de pp65 entre les patients transplantés rénaux et les témoins................ 79
Figure 21 : Cinétique de réponse des lymphocytes T CD4" et CD8" spécifique de CMV ................ 80
Figure 22 : Répartition des différents stades de maturation lymphocytaire des LT CD4" (A) et CD8"
(B) de la 6éme semaine au 6™ mOois POSt-tranSPIANTAtION ...............ovveeeeeeveereeereerseeeeeeesseseeeeesenees 81

Figure 22 (suite) : Répartition des différents stades de maturation lymphocytaire des LT CD4" (A)

et CD8" (B) de la 6éme semaine au 6°™ mois post-transplantation ......... Erreur ! Signet non défini.
Figure 23 : Polyfonctionnalité lymphocytaire en 1E-1 et PpB5........cccviiririiriieineseneesese e 83
chez les patients transplantés et 1es tEmMOINS @ JO........cccvcviiieii i s 83
Figure 24 : Polyfonctionnalité lymphocytaire en 1E-1 et PPB5.......ccccvierririiinieeneseese e 84
chez les patients transplantés de 1a 6™ SeMaing au 6™ MOIS .........cc.vveeveeveereereeresreesseeeeseeereeeees 84
Figure 25 : Index de polyfonctionnalité lymphocytaire des LT CD4" et CD8".........ccccevvvvevrerrvernnee, 85

A LT CD4" et CD8" spécifiques d’IE-1; B : LT CD4" et CD8" spécifiques de pp65

Tableau 1 : Signes cliniques d’infections @ CMV .........ccoiiiiiiiiiiiiie e 86
Tableau 2 : Caractéristiques de la population le jour de I’appel de greffe.........ccoovvvvviiiiiiieniininnnnns 87
Tableau 3 : Evolution générale des patients en post-transplantation rénale ...............cccceceveniinenen. 88
Tableau 4 : Comparaison de I’évolution en post-greffe..........ccooiiiiiiiiiiiiii e 89
selon la survenue ou non d’une infection @ CMV ..o 89
Tableau 5 : Polyfonctionnalité et Répartition lymphocytaire des témoins CMV positifs.................. 90

Tableau 6 : Maturation lymphocytaire des LT CD4" et CD8" spécifiques d’IE-1 et de pp65 plus
avancée chez les patients transplantés rénaux a JO par rapport aux tEmoins ...........ccceeceeveeerereeeneene 91

Tableau 7 : Maturation lymphocytaire des LT CD4" et CD8" plus avancée chez les patients

transplantés rénaux avec réactivation virale au 6™ mois post-transplantation...................c..ccoo....... 92
Annexe 1 : Suivi standardisé des patients transplantés............ccecveiieeii e 93
au cours de la premiere année de tranSPlantation ............c.cooieiiiieie s 93

Page 65 sur 95
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Figure 1 : Activité de transplantation d’organes en France en 2012

(Rapport annuel 2012 de I'Agence de la biomédecine)
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Figure 2 : Prévalence de la dialyse et de la

transplantation en France en 2011

(Rapport annuel REIN 2011)
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Intervalle de

Maladie rénale inifiale n % Taux standardisé confiance a 95% du
taux standardisé

Glomérulonéphrite primitive 8 352 268 130 [127- 132]
Pyélonéphrite 2655 85 41 [40- 43)
Polykystose 3961 127 61 [60- 63)
Diabéte 2116 6.8 33 [31- 34)
Hypertension 1594 51 25 [24- 26)
Vasculaire 231 07 4 3- 4
Autre 7211 232 12 [109- 114)
Inconnu 5019 16.1 78 [76- 80]

Figure 3 : Néphropathies initiales des patients transplantés

(Rapport annuel REIN 2011)
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Figure 4 : Mécanisme de I’activation lymphocytaire T

Principe des 3 signaux nécessaires a I’activation
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— DonorDastved Nosocomial, tgcf'mical Activation f’f latent infectit.m. Community scquited
(donor or recipient) (relapsed, residual, opportunistic)
Infection
o
Dynamic assessment of risk of infection
Transplantation
Common Infections in Solid-Organ Transplant Recipients
— Recipient-Derived <1 Month 1-6 Months >6 Months
Infection Infection with antimicrobial- With PCP and antiviral (CMV,HBV) Community-acquired pneumonia,
resistant species: prophylaxis: urinary tract infection
MRSA Polyomavirus BK infection, nephropathy Infection with aspergillus, atypical
VRE C. difficile colitis molds, mucor species
Candida species (non-albicans) HCV infection Infection with nocardia, rhodo-
Aspiration Adenovirus infection, influenza coccus species
Catheter infection Cryptococcus neoformans infection Late viral infections:
Wound infection Mycobacterium tuberculosis infection CMV infection (colitis and
Anastomotic leaks and ischemia Anastomotic complications retinitis)
Clostridium difficile colitis Hepatitis (HBV, HCV)
Without prophylaxis: HSV encephalitis
Donor-derived infection Pneumocystis Community-acquired (SARS,
(uncommon): Infection with herpesviruses (HSV, West Nile virus infection)
HSV, LCMV, rhabdovirus VZV, CMV, EBV) JC polyomavirus infection (PML)
(rabies), West Nile virus, HBV infection Skin cancer, lymphoma (PTLD)
HIV, Trypanasoma cruzi Infection with listeria, nocardia, toxo-
plasma, strongyloides, leishmania,
Recipient-derived infection T. cruzi
(colonization):
Aspergillus, pseudomonas

Figure 4. Changing Timeline of Infection after Organ Transplantation.

Infections occur in a generally predictable pattern after solid-organ transplantation. The development of infection is delayed by prophy-
laxis and accelerated by intensified immunosuppression, drug toxic effects that may cause leukopenia, or immunomodulatory viral in-
fections such as infection with cytomegalovirus (CMV), hepatitis C virus (HCV), or Epstein=Barr virus (EBV). At the time of transplanta-
tion, a patient’s short-term and long-term risk of infection can be stratified according to donor and recipient screening, the technical
outcome of surgery, and the intensity of immunosuppression required to prevent graft rejection. Subsequently, an ongoing assessment
of the risk of infection is used to adjust both prophylaxis and immunosuppressive therapy. MRSA denotes methicillin-resistant Staphylo-
coccus aureus, VRE vancomycin-resistant Enterococcus faecalis, HSV herpes simplex virus, LCMV lymphocytic choriomeningitis virus, HIV
human immunodeficiency virus, PCP Pneumocystis carinii pneumonia, HBV hepatitis B virus, VZV varicella~zoster virus, SARS severe
acute respiratory syndrome, PML progressive multifocal leukoencephalopathy, and PTLD post-transplantation lymphoproliferative disor-
der. Modified from Fishman and Rubin® and Rubin et al.4*

Figure 5 : Calendrier des infections chez le patient transplanté

(Fishman, 2007. NEJM)
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Identification Génome \
Désignation Nom usuel (abréviation anglo-saxonne) Sous-famille | Taille (kpb)
HHV-1 Herpés simplex 1 (HSV-1) o 152
HHV-2 Herpés simplex 2 (HSV-2) o 152
HHV-3 virus de la varicelle (VZV) o 125 |
HHV-4 Virus d'Epstein Barr (EBV) Y 172
HHV-5 Cytomégalovirus Humain (HCMV) B 248
HHV-6 A roseolovirus B 159
HHV-6-B roseolovirus B 162 |
HHV-7 B
HHV-8 virus du sarcome de Kaposi (KSHV) o 230

Figure 6 : Virus de la famille des Herpésviridae infectant I’espéce humaine

(Pellett and Roizman, 2007)

Tégument

ADN Viral

Nucléocapside

Enveloppe

Figure 7 : Structure du virion du CMV humain
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Proteins studied Strength of reactivities detected
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Figure 8 : Représentation schématique des antigenes viraux reconnus par la réponse
immunitaire médiée par les lymphocytes T CD4" et CD8" (Gandhi and Khanna, 2004)

Figure 9 : Cycle de réplication intracellulaire du CMV humain (d’aprés Crough and Khanna, 2009)

1 : Entrée du virion CMV dans la cellule

2 : Entrée de la nucléocapside dans le noyau cellulaire

3 et 3” : Duplication du génome viral et synthése des protéines de la nucléocapside

4 : Assemblage de la nucléocapside dans le noyau et acquisition des protéines du tégument

5 : Excrétion du virion dans le milieu extérieur avec acquisition de la bicouche lipidique
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Antilymphocyte globulin, fever,
Latent CMV infection TNF-a, infection, high-dose
immunosuppression

Active CMV infection
(viremia and tissue infection)

; Cellular effects:
“grevctd;;!:c:" MHC, cytokine expression
“Indirect effects”
CMV syndrome End-organ disease Allograft Allograft EBV-associated Opportunistic
(Fever, weakness, (Nephritis, hepatitis, injury rejection PTLD infection
myalgia, arthralgia, carditis, colitis,
1 et e
myelosuppression) P is,
encepha-
litis)

Atheroclerosis, bronchiolitis obliterans,
vanishing bile duct syndome

Figure 5. Cytomegalovirus Infection.

Cytomegalovirus (CMV) causes both invasive disease (“direct effects”) and immunologic phenomena (“indirect effects”), including
graft rejection and a predisposition to opportunistic infections. CMV may be activated by febrile iliness (through the release of tumor
necrosis factor a [TNF-a]), by depletion of antilymphocyte antibodies, or during treatment for graft rejection. MHC denotes major histo-
compatibility complex, EBV Epstein—Barr virus, and PTLD post-transplantation lymphoproliferative disorder.

Figure 10 : Infection & CMV chez le patient transplanté

(Fishman, 2007. NEJM)
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Figure 11 : Relation entre phénotype, fonction et différenciation lymphocytaire des

lymphocytes CD4" et CD8" spécifiques d’antigénes

(Harari, 2006. Immunol. Rev.)

Tcem : Lymphocytes T mémoires centraux ; Tem @ Lymphocytes T effecteurs mémoires; Ter:
lymphocytes T effecteurs terminaux ; IFN-y : Interféron y ; IL2 : Interleukine 2

‘Short-lived Tgg

Figure 12 : Reconstitution de ’immunité mémoire T spécifique d’antigéne

Gattinoni, 2012. Nat Rev Cancer

Tn: Lymphocytes T Naifs; Tscm : Cellules progénitrices mémoires T ; Tcm: Lymphocytes T
mémoires centraux ; Tem : Lymphocytes T effecteurs mémoires ; Short-lived Teer : lymphocytes T

effecteurs terminaux
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Figure 13 : Signature fonctionnelle lymphocytaire T en fonction
de la ""pression antigénique virale"

Pantaleo, 2006. Nat. Rev. Immunol.
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Figure 14 : Polyfonctionnalité lymphocytaire et charge virale

Polyfunctionality of Ag-specific CD8+ T cells -
(% of Total Ag-specific ED Memory subset)

HIV 4%
CMV+

Polyfunctionality of Ag-specific CD8+ T cells
(% of Total Ag-specific TD Memory subset)

Harari, 2006. Immunol. Rev.

Figure 15 : Impact de la charge virale sur la polyfonctionnalité et la différenciation

lymphocytaire (exemple du HIV et du CMV) Riou, 2012. Journal of immunology

ED:

Early Differencied ;
lymphocytaire ; Ag : antigéne

TD:

Terminally Differencied ;
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Période d'inclusion (J0 : Transplantation rénale) |

Période de suivi (JO + 6 mois)

Janvier

2013

JO : Transplantation rénale | S6/S7

[cF]

T Avril 2013 T Octobre 2013
M3 M6

CF si réplication virale active |

PCR CMV hebdomadaire systématique chez les receveurs séropositifs pour le CMV

PCR CMV hebdomadaire systématique
a l'arrét de la prophylaxie chez les D+/R-

Si réplication virale symptomatique, PCR CMV x 2/sem |

A\

CF : Cytométrie en flux

PCR : Polymerase Chain Reaction

CMV : Cytomegalovirus

Figure 16 : Schéma de I’étude
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e

Infection @ CM!
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1 Patiert < 18 ans
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A\ 4
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.
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6éme Mais

Y
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20 patients trarsplantss analysés

A 4

2 patients

A4

20 témains sains de EFSindws

3 patients : Suivi hors CHU

1 patiert : Remise en dalyse

18 patients trarsglantés analysés

Figure 17 : Diagramme de flux de I’étude

Infection a CMV : 7 réactivations CMV symptomatique et 2 primo-infections CMV par le greffon
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Figure 18 : Stratégie d’analyse des sous-populations lymphocytaire en cytométrie en flux.

CD3: Lymphocytes T CD3"; CD4 : Lymphocytes T CD4"; CD8 : Lymphocytes T CD8" ; CD3
TN : Lymphocytes T CD3" naifs ; CD3 STCM : Progéniteurs Mémoires T CD3"; CD3 TCM :
Lymphocytes T CD3" Mémoires Centraux ; CD3 TEM : Lymphocytes T CD3" Effecteurs
Mémoires ; CD3 TD : Lymphocytes T CD3" Effecteurs Terminaux ; CD3 IL2 : Lymphocytes T

CD3" sécréteurs d’IL2 ; CD3 IFN+ : Lymphocytes T CD3" sécréteurs d’IFNy; CD3 TNF+:

Etude de la différenciation et de la sécretion lymphocytaire

Lymphocytes T CD3" sécréteurs de TNFo.
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Figure 19 : Taux de lymphocytes CD4" et CD8" spécifiques d’IE-1 et de pp65 a JO

LT : Lymphocytes T ; Tem: Témoins ; React CMV : Receveurs séropositifs pour le CMV avec
réactivation virale symptomatique ; No Reéact: Receveurs seropositifs pour le CMV sans
réactivation virale symptomatique (pas de virémie ou réplication CMV asymptomatique) ; % =

pourcentage ; * = p<0,05.
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Figure 20 : Répartition des différents stades de maturation lymphocytaire & JO des LT CD4"

et CD8" spécifiques d’IE-1 et de pp65 entre les patients transplantés rénaux et les témoins
Réact CMV : Receveurs séropositifs pour le CMV avec réactivation virale ; No Réact : Receveurs
séropositifs pour le CMV sans réactivation virale; TN: Lymphocytes T naifs; STCM:
Progéniteurs Mémoires T ; TCM : Lymphocytes T Mémoires Centraux ; TEM : Lymphocytes T

Effecteurs Mémoires ; TD : Lymphocytes T Effecteurs Terminaux. * = p<0,05
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Figure 21 : Cinétique de réponse des lymphocytes T CD4" et CD8" spécifique de CMV
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Figure 22 : Répartition des différents stades de maturation lymphocytaire des LT CD4" (A) et CD8" (B) de la 6éme semaine au

6™ mois post-transplantation

Reéact CMV : Receveurs séropositifs pour le CMV avec réactivation virale ; No Réact : Receveurs séropositifs pour le CMV sans
réactivation virale ; TN : Lymphocytes T naifs ; STCM : Progéniteurs Mémoires T ; TCM : Lymphocytes T Mémoires Centraux ;

TEM : Lymphocytes T Effecteurs Mémoires ; TD : Lymphocytes T Effecteurs Terminaux. * = p<0,05
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Figure 22 (suite) : Répartition des différents stades de maturation lymphocytaire des LT CD4" (A) et CD8" (B) de la 6éme

semaine au 6°™ mois post-transplantation

Réact CMV : Receveurs séropositifs pour le CMV avec réactivation virale ; No Réact : Receveurs séropositifs pour le CMV sans
réactivation virale ; TN : Lymphocytes T naifs ; STCM : Progéniteurs Mémoires T ; TCM : Lymphocytes T Mémoires Centraux ; TEM :

Lymphocytes T Effecteurs Mémoires ; TD : Lymphocytes T Effecteurs Terminaux. * = p<0,05
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Figure 23 : Polyfonctionnalité lymphocytaire en 1E-1 et pp65

chez les patients transplantés et les temoins a JO

Réact CMV : Receveurs séropositifs pour le CMV avec réactivation virale ; No Réact CMV :

Receveurs séropositifs pour le CMV sans réactivation virale ; Témoins : Témoins séropositifs pour

le CMV ; LT : Lymphocytes T ; JO : Jour O ; * = p<0,05
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Figure 24 : Polyfonctionnalité lymphocytaire en 1E-1 et pp65

chez les patients transplantés de la 6°™ semaine au 6°™ mois

Réact CMV : Receveurs séropositifs pour le CMV avec réactivation virale ; No Réact CMV :
Receveurs séropositifs pour le CMV sans réactivation virale ; Témoins : Témoins séropositifs pour
le CMV ; LT : Lymphocytes T ; JO : Jour 0 ; S6 : Semaine 6 ; M3 : 3*™ mois ; M6 : 6*™ mois ; * =

p<0,05
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Figure 25 : Index de polyfonctionnalité lymphocytaire des LT CD4" et CD8"

A : LT CD4" et CD8" spécifiques d’IE-1 ; B : LT CD4" et CD8" spécifiques de pp65 ; Réact CMV :
Receveurs séropositifs pour le CMV avec réactivation virale ; No Réact CMV : Receveurs
séropositifs pour le CMV sans réactivation virale ; Témoins : Témoins séropositifs pour le CMV ;
LT : Lymphocytes T ; JO : Jour 0 ; S6 : Semaine 6 ; M3 : 3*™ mois ; M6 : 6°™ mois ; * = p<0,05.
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Tableau 1 : Signes cliniques d’infections a CMV

Maladie a CMV: Fiévre, myalgies, asthénie et syndrome neutropénique (leuco-

thrombopénie)

Atteinte spécifique d’organe :

- Néphrite, - Choriorétinite
- Hépatite, - Pancréatite
- Pneumonie, - Myélosuppression

- Colite, Gastrite, Ulcére (risque d’hémorragie et de perforation intestinale)
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Tableau 2 : Caractéristiques de la population le jour de I’appel de greffe

n: Nombre ; CMV : Cytomégalovirus ; EBV : Epstein-Barr Virus; 1gG : Immuno-globuline G;
SAL : Sérum anti-lymphocytaire

Caractéristiques des patients a JO n %
SEXE Femmes 6 27,3
Hommes 16 72,7
Age (ans) 59

Receveur : Néphropathie initiale
Néphropathie diabétique et/ou vasculaire 10 45,5

Uropathie malformative 1 4,5
Glomérulonéphrite 6 27,3
Néphropathie indéterminée 5 22,7
Ancienneté de dialyse (années) 3
Hémodialyse 19 86,4
Dialyse péritonéale 2 9,1
Antécédents néoplasiques 4 18,2
Antécédents infectieux 3 13,6
Receveur : Sérologie CMV 15 68,2
Taux d'Anticorps 1gG anti-CMV (UA/ml) 250
Receveur : Sérologie EBV 22 100
Receveur : Groupe Sanguin

A 11 50

B 2 9,1

AB 2 9,1
0] 7 31,8
Anticorps antiHLA classe | 8 36,4
Anticorps antiHLA classe |1 5 22,7
Taux de greffons incompatibles>85 % 2 9,1
Programme Antigenes permis 1 4,5
lere Transplantation Oui 18 81,8
Non 4 18,2

Greffe Preemptive 1 4,5
Greffe Donneur Vivant 6 27,3
Greffe dérogatoire VHB 2 9,1
Patient hyperimmunisé 2 9,1
Induction 20 90,9

SAL 9 45

Basiliximab 11 55

Entretien

Ciclosporine A 9 40,9
Tacrolimus 13 59,1

MMF 22 100

Corticoides 22 100

Donneur : Groupe Sanguin

A 10 45,5
B 3 13,6

AB 1 4,5
o 8 36,4

Donneur : Sérologie CMV 10 45,5
Donneur : Sérologie EBV 22 100
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Tableau 3 : Evolution générale des patients en post-transplantation rénale

n: Nombre; CMV : Cytomégalovirus; EBV : Epstein-Barr Virus; Inh. mTOR:
Inhibiteur de la voie mTOR ; n : nombre.

Evolution post-greffe sur 8 mois n %
Reprise retardée de fonction 9 40,9
Reprises chirurgicales post-opératoires 3 13,6
Créatininémie (umol/L) 148

Rejet 4 18,2
Néphrotoxicite aux immunosuppresseurs 3 13,6
Perte de greffon 2 9,1
Transplantectomie 1 4,5
Minimisation des anticalcineurines 2 9,1
Switch des anticalcineurines vers Inh.mTOR 1 4,5
Arrét Mycophénolate Mofétil 4 18,2

Complications infectieuses virales 14 63,6

Réactivation CMV symptomatique 7 31,8
Primo-infection CMV par le greffon 2 9,1
Réplication CMV asymptomatique 4 18,2
Réactivation EBV 8 36,4
Réactivation herpétique 2 9,1
Réplication BKvirus 4 18,2
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Tableau 4 : Comparaison de I’évolution en post-greffe
selon la survenue ou non d’une infection a CMV
Réact. CMV : Receveurs séropositifs pour le CMV avec réactivation virale symptomatique ; No
Réact CMV : Receveurs séropositifs pour le CMV sans réplication virale ou réplication CMV
asymptomatique ; Primo-infection CMV : Receveurs séronégatifs transplantés avec Donneurs

séropositifs ; D'/R™ : Receveurs et Donneurs séronégatifs pour le CMV ; n : nombre.

Réact. CMV No Réact. CMV |Primo-infection CMV D-/R-

n=7 % n=8 % n=2 % n=5 %

Age (ans) 70 50 64 41

Ancienneté de dialyse (années) 4 2 4,5 2
lere Transplantation 6 85,7 6 75 2 100 4 80

Taux d'Ac IgG anti-CMV (UA/ml) 222 250 0 0

Evolution post-greffe sur 10 mois
Reprise retardée de fonction 3 42,9 1 12,5 2 100 3 60
Reprises chirurgicales post-op 2 28,6 0 0 0 0 1 20
Reprise retardée de fonction 3 42,9 1 12,5 2 100 3 60
Reprises chirurgicales post-op 2 28,6 0 0 0 0 1 20
Créatininémie (umol/L) 183 148 149 111

Rejet 2 28,6 1 12,5 1 50 0 0
Néphrotoxicite aux immunosuppresseurs 0 0 2 28,6 1 50 0 0
Perte de greffon 2 28,6 0 0 0 0 0 0
Transplantectomie 1 14,3 0 0 0 0 0 0
Minimisation CNI 0 0 1 12,5 0 0 0 0
Switch CNI vers Inh.mTOR 0 0 0 0 1 50 0 0
Arrét MMF 2 28,6 1 12,5 0 0 0 0
Complications infectieuses virales 6 85,7 2 28,6 1 50 3 60
Réactivation EBV 4 57,1 1 12,5 0 0 3 60
Réactivation herpétique 2 28,6 0 0 0 0 0 0
Réplication Bkvirus 1 14,3 1 12,5 1 50 1 20

Page 89 sur 95




Tableau 5 : Polyfonctionnalité et Répartition lymphocytaire des témoins CMV positifs
IE-1 CD4": Lymphocytes T CD4" répondant & une stimulation par le peptide 1E-1 ; IE-1 CD8":
Lymphocytes T CD8" répondant & une stimulation par le peptide 1E-1 ; pp65 CD4": Lymphocytes
T CD4" répondant a une stimulation par le peptide pp65 ; pp65 CD8": Lymphocytes T CD8"
répondant a une stimulation par le peptide pp65 ; TN : Lymphocytes T naifs; STCM : Cellules
Souches Mémoires T; TCM : Lymphocytes T Mémoires Centraux ; TEM: Lymphocytes T

Effecteurs Mémoires ; TD : Lymphocytes T Effecteurs Terminaux.

Réponse Mono- Bi ou Tri-[ TN [TCM | TEM | TD | TSCM
cytokinique fonction | fonction
IE-1CD4" | 0,9 92,8 6,4 168(36,7 (39,2 |41 |14
pp65 CD4" | 1,2 84,9 12,3 15,3 (33,3 (42,7 |31 |16
IE-1CD8" | 8,2 49,4 50,7 122 (1,6 69,3 1158 (11
pp65 CD8" | 12,2 98,3 1,7 236(28 408 [225(26
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Tableau 6 : Maturation lymphocytaire des LT CD4" et CD8" spécifiques d’IE-1 et de pp65

plus avancée chez les patients transplantés rénaux a JO par rapport aux témoins

CD4" : Lymphocytes T CD4" ; CD8" : Lymphocytes T CD8" ; TN : Lymphocytes T naifs ; STCM :
Progéniteurs Mémoires T ; TCM : Lymphocytes T Centraux Mémoires ; TEM : Lymphocytes T

Effecteurs Mémoires ; TD : Lymphocytes T Effecteurs Terminaux ; DS : déviation standard ; NS :

Non significatif. * p<0,05

Patients avec

réactivation virale

CD4* TEM pp65

Témoins

44,1 % [DS : 18,5] *

69,0 % [DS : 13,3] *

Patients sans
réactivation virale

62,8 % [DS : 18,9] *

CDS TEM IE-1 | 37,3 % [Q1-Q3 = 31,3- | 59,6 % [Q1-Q3 = 52,2- | NS
53,3] * 85,0] *

CD8* TEM pp65 | 40,8 % [Q1-Q3 = 30,9- | 65,3 % [Q1-Q3 = 57,9- | NS
51,2] * 77,.8] *

CD4* TSCM IE-1 | 1,3 % [Q1-Q3 = 1,0- | 4,6 % [Q1-Q3 =3,1-54] * | NS

28] *

CD4" TN IE-1

16,7 % [Q1-Q3 = 10,5-
27,21 *

NS

52 % [Q1-Q3 = 2,7-
10,71 *

CD4* TN pp65

15,3 % [Q1-Q3 = 8,6-
26,5] *

3,4 % [Q1-Q3 = 2,6-5,4] *

4,0 % [Q1-Q3 = 2,2-
9,8] *

CD8" TN IE-1

25,0 % [DS : 15,8] *

43[DS: 53] *

11,0 [DS : 11,9] *

CD8" TN pp65

23,6 % [Q1-Q3 = 14,5-
39,3] *

1,9 % [Q1-Q3 = 1,3-4,6] *

NS

CD4* TCM pp65

31,0 % [DS : 11,4] *

18,7 % [DS : 11,6] *

22,6 % [DS : 12,2] *
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Tableau 7 : Maturation lymphocytaire des LT CD4" et CD8" plus avancée chez les patients

transplantés rénaux avec réactivation virale au 6™ mois post-transplantation

CD4" : Lymphocytes T CD4" ; CD8" : Lymphocytes T CD8" ; TN : Lymphocytes T naifs ;
STCM : Progéniteurs Mémoires T ; TCM : Lymphocytes T Centraux Mémoires ; TEM :
Lymphocytes T Effecteurs Mémoires ; TD : Lymphocytes T Effecteurs Terminaux ; DS :

déviation standard ; NS : Non significatif. * p<0,05

Patients avec réactivation Patients sans
virale réactivation virale
(M3)
CD8 TN pp65 | 0,2% [Q1-Q3=0,2-0,9]1* |39 % [Q1-Q3 = 1,0-
(M6) 9,3] *
CD8* TCM pp65 | 1,9 % [DS : 1,6] NS 4,0 % [DS : 1,8] NS
(M6)

CD8* TEM pp65 | 77,7 % [Q1-Q3 = 60,5- | 54,0 % [Q1-Q3 = 52,0-
(M6) 83,3] NS 60,7] NS
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RESUME : En transplantation rénale, le Cytomégalovirus humain (CMV) est une des infections
virales les plus importantes. L’évaluation de la reconstitution de I’immunité mémoire T spécifique
du CMV nous permettrait potentiellement d’évaluer le risque infecticux de chaque patient et de
fournir un outil permettant de guider I’utilisation des thérapeutiques anti-virales préemptives ou
prophylactiques. Nous avons comparé de fagon prospective, par cytométrie en flux
multiparamétrique, les sous-populations lymphocytaires T spécifiques du CMV de 20 témoins et de
22 patients nouvellement transplantés rénaux le jour de I’appel de greffe, a la 6°™ semaine, au 3™
et 6°™ mois post-transplantation et lors d’une réactivation du CMV en étudiant notamment la
polyfonctionnalité (définie notamment par la capacité pour une méme cellule de sécréter de fagon
concomitante plusieurs cytokines) et la différenciation lymphocytaire (stades de lymphocytes T
naifs, mémoires centraux et effecteurs, effecteurs terminaux et les progéniteurs mémoires T). Nous
avons montré une différenciation lymphocytaire spécifique du CMV plus avancée avec une
polyfonctionnalité lymphocytaire plus restreinte et une expansion modérée des progéniteurs
mémoires T CD8" spécifiques du CMV chez les patients ayant fait une réactivation virale CMV.
Ces données suggérent une stimulation répétée du systéme immunitaire des patients avec
réactivation virale responsable d’une différenciation lymphocytaire plus avancée. Une
polyfonctionnalité lymphocytaire plus importante pourrait étre associée a un meilleur contrdle de la
charge virale CMV.
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