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I. Introduction générale

L’infection par le cytomégalovirus humain (HCMV) est la plus fréquente des infections apres
greffe d'organe. Certains aspects de sa pathogénicité sont assez bien décrits, notamment ses
effets directs qui se manifestent essentiellement a court terme. En revanche des effets
indirects a plus long terme sont fortement suspectés mais restent encore largement incompris.

Le HCMYV appartient a la famille des herpes viridae susceptibles d’infecter les humains. Les
virus CMV, apparus il y a environ 300 millions d'années, peuvent infecter 1'ensemble du régne
animal. Il ont ainsi co-évolués en s'adaptant trés finement avec leurs différents hotes, ce qui a
aboutit au développement de divers sous-types de CMV propres a chaque espece, tels que le
MCMYV pour la souris et le RCMV pour le rat. Le terme HCMV est réservé au CMV qui
infecte 1'Homme. L'infection est contractée suite a un contact direct ou indirect avec un
liquide biologique infecté comme les sécrétions de voies aériennes supérieures et salive, le
sang, l'urine, les sécrétions génitales, le liquide lacrymal et le lait. Les modes de transmission
sont donc multiples. La transplantation d'un organe ou la transfusion de produits sanguins
labiles de donneurs infectés sont aussi des modes connus de contamination et représentent les
seules situations ou la date de l'infection est connue. L'infection par le HCMV se produit
majoritairement dans l'enfance mais peut survenir a tout moment de la vie, de la période intra-
utérine ou la transmission materno-feetale peut compliquer une primo-infection de la femme
enceinte, jusqu' a un age avancé (1). L’incidence et la prévalence a travers le monde sont tres
¢levées avec des variations géographiques importantes. Par exemple, la prévalence chez des
femmes agées de 12 a 49 ans varie de 40% a plus de 90% entre des pays comme la France et
la Finlande. Les facteurs de risques épidémiologiques d'infections a CMV sont le sexe

féminin, le faible niveau socio-économique, et la couleur de peau.



A la phase initiale de l'infection, appelée communément primo-infection, le sujet
immunocompétent est le plus souvent asymptomatique ou peu symptomatique, bien que des
syndromes mononucléosiques et des hépatites puissent parfois étre observés. Les
manifestations plus séveéres digestives, respiratoires et neurologiques sont en effet
relativement exceptionnelles en 1'absence de déficit immunitaire. Le feetus est lui plus exposé
au risque de développer des formes cliniques séveres lorsque la mére est infectée au cours de
la grossesse. Finalement, la résolution de la phase aigué de l'infection est la régle chez le sujet
immunocompétent mais le HCMV va persister tout au long de la vie de 1'hote.

S'installe alors une cohabitation entre le CMV et son héte, déterminée par les caractéristiques
du virus qui est capable d'entrer en phase de latence et d'échapper au systéme immunitaire.
Cette phase chronique de l'infection est caractérisée par une alternance de phases de
réplications virales asymptomatiques, au cours desquelles sont produits les virions, et de
périodes d'infection quiescente. On oppose ainsi l'infection productive ou lytique, a l'infection
latente. Les types cellulaires permissifs pour la réplication virale compléte sont trés nombreux
alors que la latence ne peut s’établir que dans un nombre limit¢ de cellules. Les deux
principaux mécanismes a l’origine de la sortie de latence sont l'inflammation et la
différenciation des cellules de la lignée my¢éloide, qui induisent tous les deux la transcription
de certains genes viraux et permettent l'entrée dans le cycle de réplication. Notons que
I’immunosuppression per se n’est pas un facteur de sortie de latence.

Chez les sujets avec un déficit de I'immunité cellulaire, tels que les sujets infectés par le virus
de I'i'mmunodéficience humaine (VIH) ou recevant des traitements immunosuppresseurs, les
conséquences cliniques de l'infection sont fréquentes. En effet, des lésions viscérales
(pneumopathies, colites, hépatites, rétinites...) directement liées a la cytopathogénicité du
CMV peuvent survenir, notamment au cours de la premic¢re année suivant la transplantation.

Ces atteintes d'organes, regroupées sous le terme de maladie a CMV, peuvent compliquer une



primo-infection, mais également survenir chez un patient immunisé avant la transplantation.
Le HCMV est également a ’origine d’effets indirects plus insidieux, hétérogeénes, dont la
physiopathologie est plus complexe et souvent incertaine. Ils sont souvent considérés comme
des conséquences de perturbations des réponses immunitaires vis-a-vis d'autres pathogenes et
d'un entretien des processus inflammatoires, conduisant chez le sujet transplanté a une
augmentation du risque de développer des infections opportunistes ainsi que des lésions
tissulaires chroniques (2). Concernant ce dernier point, alors qu'habituellement les effets
indirects ne sont pas rattachés a l'effet cytopathogéne du virus, plusieurs études ont rapporté
qu'il pourrait tout de méme étre le résultat de réplications virales épisodiques au sein du
greffon Iui méme. Plusieurs raisons laissent penser qu’autant la greffe en elle méme que les
traitements immunosuppresseurs altérent profondément 1’équilibre entre les phases de
réplication virale et de retour en latence. Rappelons tout d’abord que les cytokines produites
durant une inflammation sont les principaux facteurs utilisés par le virus pour sortir de sa
latence, comme le TNF-a (3-4). Or I’organe greffé est souvent le site d’une inflammation plus
ou moins chronique (rejet aigu, rejet chronique, infections). De plus, les traitements
immunosuppresseurs pourraient altérer la capacité de la réponse immunitaire anti-CMV a
éliminer les cellules productives de virions, alors que les nombreux mécanismes
d'échappement viral a la réponse immunitaire anti-CMV ne sont pas ou peu altérés chez le
sujet transplanté. Par conséquent, cela pourrait favoriser I’extension (dans la durée et dans
I’espace) des épisodes de sorties de latence virale, notamment au sein du greffon.

Notre travail de these s’est intéressé a mieux comprendre les conséquences de I’infection du
donneur par le HCMV sur la réponse immunitaire du receveur et sur le devenir de son greffon
(rénal et dans une moindre mesure pulmonaire). Nous avons d’abord fait une étude
épidémiologique visant a mieux décrire les effets indirects du CMV sur le greffon rénal. Nous

avons ainsi rapporté que les reins provenant de donneurs infectés par le HCMV avaient une



moins bonne survie a long terme surtout en cas de réinfection (dans notre mémoire de these,
cette observation sera parfois nommeée par un raccourci « effet D+ » sur la survie) et que cet
effet négatif était fortement majoré en cas de mésappariement complet en HLA de classe I
entre le receveur et son donneur (publication n°1 American Journal of Transplantation 2013).
Puis nous avons tent¢ de mieux comprendre le réle du rein de donneurs séropositifs dans le
développement de la réponse immunitaire anti-CMV. Nous rapportons dans cette étude,
actuellement soumise a publication (manuscrit n°2), que le rein greffé pilote la réponse
immunitaire systémique. Nous décrivons ainsi un « effet D+ » sur la réponse immunitaire qui
est dépendant de la présence d'identités HLA-I partagées entre le donneur et le receveur.
Enfin nous avons été fortement impliqué dans une étude qui a mis en évidence 1’implication
d’un polymorphisme génétique du gene de programmed cell death 1 dans « I’effet D+ » sur la
survie et la réponse immunitaire (co-premier auteur de l'article n°3 publi¢ dans Journal of
Heart and Lung Transplantation en 2016). Notre travail de thése est donc construit autour de

ces 3 articles cohérents qui sont inclus dans le présent manuscrit.

II. L'infection par le HCMV
A. Biologie de ’'infection par le HCMV

1. Caractéristiques du virion

Comme tous les virus herpes, le HCMV est un virus a ADN double brin icosaédrique avec
une enveloppe. Le groupe des herpes virus infectant I'Homme est divisé en 3 sous-familles
distinguées par la structure de leurs génomes et leurs homologies de séquence (5). Le HCMV
est class¢ comme virus herpes de type 5 et appartient aux beta-herpes virus, avec les virus
HHV6 et HHV7.

Trois types de particules virales sont décrites : le virion qui est la structure extracellulaire

comprenant toute la machinerie du virus, les particules enveloppées non infectantes (NIEPs



pour noninfectious enveloped particles) et les corps denses. Ces deux derniers sont dépourvus
d'acide nucléique. Le diamétre du virion varie entre 200 et 300 nanomeétres. Comme cela est
représenté dans la figure suivante, quatre composants sont distingués du centre (core) vers la
périphérie. Tout d'abord son acide nucléique qui est constitué d'un ADN double brin linéaire
associé a des protéines. Il mesure environ 235kb, ce qui en fait le plus long génome des virus
herpes humains. Il est disposé dans une nucléocapside icosaédrique, elle méme protégée par le
tégument composé d'une matrice protéique. Une enveloppe délimite finalement la périphérie
du virion. II s'agit d'une bicouche lipidique provenant de la cellule infectée dans laquelle sont

enchassées des glycoprotéines.

Nucléocapside

Protéine du tégument
ADN double brin

Bicouche lipidique

Enveloppe

Glycoprotéine

Figure 1: Le virion CMV.
Modifié & partir de hitps:/sinfekl files wordpress.com/2014/12/hcmv-virion jpg

Figure 1: Le virion CMV.
Modifié a partir de https:/siinfekl.files.wordpress.com/2014/12/hcmv-virion.jpg
Son génome, constitué¢ d'ADN comme pour tous les virus herpes, contient entre 170 et 751

ORFs (Open Reading Frame) qui sont des séquences encadrées par deux codons stop (6). Ces
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régions contiennent des séquences codantes (CDS pour CoDing Sequence ou génes) qui
commencent par un codon start, précédées par des sites de liaison aux ribosomes nommés
RBS. 1l est généralement considéré qu'environ 25% des ORFs codent réellement pour des
protéines virales en sachant que le nombre de génes varie en fonction des différentes souches
de HCMV. En effet, des régions du génome sont parfois supprimées dans certaines souches,
comme cela est parfois observé lorsqu'elles ont été cultivées in vitro de fagcon prolongée. Pour
exemple, 145 genes ont été identifiés dans la souche AD169 alors que les souches sauvages
possédent entre 164 et 167 génes (7). De plus, 1'établissement récent du transcriptome a révélé
des épissages alternatifs qui affectent 58 protéines virales et la présence de séquences
codantes jusqu'ici non connues (8).

La lecture séquentielle de ces génes aboutit a une synthése hiérarchisée des protéines virales
au cours de l'infection. Ces protéines sont d'ailleurs classées en fonction de la période durant
laquelle elles sont synthétisées. Ainsi sont distinguées dans l'ordre les protéines IE (pour
immediate early), E (pour early) et L (pour late). Les premieres régulent la transcription
virale, les dernicres sont des protéines de structure. Le contingent des protéines E regroupe
aussi bien des protéines régulatrices que de structure. Des régions conservées entre les
différents virus herpes ont ¢té identifiées, essentielles pour une réplication virale efficace. Par
exemple, des régions conservées codent pour les protéines kinases du groupe "HvUL" qui
sont des kinases avec des domaines catalytiques de type serine-thréonine kinases (9). Une
mutation dans les domaines conservés de ces kinases affecte profondément la réplication
virale (10).

Le protéome du virion, établit en 2004 par spectrométrie de masse (11) est composé de 59
protéines qui soit forment sa structure, soit participent aux étapes de transcription et de
réplication du virus. Les protéines virales de structure vont composer la nucléocapside et le

tégument qui sont assemblés successivement. Cinq protéines composent la nucléocapside du
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virus. Elles sont codées par les UL46, UL48-49, UL8O, UL8S et UL86. Leur assemblage a
lieu dans le noyau de la cellule infectée. Le tégument, qui contient une vingtaine de protéines,
vient ensuite entourer la capside dans le noyau puis dans le cytoplasme. La phosphoprotéine
pp635, également appelée ULS3, est la protéine la plus abondante du tégument avec 1'UL8S
(minor capsid protein), devant 'UL86 (major capsid protein), 1'UL46 et I'UL82. L'enveloppe
du virion est, quant a elle, constituée dans le transGolgi et dans des organites intracellulaires
associés au Golgi. Elle contient les glycoprotéines suivantes: gpTRL10, UL33, gp48 (UL4),
gB (UL55), gN (UL73), gO (UL74), gH (UL75), gM (UL100), gL (UL115). Les
glycoprotéines d'enveloppe les plus abondantes sont gM et gB. En plus des protéines d'origine
virale, les virions contiennent de nombreuses protéines codées par le génome des cellules
infectées. Il s'agit de protéines chaperonnes et du cytosquelette, de la f2-microglobuline,
d'annexines et de protéines impliquées dans le métabolisme glucidique.

Comme certains autres virus herpes (EBV, HSVI1 et 2, HHVS8), le HCMV produit des
microARN. IIs ont ét¢ identifiés pour la premicre fois en 2005 et sont dispersés tout au long
du génome (12). Bien que la cinétique de leur synthese et l'intégralité de leurs sites de liaison
ne soient pas encore complétement déterminées, une dizaine de microARN du HCMV
participent probablement a la régulation de certains genes viraux et de 1'hote. Ainsi un site de
liaison au miR-UL112-1 a été reconnu dans la région MIE (major immediate early) et pourrait
participer a la mise en place de la latence (13), mais régulerait aussi la production de MICB
(pour major histocompatibility complex class I-related chain B) qui est un ligand du récepteur

activateur NKG2D présent a la surface des lymphocytes NK (14).

2. Mode d’entrée dans les cellules

Une grande quantité de virions est produite lors de la période initiale de l'infection, ce qui
permet la propagation de l'infection. Le tropisme du CMV est tres large, ce qui signifie que le

virus peut pénétrer dans un trés grand nombre de types cellulaires comme les cellules
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¢pithéliales et endothéliales, les fibroblastes, les cellules du systétme immunitaire
(macrophages et monocytes, cellules dendritiques), les cellules musculaires lisses, certains
neurones, les hépatocytes et les cellules trophoblastiques au cours de la grossesse (15). Ces
cellules sont dites permissives a l'infection. L'infection des monocytes est un élément clé dans
la dissémination systémique de l'infection. Les monocytes ne sont pas permissifs pour la
réplication virale mais vont le devenir au cours de leur différenciation dans les tissus en
d’autres cellules du syst¢tme monophagocytaire. Il a d'ailleurs ét¢ montré in vitro que la
liaison de la protéine gB a I'EGFR (pour epidermal growth factor receptor) au moment de
l'entrée du virus dans le monocyte induisait I'allongement de la durée de vie du monocyte par
l'activation prolongée (jusqu'a 72 heures) et puissante de la voie anti-apoptotique AKT,
secondaire a la phosphorylation dépendante de la PI3kinase et a 1'engagement de la voie non
canonique dépendant de SHIP1. De plus, I'engagement d'EGFR inhibait 1'action d'inhibition
d'AKT de la protéine PTEN (16).

L'entrée du virus dans la cellule cible nécessite en tout premier lieu la reconnaissance de cette
cellule par le virus. Dans le cas du HCMV, les protéines de reconnaissance n'ont toujours pas
été identifiées, méme si I'EGFR et des intégrines sont probablement impliquées (17). Ensuite,
deux mécanismes ont été décrits. Le premier est la fusion de la membrane du virion avec la
membrane plasmique de la cellule. Comme tous les virus herpes, la fusion des membranes
repose sur les protéines gB et gH/gL. Ces protéines vont rapidement interagir dans le virion
pour former des complexes stables qui seront préformés pour permettre la fusion avec la
cellule hote (18). De plus, une minorit¢é des complexes gH/gL sont stabilisées par la
glycoprotéine gO (complexes gH/gl/gO). La fusion des membranes repose également sur les
protéines accessoires UL128, 'UL130 et 'UL131 pour l'infection des cellules épithéliales et
endothéliales, mais pas pour les fibroblastes (19). Un second moyen pour le virion d'entrer

dans la cellule cible est d'étre endocyté, ce qui lui permet de se retrouver dans des particules
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cytoplasmiques. Cette voie d'endocytose, initialement décrite pour les fibroblastes, a
¢galement été décrite pour les cellules endothéliales (20). Quel que soit le mode d'entrée du
virion dans la cellule cible, I'ADN viral se dirige vers le noyau de la cellule. L'entrée dans le
noyau résultera finalement soit de la fusion de la vésicule d'endocytose contenant le virion

avec la membrane nucléaire, soit de 1'adhésion du virion avec cette derniére.

3. Cycle de réplication virale et propagation de l'infection (phase productive

de l'infection)
Plusieurs étapes de la production des virions ont lieu dans le noyau des cellules infectées. La
premicre est la réplication de I'ADN viral qui est dépendante en grande partie de l'activité
kinase de la protéine UL97 (21). UL97 est connu notamment pour étre la cible du maribavir,
parfois utilisé dans des maladies a CMV lorsque des résistances aux antiviraux de premicre
intention se sont développées. Ses substrats cellulaires sont la protéine Rb (Retinoblastoma
protein) et les lamines nucléaires A et C, des protéines de la régulation du cycle cellulaire
(G1— S) qui habituellement sont phosphorylées par des kinases cellulaires de la famille des
CDCs (pour cyclin-dependent kinases) et la PKC (pour protéine kinase C). UL 97
phosphoryle également 1'UL69, qui a des actions synergiques a celles de Rb et des lamines
nucléaires. La phosphorylation de ces protéines, cellulaires et virales, va permettre la
réplication de I'ADN viral, I'entrée en cycle de la cellule infectée et la sortie du virion
immature du noyau cellulaire. En méme temps que I'ADN viral se réplique, les génes viraux
sont transcrits en ARNm a l'origine des protéines virales produites dans le réticulum
endoplasmique. Ces protéines, régulatrices ou de structure, retournent dans le noyau de la
cellule. Elles permettent entre autres I'assemblage de la capside qui, initialement vide, va
ensuite intégrer I'ADN viral. S'en suit la formation du tégument qui va progressivement
entourer la capside pendant que cette derniére se dirige vers la membrane nucléaire interne.

C'est lors de la traversée de cette enveloppe nucléaire et aux dépends de cette derniére que va

14



se former une enveloppe primitive autour de la capside. La sortie de I'ADN viral du noyau
vers le cytoplasme se fait alors sous la forme d'un virion immature.

Les dernicres étapes de la formation des virions se déroulent dans le cytoplasme avec en
particulier la constitution complexe de l'enveloppe définitive en deux étapes dans la zone
intermédiaire entre le réticulum endoplasmique et le golgi. Cette étape précede la sortie du
virion mature de la cellule (exocytose) qui va pouvoir aller infecter d'autres cellules

permissives.

4. La phase de latence virale

La latence a trés longtemps été définie par l'intégration du génome viral dans I'ADN des
cellules de 1'hote en l'absence de synthése de protéine virale. En effet, lorsque des cellules
sont cultivées et infectées par une souche modifiée de HCMV dans laquelle un géne codant
pour une protéine fluorescente a été intégrée, un état de latence est observé aprés une
vingtaine de jours, puisque I'ADN viral est présent en 1'absence de production de protéines
virales. Cette description de la latence peut laisser penser a un état de quiescence totale
pendant laquelle le virus resterait en sommeil, jusqu'a ce que des conditions particuliéres lui
offrent la possibilité de se réactiver, voire stimulent sa réplication. Cette conception passive
de l'entrée en latence est aujourd’hui partiellement remise en cause puisque certaines
molécules pourraient activement maintenir cet état, telle que 1'UL84 (22). Alors que de
nombreux types cellulaires peuvent étre le site de la phase aigu€ productive de l'infection, un
nombre restreint de cellules a la capacité d'héberger l'infection chronique latente. Il s'agit
principalement des cellules souches hématopoiétiques CD34P° précurseurs des cellules de la
lignée myéloide, notamment les progéniteurs médullaires, et des monocytes du sang
périphérique (19, 20, 21), mais également des cellules stromales périvasculaires (8).

La restriction de la latence aux progéniteurs my¢loides et plus particulierement monocytaires,

c'est-a-dire l'absence de latence dans les progéniteurs lymphoides alors méme que les cellules
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multipotentes sont infectées de fagon latente, pose également question sur le caractére "actif"
de l'entrée en latence. En effet, cette observation interroge sur les actions du virus lors de la
différenciation des progéniteurs médullaires vers la différenciation myéloide pour soit résister
aux défenses cellulaires, soit promouvoir la survie de ces cellules qui s'orientent vers la lignée
monocytaire (6). Quoiqu'il en soit, il est maintenant bien établit que cette phase de l'infection
est dépendante de la transcription de certains ORFs. Le mécanisme principal de la latence est
la répression du promoteur des génes IE (MIEP pour major immediate early promoter) par des
facteurs de transcription qui induisent une tri-méthylation de I'histone H3, inhibent
l'acétylation de I'histone H4 et recrutent la protéine HP-1 (pour hétérochromatin protein-1), ce
qui finalement modifie la conformation de la chromatine et empéche I'ADN polymérase
d'accéder a la séquence de MIEP (24-28). La répression de la transcription de MIEP dans
certains types cellulaires, non permissifs a une infection productive, établit un état de
quiescence du virus dans la cellule infectée. Finalement, il ne faut pas considérer le terme
quiescence au sens ou la latence serait un état passif du virus.

De plus, méme s'il est vrai que la synthese des protéines virales est considérablement réduite,
rendant "invisible" l'infection pour le systeme immunitaire, il est établit que des geénes viraux
sont transcrits dans des progéniteurs hématopoiétiques CD34P* infectés de facon latente et
cultivés in vitro en présence de cellules stromales. Il a ainsi été montré que certains ¢léments
du transcriptome de cellules CD34P* infectées de fagon latente ne sont plus identifiés apres
'ajout de fibroblastes dans la culture qui induisent la sortie de latence du virus (29). Il est
méme possible de dire que la transcription de certains génes viraux est nécessaire a
I'établissement de la latence du virus dans les progéniteurs myéloides puisque l'inactivation du
virus par les ultraviolets ne permet pas I'établissement de la latence (30), bien que cette
activité transcriptionnelle soit quantitativement treés faible si on la compare a celle observée

lors de l'infection de fibroblastes (50 a 100 fois moins importante). Il faut noter que les
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transcrits observés au cours de l'infection latente sont le plus souvent non spécifiques de cette
période du cycle viral, et également produits au cours de la phase lytique de l'infection.

Parmi les transcrits les mieux étudiés, on peut citer LUNA (pour latent undefined nuclear
antigen, UL81-82ast), identifié pour la premiére fois en 2005 dans des monocytes des sujets
sains séropositifs (31), qui code pour la protéine UL82a également identifiée dans ces
cellules. L'expression de LUNA est maximum dans les progéniteurs CD34P% et diminue
jusqu'a s'arréter lors de la différenciation en cellules dendritiques immatures. Cependant
LUNA n'est pas spécifique de l'infection latente puisqu'il est également identifi¢ au cours de
l'infection productive. Sa cinétique est cependant trés différentes dans les 2 périodes de
l'infection. Ainsi il apparait trés précocement dans les cellules CD34P% (4 heures apres
l'infection) et beaucoup plus tardivement dans les fibroblastes (2 jours) (31-32). Le mode
d'action de LUNA reste encore inconnu. En effet, bien qu'il pourrait étre impliqué dans la
régulation du géne UL82 codant pour la protéine pp71, qui est un activateur de la synthése des
genes IE, il n'a pas pu étre montré que la synthése de la protéine pp71 précede celle de MIE
(32).

Comme l'expression de LUNA, celle d'UL138 est observable dans les cellules CD38P°
infectées de fagon latente. Son expression est plus stable mais diminue également lors de la
différenciation en cellules dendritiques matures. Une nouvelle fois, le transcrit est également
synthétisé au cours de l'infection productive, comme en témoigne sa réapparition lors de la
différenciation de la cellule dendritique immature en cellule dendritique mature en présence
de TNF-a (32). Dans les études in vitro, la quantification de l'infection latente dans des
cellules CD34P* et dans des monocytes est ainsi évaluée par la mesure de 1'expression de MIE
et la présence du transcrit UL138 (33).

La protéine vIL-10 (ou cIL-10), codée par le gene UL111A4, est un homologue viral de I'lL-10

humaine. Elle est également impliquée dans l'établissement de la latence puisque que la
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souche deltal11A du HCMYV, dans laquelle le géne ULI11A4 est absent, est moins efficace
pour infecter les cellules CD34P* et des monocytes de fagon latente (33). Cependant
l'infection peut tout de méme étre obtenue, donc ULI11A n'est pas indispensable. ULI11A est
¢galement impliqué dans le maintien de 1'état de latence (34) et plus particulierement son
isoforme LAcmvIL10. Celui-ci est également présent au cours de la phase lytique de
l'infection, alors que le second isoforme, nommé cmvIL-10, n'est identifi¢ que dans l'infection
lytique. La forme recombinante de LAcmvIL-10 est capable d'augmenter la synthése d'IL-10
et de CCL8 par les progéniteurs my¢loides infectés, via I'inhibition de la synthése du mRNA

hsa-miR-92a (33). Son expression est régulée par le facteur de transcription AML-1 (35).

5. Sortie de latence virale : réactivation du virus

Chez un hote, l'infection & HCMV est marquée par des périodes de réplications virales
productives alternant avec des phases de latence. Il ne s’agit donc pas a proprement parler
d’une infection chronique au sens de celles caractérisées par une réplication chronique
continuellement détectable, comme le sont les infections par les virus de I'hépatite C (VHC) et
de I'hépatite B (VHB) ou par le VIH. L'infection par le HCMV est plutot le résultat d’un
équilibre dynamique qui dépend de la survenue de certains événements cliniques chez I’hote
qui vont étre utilisés par le virus pour sortir de sa latence, et de la capacité du systeme

immunitaire a le maintenir en latence et a limiter les phases de réplications virales.

a) La sortie de latence : inflammation et alloréativité

Le premier initiateur de la sortie de latence du CMV ayant ét¢ mis en évidence est
l'inflammation, dont I'importance in vivo est certainement majeure. Ainsi de nombreuses
cytokines et molécules pro-inflammatoires peuvent causer la sortie de 1'état de latence : TNF-
a, Prostaglandine E2, catécholamines. Parmi elles le TNF-a, qui se lie a son récepteur présent

a la surface des cellules infectées de facon latente, induit la libération de 1'hétérodimeére
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p65/p50 du facteur de transcription NF-kB (nuclear factor-kB) qui va pouvoir entrer dans le
noyau cellulaire et se lier a la région promotrice des génes IE et initier la réplication virale
(36). Le role du TNF-a dans la sortie de latence du MCMV (murine CMV) a été¢ démontré
dans un modele murin de transplantation pulmonaire (4). Chez 'Homme, cette sortie de
latence induite par I'inflammation est retrouvée chez les patients avec une dermatite atopique
chez qui la survenue du CMV est corrélée aux concentrations de TNF-a (37). L'alloréactivité
est également une source d'inflammation stérile capable d'induire la différenciation des
cellules infectées de facon latente et la réactivation du virus (38). Aussi, il a été rapporté a de
multiples reprises que la survenue d'une virémie CMV chez un patient transplanté d'organe ou
de cellules souches hématopoiétiques, traduisant une sortie de latence du virus, pouvait
accompagner des épisodes de rejets aigus et survenir en cas de maladie du greffon contre
'hote (39,40,41).

11 est d'ailleurs important de noter que la réactivation virale au sein des tissus inflammatoires
peut ne pas s'accompagner d'une virémie, c'est-a-dire de la présence du virus a des niveaux
détectables en périphérie. Ainsi, il a été identifié chez des patients atteints de maladies
inflammatoires chroniques de l'intestin une expression de protéines virales dans les zones
inflammatoires mais pas dans les échantillons prélevés dans les zones saines adjacentes, alors
méme que les patients n'étaient pas virémiques (42). On peut parler de "micro-infection". Il
s'agit surtout de garder a l'esprit que 1'absence de virémie ne définit pas de fagon certaine

'absence de réplication virale.

b) La sortie de latence: role de la différenciation des cellules myéloides.

La différenciation des progéniteurs hématopoiétiques infectées de fagon latente par le CMV
s'accompagne d'une réactivation du virus suite a la "libération" de MIEP. Cette différenciation
est en elle-méme suffisante pour déclencher la réplication virale. Ainsi, Reeves ef al. ont

¢tudié la réactivation du HCMYV lors de la différenciation in vitro en cellules dendritiques des
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progéniteurs myéloides CD34”°° ou des monocytes de sujets sains puis de la maturation des
cellules dendritiques ainsi obtenues (43). La différenciation des cellules CD34P% était obtenue
aprés 7 jours de culture en présence d'un mélange de cytokines (TGF-B, TNF-a, Stem cell
factor, Flt-3L, GMCSF) et celle des monocytes apres 6 jours de culture en présence d'TL-4 et
de GM-CSF. Les auteurs ont pu montrer que le génome du HCMV est présent dans les
cellules CD34P%, les monocytes et les cellules dendritiques quelque soit leur précurseur et
leur niveau de maturation. Cependant, les génes IE ne sont exprimés que dans les cellules
dendritiques matures, en accord avec les processus de méthylation/désacétylation de MIEP
décrits précédemment. Le G-CSF, un facteur de croissance de la lignée granuleuse, est
¢galement capable d'induire la sortie de latence du virus chez la souris (44).

Un travail récent a étudi¢ in vitro le déroulement de l'infection par le HCMV dans des
monocytes issus du sang de donneurs ou de la lignée THP-1. Il a comparé une condition
favorable a la latence (controle) a une seconde permettant le développement d'un cycle lytique
complet, basée soit sur l'utilisation du PMA qui induit la différenciation des monocytes en
macrophages et la libération de MIEP, soit sur l'incubation des monocytes avant 1'infection
avec de la 1,25(OH)2 vitamine D3 (45). Dans cette étude le pourcentage de monocytes
exprimant les geénes précoces IE-1 puis plus tardifs (UL44 et ULS3) était tres
significativement augmenté suite a l'incubation avec la 1,25(0OH)2 vitamine D3, alors que les
monocytes n'étaient pas différenciés en macrophages. Les auteurs montraient que les
monocytes acquéraient cependant un phénotype plus mature et que cette modification
phénotypique conditionnait la progression du cycle de réplication virale. Ainsi cette
observation, bien qu'elle n'ait pas de signification clinique établie, démontre que la
différenciation du monocyte en elle-méme, en l'absence de stimulus inflammatoire favorise la

réplication virale.
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¢) Lerole de l'immunosuppression

De nombreuses données de la littérature indiquent que l'immunosuppression n'est pas a
l'origine de la réactivation au niveau cellulaire (38). De plus il a été rapporté des réactivations
virales chez les patients atteints d’infections bactériennes sévéres (37,(46), de syndrome de
détresse respiratoire aigu€ (47) et de maladies inflammatoires telles que la dermatite atopique
(37) et les maladies inflammatoires de l'intestin ou une réactivation du CMV est observée
chez 1/3 a 1/4 des patients (48), parfois avant I’instauration de tout traitement
immunosuppresseur. Cependant I’immunosuppression constitue incontestablement un facteur
favorisant la diffusion de la réplication virale et le développement de complications

viscérales.

6. Mécanismes d’action des médicaments antiviraux

Plusieurs molécules possédant une activité anti-CMV ont été utilisées, ou le sont
actuellement, en prévention ou traitement curatif en transplantation d'organe. Le plus
fréquemment utilisé actuellement est le ganciclovir, ou son ester le valganciclovir qui est une
molécule de ganciclovir sur laquelle a ¢€té ajouté une valine, ce qui lui confére une
biodisponibilité¢ de 10 a 60% et permet son utilisation par voie orale. Le ganciclovir est un
analogue nucléosidique qui inhibe de fagon compétitive 1'¢longation de I'ADN viral et par
conséquent la réplication du virus. Sa forme active inhibant I'ADN polymerase est obtenue
suite a 3 phosphorylations successives, la premiere étant réalisée par une kinase d'origine
virale appelée UL97, les deux suivantes par des kinases cellulaires (49). Les mutations des
genes codant pour UL54 et UL97 peuvent engendrer des résistances au ganciclovir qui sont

encore aujourd'hui responsables d'une surmortalité en transplantation pulmonaire (50).

Les autres molécules anti virales sont surtout utilisées en cas de résistance. Parmi elles, deux

sont, comme le ganciclovir, des inhibiteurs non compétitifs de I'ADN polymerase. La
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premicre est le foscavir, un analogue du pyrophosphate. Son utilisation est limitée par ses
toxicités rénale, neurologique et hématologique. La seconde est le cidofovir, un analogue
phosphorylé de la cytidine, qui présente également des toxicités rénale et hématologique, mais
¢galement ophtalmologique. Le maribavir ne cible pas 'ADN polymerase mais 1'UL97, qui
est exprimée lors de la phase initiale de réplication virale mais également a un stade tardif, et
I'UL27, dont les mutations peuvent également induire des résistances au maribavir (51). Son
profil de tolérance est meilleur que les inhibiteurs de 'ADN polymerase. Malheureusement,
son efficacité n'a ét¢ démontré ni en transplantation hépatique ni en greffe de cellules souches
hématopoiétiques (52,53). Son utilisation est donc actuellement réservée a des patients en

impasse thérapeutique.

Les immunoglobulines intraveineuses (Ivlg), parfois enrichies en immunoglobulines anti-
CMYV, ont été utilisées en traitement préventif chez le patient transplanté. Les mécanismes
d'action des IvIig sont nombreux et restent pour une grande part mal compris, comme cela a
récemment ¢été rapporté par Javier Carbone (54). L'effet le mieux documenté est la
neutralisation des particules virales. Cependant, des effets modulateurs de l'immunité innée et
adaptative sont également envisagés. Leur utilisation est aujourd'hui réservée aux patients
transplantés cardiaques et surtout pulmonaires en association aux traitements antiviraux.
Ainsi, malgré l'absence d'essai thérapeutique, des données issues d'études rétrospectives
semblent montrer un intérét pour prévenir les maladies en CMV en transplantation
pulmonaire, mais également le développement de la coronaropathie du transplant et de la
bronchiolite oblitérante (55). Ils peuvent également étre utilisés dans le traitement des
maladies a CMV séveres, en particulier lorsqu'elles surviennent chez des patients
hypogammaglobulinémiques (56,57). Plus récemment des anticorps monoclonaux anti-CMV
ont ét¢ développés dans l'objectif d'administrer de plus fortes doses d'immunoglobulines

spécifiques du virus en conservant une bonne tolérance. Ainsi, I'administration pendant les
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deux premiers mois de la transplantation d'une combinaison de deux anticorps monoclonaux
qui reconnaissent deux protéines distinctes de la membrane du virion et inhibent I'entrée du
virus dans la cellule cible a été comparée a I'administration d'un placebo chez des patients
transplantés rénaux D+R- (58,59). Ces anticorps monoclonaux, bien tolérés, réduisent la
survenue d'une virémie dans les 6 premiers mois de la greffe (40,8% vs 70,2%) et l'incidence
des maladies a CMV (3,8% vs. 15,8%). Cependant 1'efficacité des anticorps monoclonaux,
tout du moins cette association, est inférieure a celle des traitement antiviraux qui réduisent

l'incidence de la maladie a CMV de 58 a 80%, avec en revanche plus d'effets indésirables.

Les traitements antiviraux ne sont actifs que lors de la phase réplicative du CMV. Ils
n'éliminent pas le CMV des cellules infectées de facon latente. Ils ne sont pas non plus
capables d'empécher l'infection des sujets naifs. Ainsi les patients infectés au moment d'une
transplantation recevant une prévention antivirale sont sujets a développer des LT CD4 et

CDS8 spécifiques du CMV, ainsi que des anticorps anti-CMV (60,61).

B. Conséquences cliniques de I’infection par le CMV

1. Conséquences cliniques de ’infection par le CMV chez I’individu immuno-

compétent
Comme cela a précédemment été brievement décrit, l'infection par le CMV est le plus souvent
asymptomatique ou peu symptomatique chez le sujet immunocompétent. La manifestation la
plus fréquente de la primo-infection CMV est le syndrome mononuculéosique, dont elle
représente la seconde cause apres l'infection par 1'Epstein Barr Virus (EBV) (62). Les signes
cliniques (fievre, splénomégalie, polyadénopathie) associés a ce syndrome sont d'autant moins
séveres et fréquents que 1'age du sujet infecté est €¢levée. 11 a été en effet rapporté une fréquence
accrue des manifestations cliniques telles que la fatigue, les rash cutanés et les troubles

digestifs, mais également de la thrombopénie (70%) chez les enfants (63). Le diagnostic de la
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primo-infection repose alors sur la présence d'IgM anti-CMV. Les manifestations plus séveres
au cours des syndromes mononucléosiques sont exceptionnelles et le plus souvent le résultat
de surinfections bactériennes. La régle est la guérison spontanée, comme c'est le cas pour les
hépatites cytolytiques qui sont souvent présentes au moment du diagnostic.

11 existe cependant quelques rapports de cas cliniques témoignant de maladie a CMV chez des
sujets considérés immunocompétents, c'est-a-dire n'ayant ni traitement immunosuppresseur ni
infection par le VIH. Ainsi, 15 cas de colites ont été colligés dans le cas de primoinfection ou
de réactivation chez des patients le plus souvent sans co-morbidités, agés de 22 a 85 ans (64).
Ces colites étaient diffuses pour la moitié d'entre elles et évoluaient vers la guérison apres
traitement antiviral dans seulement la moitié¢ des cas, alors que respectivement quatre et trois
patients décédaient ou évoluaient vers une maladie inflammatoire chronique de l'intestin. Des
cas d'appendicite ont également été rapportés. En 2008, une revue de la littérature a identifi¢
184 articles décrivant 290 patients immunocompétents avec une maladie a CMV (65). Elle
confirmait que les manifestations digestives, qui affectent principalement le colon mais
peuvent concerner l'ensemble du tractus, étaient les plus fréquentes. Mises a part les
complications hématologiques et par ordre de fréquence, les autres manifestations
concernaient le systéme nerveux central (myélites, encéphalites, méningites), le systeme
vasculaire (thrombose, coagulation intravasculaire disséminée), les pneumonies et les
manifestations oculaires. Aucune néphrite n'était recensée. Au final, la pathogénicité du CMV
chez le sujet "sain" est peu fréquente.

Des données sont en revanche plus établies sur les conséquences de l'infection CMV chez des
patients atteints de pathologies inflammatoires, infectieuses ou non, atteignant les organes
cibles de la maladie a CMV. Les données les mieux établies concernent les maladies
inflammatoires chroniques de l'intestin, qui regroupent les maladies de Crohn et les

rectocolites hémorragiques. Ainsi, au cours des rechutes séveres une réplication du CMV peut
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étre mise en évidence chez environ 1/3 des patients au sein des zones inflammatoires, alors
que le virus est rarement retrouvé chez les patients en période de rémission (48,66). Cette
réplication au cours des poussées est habituellement expliquée par une synthése accrue de
cytokines inflammatoires telles que le TNF-a et I'lFN-y, qui favorisent la sortie de latence du
virus. L'impact du CMV sur le devenir des patients demeurent a ce jour débattu (67).
Cependant, des données récentes plaident pour un rdle délétére du CMV et justifient
l'utilisation du ganciclovir chez certains patients (68). Les patients hospitalisés en service de
réanimation pour des chocs septiques ou des syndromes de détresse respiratoire aigué
représentent ¢galement une population intéressante a 1'égard des possibles effets du CMV en
dehors d'une immunosuppression avérée. En effet, s'il est connu depuis plus de 20 ans que le
CMV peut se réactiver fréquemment chez ces malades, il a récemment été¢ établi que la
survenue d'une virémie est associée a une augmentation de la mortalité, de la durée
d'hospitalisation et de la fréquence des infections opportunistes, ce qui n'est pas sans rappeler
les effets indirects rapportés chez les patients transplantés (46,47,69). D'ailleurs, comme pour
ces derniers, la relation physiopathologique est largement incomprise et l'efficacité d'un

traitement antiviral non établi.

2. Conséquences cliniques de I’infection par le CMV sur ’individu
immunodéficient et/ou greffé

a) Effet directs

Chez le patient transplanté, 1'association d'événements déclenchant la réactivation du virus
(réponse alloimmune et infection ) et d'une immunosuppression induite par les traitements
confeére un risque ¢élevé de réplication virale, dont le niveau est suffisamment important pour
étre détecté dans le sang avec les techniques utilisée en pratique courante (antigénémie et
PCR principalement). Ce haut niveau de réplication virale peut s'accompagner de

manifestations cliniques. Ces dernieres sont considérées comme directement liées a 1'effet

25



cytopathogéne du CMV, et regroupées sous le terme d'effets directs, que 1'on oppose aux
effets indirects du virus. Elles surviennent presque exclusivement chez le sujet ayant un
déficit de I'immunité cellulaire comme dans l'infection par le VIH et le patient transplanté.
Classiquement les termes "syndrome CMV" et "maladie a CMV" sont utilisés pour distinguer
les manifestations clinico-biologiques aspécifiques de l'infection virale des atteintes d'organe.
Le syndrome CMV est ainsi défini par l'association de signes cliniques comme la fiévre et une
sensation de malaise, et de signes biologiques tels que la leuconeutopénie et la thrombopénie.
Les atteintes d'organes du virus sont elles beaucoup plus diverses et témoignent du large
tropisme du virus. On peut ainsi lister : les pneumonies, les atteintes gastro-intestinales qui
peuvent concerner tout le tractus mais sont plus souvent localisées au colon, les hépatites, les
manifestations neurologiques centrales, les rétinites, les néphrites, les myocardites et les
pancréatites (70,71), comme illustrées dans la figure suivante. Chez le patient transplanté

rénal, les atteintes pulmonaires, gastro-intestinales et hépatiques sont les plus fréquentes.

Latent CMV == = Active CMV --=— New transmission
i | (transplantation,
Inapparent reactivation? immune” Lytic replication transfusion,
Latent gene products? modulators Inflammation secretions,
- pregnancy)
: ac ;
Indirect effects Direct effects
Immunosuppression (bacterial, fungal infection), CMV syndrome, mononucleosis,
allograft injury/rejection, GVHD, retinitis, encephalitis, pneumonia,
unproven (malignancy, atherosclerosis, gastroenteritis, hepatitis,
immunosenescence, other) nephritis, other
Antigenemia Retinitis Ependymitis Ependymitis
Tl Ll

s

Figure 2: les effets directs et indirects du CMV (71).
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L'épidémiologie de la maladie a CMV a considérablement évolué avec le développement des
antiviraux et la mise en place de stratégies préventives ou préemptives dans les mois suivant
la transplantation. Dans les premiéres années du développement de la transplantation rénale,
la maladie a CMV était ainsi responsable d'une morbi-mortalité¢ trés importante. Pour
exemple, dans la série de 141 patients transplantés rénaux a Baltimore a la fin des années
1970, 59 ont développé une maladie 8 CMV, le plus souvent sévére et entrainant le déces de
12 patients (72).

Historiquement, 1'utilisation des traitements déplétant les lymphocytes T fut reconnu comme
le premier facteur de risque d'infection. Ainsi, dans une série américaine publiée en 1988
avant le développement des stratégies de prévention, l'incidence de l'infection CMV
augmentait de 51 a 78% lorsque les patients recevaient de la thymoglobuline (73). Le risque
viral 1i¢ a la déplétion lymphocytaire persiste dans des études plus récentes (74). Ce n'est que
dans un second temps que I'importance de considérer les statuts sérologiques du donneur (D+
st séropositif, D- si séronégatif) et du receveur (R+ si séropositif, R- si séronégatif) a été¢ mis
en évidence (75). Aujourd'hui, il est maintenant clairement établi que le risque de maladie a
CMYV est maximum chez les patients D+R-, intermédiaire chez les patients R+ (D+R+ ou D-
R+) et quasi nul chez les patients D-R-.

Les incidences de la maladie a CMV et de la virémie sont treés variables en fonction des
décennies, notamment en raison des modifications profondes des stratégies
immunosuppressives et de I'évolution des techniques de détection du virus. Pour déterminer
les incidences "naturelles" de la virémie CMV et de la maladie a CMV aprés la
transplantation rénale, nous pouvons nous appuyer sur les études ayant évalué sur un grand
nombre de patients les stratégies préemptives. Dans une étude réalisée chez 471 patients
transplantés norvégiens entre 1994 et 1997, n'ayant pas regus d'induction mais une trithérapie

d'entretien par cyclosporine, azathioprine et stéroides, une Ag-pp65 positive était rapportée
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chez 63% des patients, de fagon similaire chez les patients D+R- (69%) et les patients R+
(67%). En revanche, la fréquence des maladies a CMV était beaucoup plus importante chez
les patients D+R- (54%) que chez les receveurs R+ (19%), puisque la majorité des patients
D+R- virémiques développaient une atteinte d'organe (76). Plus récemment, une équipe de
Londres utilisant la PCR CMV a décrit 1'histoire naturelle de la réplication du CMV dans les
90 premiers jours suivant la transplantation chez des patients recevant une
immunosuppression plus proche des pratiques frangaises actuelles, associant le basiliximab, le
tacrolimus, le mycophénolate mofétil et la prédnisolone (77). Parmi les 294 patients
transplants rénaux entre 2002 et 2010 exposés au CMV, 158 (54%) développaient une virémie
dans les 90 jours suivant la transplantation, supérieure a 3000 copies/mL chez 79 (27%)
patients, seuil retenu dans ce centre pour initier un traitement antiviral par ganciclovir ou
valganciclovir. L'incidence était de 70% chez les patients D+R-, 53% chez les D+R+ et 44%
chez les D-R+. Les patients D+R- et les receveurs R+ se distinguait également par la valeur
du pic de la charge virale, qui était plus €élevée chez les premiers alors qu'elle restait inférieure
a 4 log chez une majorité¢ de patients R+. Il faut enfin souligner que dans de nombreuses
¢tudes l'incidence de la virémie differe chez les patients R+ en fonction de la sérologie du

donneur, dans le sens ou elle est plus fréquente chez les D+R+ que chez les D-R+ (78,79).

b) Effets indirects du CMV relatifs au devenir des greffons

Les effets indirects du virus regroupent un ensemble de maladies ou phénoménes
épidémiologiques associés a la réplication du CMV chez le patent transplanté d'organe, dont
la pathogénie demeure incertaine. Il est généralement fait 'hypothése qu'ils pourraient étre
dus a une réplication virale de faible intensité et non détectable dans le sang périphérique, ou
a des effets immunomodulateurs du virus. Ils sont trés hétérogénes et finalement assez

difficiles a classer. De plus, les résultats des études sont parfois contradictoires et le niveau de
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preuve n'est pas homogeéne pour l'ensemble de ces effets indirects. Pour des raisons
didactiques, Kotton a proposé de distinguer les effets indirects généraux tels que le diabéte
post-transplantation et les infections opportunistes, de ceux qui concernent l'organe
transplanté (56). Il ne s'agit pas d'une classification mécanistique. Au regard de la thématique
de nos travaux, nous n'aborderons dans ce manuscrit que les effets indirects ayant traits au
greffon, c'est-a-dire au développement de 1ésions chroniques des transplants telles que la
"néphropathie chronique du transplant" (CAN pour chronic allograft nephropathy) chez le
transplanté rénal, la bronchiolite oblitérante (BOS pour bronchiolitis obliterans syndrome) en
transplantation pulmonaire et la coronaropathie du transplant (CAV pour cardiac allograft

vasculopathy) en transplantation cardiaque.

(1) CMV et néphropathie chronique du transplant.

Les premiéres études ayant analysé l'association entre la survenue du rejet chronique et le
CMV ont présenté des résultats contradictoires. Le rejet aigu étant reconnu dans les années 80
comme le facteur de risque le plus important de développer un rejet chronique, certaines
équipes ont étudié la relation entre le CMV, la survenue de rejets aigus et le développement
de 1ésions de rejet chronique. Par exemple, une étude américaine a montré chez 1339 patients
transplantés rénaux entre 1985 et 1991 que le rejet aigu histologiquement prouvé était associé
a un risque plus €leveé de pertes de greffons car il multipliait par 17 le risque de développer un
rejet chronique, diagnostiqué sur des biopsies ou sur des greffons explantés (épaississement
concentrique des artérioles, glomérulosclérose, atrophie tubulaire et fibrose interstitielle).
Alors que la maladie 8 CMV n'était pas associée au rejet chronique (RR=1,3), le risque de
développé un rejet chronique dans les suites d'un rejet aigu était plus élevé chez les patients
qui avaient présenté une maladie a CMV. Dans cette ¢tude la séquence temporelle entre le
rejet aigu et la réactivation du CMV n'était pas étudiée. En effet, la virémie n'était mesurée

qu'en présence de symptomes compatibles avec une infection virale et par conséquent la date
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de premicre virémie n'était pas connue. Or la séquence temporelle peut apparaitre comme un
¢lément essentiel pour interroger la relation causale entre la réplication virale et le
développement du rejet aigu. En effet, deux situations peuvent étre observées. La premicre est
qu'en cas de maladie a CMV le traitement immunosuppresseur est parfois réduit avec pour
risque la survenue d'un rejet. Cette hypothése est illustrée par les résultats d'une étude
suédoise réalisée chez des patients transplantés rénaux ne recevant pas de traitement antiviral
préventif ni de traitement immunosuppresseur d'induction (80). Dans cette étude, la détection
d'une antigénémie pp65 (Ag-pp65) asymptomatique ne prédisposait pas au rejet aigu
histologiquement prouvé, alors que la survenu d'un rejet aigu tendait a étre plus fréquente
dans les suites d'une infection symptomatique (RR=2,7, p=0,06). Nous pouvons
raisonnablement faire I'hypothése que l'immunosuppression a été modifié en présence de
signes cliniques et non dans le cas d'une réactivation asymptomatique, et interpréter la relation
infection CMV-rejet aigu comme une conséquence de la réduction de I'immunosuppression.
Cependant les particularités de cette cohorte, en particulier I'incidence tres élevée des rejets
(61%), rend difficilement généralisable les résultats de cette étude. Finalement, la plupart des
autres ¢tudes plaident plutét pour une séquence "rejet — CMV" que "CMV — rejet". Le
premier argument provient d'une étude suisse réalisée chez des patients transplantés rénaux ou
rein-pancréas (81). Les auteurs reportaient un délai médian entre le rejet aigu et la survenue
d'une maladie a CMV relativement court (40 jours), en comparaison avec les 441 jours
séparant en moyenne les deux éveénements lorsque la maladie a CMV précédait le rejet. La
séquence "rejet — CMV" a également ét¢ mise en avant dans une étude ayant montré pour la
premicre fois chez des patients transplantés rénaux et hépatiques traités par ganciclovir oral
pendant 3 mois que le risque de maladie 8 CMV a l'arrét du traitement antiviral était multiplié
par 6 lorsqu'un rejet avait €té diagnostiqué au cours du premier trimestre (82). Une étude plus

récente a tenté d'analyser plus finement la relation temporelle entre la réactivation virale et la
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survenue du rejet (78). Elle a conforté le fait que le rejet avec une traduction clinique (ce qui
correspond aux éveénements analysés dans les études mentionnées ci-dessus) précéde plus
souvent la virémie que l'inverse - bien que cela ne soit pas exclusif - et que sur les biopsies
systématiques la fréquence des lésions de rejets infracliniques n'étaient pas influencée par la
survenue d'une virémie antérieure. De fagon intéressante, le rejet n'apparaissait comme un
facteur de risque de virémie que chez les patients qui conservaient une trithérapie
immunosuppressive. L'ensemble de ces données suggere que l'alloréactivité doit surtout étre
considérée comme un déclencheur de la sortie de latence, alors que l'immunosuppression
aurait un role dans l'extension de l'infection (83).

Le réle du CMV dans le développement de I€sions chroniques du greffon rénal est depuis
longtemps suspecté, appuyé par des études réalisées chez le rongeur ou la réplication du virus
favorise une inflammation du greffon. Une des premiéres études réalisée chez I'Homme
s'étant intéressé a cette question a reposé sur l'analyse de biopsies de surveillance réalisées 6
mois aprés une transplantation rénale (84). Cette étude, conduite chez 52 receveurs
transplantés dans les années 90 sans prophylaxie antivirale ni traitement d'induction, les
auteurs ont comparé les lésions rénales chez 41 patients avec une virémie précoce (11 D+R-,
27 D+R+, 3 D-R+) a 11 patients non virémiques (4 D+R-, 6 D+R+, 1 D-R+). La détection
d'une Ag-pp65 n'était pas associée a une plus forte intensité de l'atrophie tubulaire, de la
fibrose interstitielle et de la hyalinose artériolaire. En revanche, les patients présentant une
réplication virale dans le greffon, évaluée par hybridation in situ de I'ADN viral ou par
immunohistochimie, présentaient un €paississement intimal des petites arteéres. Cette étude,
réalisée sur un faible effectif, a ainsi montré le possible impact délétere de la réplication du
CMV dans le greffon, et suggéré que la mesure de la virémie ne reflétait pas fidelement la
réplication virale a l'intérieur du greffon. Cette méme équipe a comparé dans une autre étude

le devenir des greffons des patients chez qui la réplication virale dans le greffon persistait plus
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malgré un traitement par ganciclovir, & ceux chez qui aucune réplication virale n'était
observée (85). Le CMV était mis en évidence sur des biopsies réalisées "pour cause" entre 2
et 4 mois apreés la derniére virémie ou virurie détectable chez 17 (35%) patients. Cette
réplication intra-greffon persistante était associée a une moins bonne fonction rénale apres 1

an et 2 ans de transplantation, et finalement un risque de perte de greffon multiplié par 3,5.

Une étude récente réalisée par une autre équipe a confirmé ces résultats (86). Les auteurs ont
¢tudiés la présence du CMV dans des biopsies de greffons rénaux réalisées "pour cause" dans
les 5 premicres années de greffe ou plus tardivement, mais également dans des picces de
transplantectomie de patients ayant perdu leur greffon d'une dysfonction chronique. En
supplément des techniques d'hybridation in situ (ADN) et d'immunohistochimie (immediate-
early antigen, late antigen et Ag-pp65), la sortie de latence du CMV était recherchée par RT-
PCR qui étudiait la transcription du géne IE. La majorité de ces patients étaient D+R+ et
seulement 7% avaient recu une prophylaxie antivirale. Cette étude a confirmé d'une part la
présence du CMV dans les greffons rénaux et d'autre part que la survie des greffons était
moins bonne lorsque le CMV se répliquait de fagon chronique dans les greffons. De plus, si la
réplication virale était fréquente dans les premiers temps suivant la greffe puisque les
protéines virales étaient détectables dans 64% des biopsies précoces, elle était encore plus
fréquente et plus importante dans les biopsies tardives. En effet les antigénes viraux étaient
retrouvés dans 93% des biopsies tardives et la proportion de cellules infectées dépassait 50%
des cellules dans 58% des biopsies tardives positives pour le CMV, en comparaison a 31%
des biopsies précoces. Cette étude insiste donc sur le réle du CMV dans la dégradation
chronique de la fonction du greffon qui apparait comme un site de réplication important du

virus méme a distance de la greffe et probablement en dehors de I'épisode virémique.
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(2) CMV et bronchiolite oblitérante

La transplantation pulmonaire représente une option thérapeutique pour le traitement de
maladies graves telles que la mucoviscidose, l'emphyséme, la bronchopneumopathie
chronique obstructive, la fibrose pulmonaire et certaines formes d'hypertension artérielle
pulmonaire. Si elle permet d'allonger la survie des patients, son succes a moyen et long terme
est limit¢ par le développement de Iésions de rejet chronique caractérisées par une
inflammation des voies aériennes supérieures de petit calibre favorisant le développement
progressif d'une fibrose et une oblitération progressive de ces dernieres. On parle de BOS

pour "bronchiolitis obliterans syndrome".

La BOS est tres fréquente. Ainsi I'analyse de plus de 10 000 patients issus du registre ISHT a
révélé que la BOS était présente chez 28% et 74% des patients vivants avec un greffon
fonctionnel respectivement a 30 mois et 10 ans (87). De fagon intéressante, 1'incidence de la
BOS ne semblait pas diminuer en comparaison aux rapports précédents du registre. Enfin, il
¢tait constaté que la BOS ¢était plus fréquente que la CAV chez les patients ayant eu une
transplantation cardiopulmonaire, en sachant que l'incidence de la CAV a 5 ans dans cette

¢tude était beaucoup plus faible que celle rapportée ailleurs (88,89).

La BOS se manifeste cliniquement par un syndrome obstructif d'aggravation progressive
défini par une réduction du VEMS (volume d'expiration maximale par seconde) secondaire a
l'obstruction des voies aériennes de petit calibre. Il entraine une altération de la qualité de vie
et gréve le pronostic du patient avec une médiane de survie inférieure a 3 ans (90). Il s'agit

d'ailleurs de la principale cause de déces apres la premicre année de greffe (87).

Les facteurs de risque de développer un BOS sont principalement immunologiques - la
survenue d'épisodes de rejets aigus cellulaires et la présence d'anticorps spécifiques du

donneur (DSA pour donor specific antibodies) -, mais également le reflux gastro-cesophagien
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et les infections pulmonaires (91). D'une facon plus générale les infections, notamment
opportunistes et nosocomiales, sont fréquentes apres transplantation pulmonaire. Les maladies
a CMV sont les maladies opportunistes les plus fréquentes avec principalement des
pneumonies. Le pronostic a court terme des pneumonies & CMV s'est considérablement
amélioré avec l'utilisation des traitements antiviraux et aujourd'hui, les effets indirects et plus
particulierement le développement de la BOS sont des préoccupations trés importantes dans la
prise en charge du CMV. Cela est d'autant plus vrai que dans les études les plus récentes,
menées chez des patients ayant bénéfici¢ d'un traitement immunosuppresseur moderne et
d'une prévention anti-virale, il persiste un impact de la pneumonie a8 CMV sur la survenue

ultérieure d'une BOS et sur la survie des patients (91).

(3) CMV et coronaropathie du transplant

La transplantation cardiaque a connu des progrés importants, en particulier liés a une
meilleure prévention du rejet aigu cellulaire ayant abouti a une amélioration substantielle du
pronostic a 1 an (81%) (92). Finalement, un obstacle important au succes des transplantations
cardiaques a moyen et long terme réside dans le développement progressif d'une occlusion
des vaisseaux coronaires du transplant. En effet, la CAV est la premiere cause de perte de
fonction des greffons cardiaques chez 1'adulte apres la premiere année (93), elle-méme étant la
seconde cause de déces apres les cancers d'apres les analyses les plus récentes des registres
américains (92). Le mauvais pronostic associé¢ a la CAV réside surtout dans le caractere tardif
du diagnostic en l'absence de dépistage systématique, les signes d'insuffisance cardiaque
restant finalement les seules manifestations cliniques de cette maladie chronique et insidieuse,
indolore du fait de la dénervation cardiaque. Elle peut entrainer des infarctus du myocarde,
des troubles du rythme et parfois une mort subite (94). Chez l'enfant, la CAV est la premicre
cause de mortalit¢ aprés la premicre année de greffe et explique 35% des décés et des

retransplantations (95).
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Le diagnostic de la CAV repose sur la coronarographie. La nomenclature la plus récente
propose trois stades (léger, modéré et sévére) en fonction du degré de rétrécissement de la
lumiére des artéres coronaires proximales ou plus distales, et de 1'existence d'une dysfonction
myocardique pouvant correspondre a des troubles de la relaxation ventriculaire et/ou a une
altération de la fonction systolique avec une fraction d'éjection ventriculaire gauche <70%
(96). En coronarographie, des 1ésions de CAV sont observées dans 30 a 40% des cas a 5 ans
(88,89). Des techniques alternatives ont été développées pour diagnostiquer de facon plus
précoce ou moins invasive les lésions de CAV. Les techniques non invasives sont le
coroscanner, I'IRM cardiaque, la scintigraphie myocardique et les échographies de stress ou
de contraste. Elles restent a I'heure actuelle moins performantes que la coronarographie. En
revanche l'ultrasonographie intravasculaire, qui est une technique interventionnelle invasive,
permet un diagnostic plus précoce de la CAV en mesurant trés précisément 1'épaisseur
intimale. Ainsi, il est remarqué qu'un épaississement intimal est présent chez 37% des patients
1 an apres la transplantation (97). De plus une augmentation de plus de 0,5 mm au cours de la
premicre année de la greffe est associée a un risque accru de surmortalité a 5 ans par

événement cardiaque majeur (98).

La CAV est caractérisée par un épaississement concentrique (contrairement aux lésions
coronaires athéromateuses sur cceur natif qui sont classiquement excentriques) et diffus des
parois des artéres et des veines coronaires. Trois types de lésions sont définies : une
hyperplasie intimale concentrique qui est la 1ésion caractéristique, le développement de
plaques athéromateuses qui ont la particularité de se développer sur l'ensemble du réseau
coronaire notamment dans les portions intramyocardiques (et pas seulement épicardiques) et
des lésions de vascularites (99). La Iésion la plus précoce est une endothélite définie par une
infiltration de lymphocytes producteurs d'IFN-y dans l'espace sous endothélial (100),

accompagnés de monocytes qui se différencient en macrophages. Elle précede la prolifération
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et la migration des cellules musculaires lisses de la media et des fibroblastes, qui
s'accompagnent d'une accumulation de protéines de la matrice extracellulaire mais également
d'un infiltrat inflammatoire polymorphe composé de macrophages et surtout de lymphocytes T.
Au final, l'artére coronaire malade est le siége d'une inflammation qui peut concerner toutes
les composantes de sa paroi en s'étendant de 1'intima a I'adventice -les formes transmurales
étant plus graves - et s'accompagner d'une rupture des limitantes élastiques interne et externe
(méme si l'atteinte de la limitante ¢élastique externe est plus fréquente au cours de la maladie
athéromateuse sur cceur natif) et d'une véritable myolyse. On peut alors parler de vascularite
dont la complication est la thrombose endoluminale secondaire a l'exposition du sous

endothélium.

Il semble que I'IFN-y joue un rdle clé dans le développement de la CAV. En effet, deux
¢tudes ont montré que cette cytokine induisait la prolifération des cellules musculaires lisses
de greffons artériels humains transplantés dans des souris immunodéficientes (qui ne
produisent pas d'IFN-y), aboutissant a des lésions semblables a celles observées chez le
patient atteint de CAV (101,102). De plus, I'I[FN-y restaure l'expression des molécules HLA
de classe I et II a la surface des cellules endothéliales cultivées in vitro, et régule
probablement cette expression membranaire in vivo, ce qui permet leur reconnaissance directe
par les lymphocytes T CD4 alloréactifs (103). A noter d'ailleurs que cette expression de
molécules HLA de classe I et II expose également les cellules endothéliales du greffon a la
fixation d'anticorps anti-HLA spécifiques du donneur a leur surface, permettant le recrutement
de cellules effectrices de l'immunité et l'activation de la voie classique complément qui
aboutira a la formation du complexe d'attaque membranaire. Il a récemment ét¢ montré que
les anticorps anti-HLA induisent aussi dans la cellule endothéliale la production et la sécrétion
de cytokines inflammatoires (IL-6), de chimiokines (CCL5, CCL20) et de molécules

d'adhésion (VCAM-1, E-sélectine) sous la dépendance de l'activation de la formation du

36



complexe d'attaque membranaire et de 1'activation de la voie non canonique de NFKB, alors

que les anaphylatoxines C3a et C5a ne sont pas impliquées dans ces mécanismes (104).

De trés nombreux facteurs de risque de CAV ont été identifiés (listé par Seki et al. (105)) dont
certains sont liés au donneur (age et antécédents cardiovasculaires) et d'autres au receveur
(age, dyslipidémie, diabéte, hypertension artérielle, tabagisme). Il faut d'ailleurs noté que la
transplantation cardiaque pédiatrique présente deux particularités importantes par rapport a la
situation chez I'adulte, a prendre en compte dans 1'évaluation du risque d'apparition et
d'évolution des 1ésions de CAV. Premiérement, les greffons sont plus jeunes donc avec peu ou
pas de Iésions athéromateuses alors que 1'dge du donneur est un facteur de risque de CAV
(106). Ces lésions du greffon liées au donneur justifient d'ailleurs une évaluation initiale si
l'on veut évaluer précisément la progression des Iésions aprés la transplantation.

Deuxiémement ces receveurs n'ont pas de facteurs de risque cardiovasculaires.

Les événements immunologiques sont également bien identifiés comme des facteur de risques
de CAV. Ainsi les patients bénéficiant d'une seconde transplantation, développant au moins
un rejet aigu cellulaire et dont le degré d'appariement HLA entre le donneur et le receveur est
faible sont plus enclins a développer des lésions de CAV (104,107,108). Plus récemment le
role des alloanticorps (DSA) et des autoanticorps dirigés contre le greffon a été mis en

¢vidence (109,110,111,112).

La premiére étude qui a rapporté un lien entre l'infection a CMV et la CAV a été publiée en
1989 (113). Ces résultats ont été confortés par plusieurs études ultérieures (106,114,115,116).
Dans la plus récente, les auteurs rapportent que la survenue d'une virémie CMV augmente le
risque de développer des 1ésions de CAV par 2,3 dans une cohorte espagnole de 166 patients
ayant bénéficié¢ d'un dépistage systématique par des coronarographies itératives a 1, 5 et 10

ans (106). Les hypothéses physiopathologiques reliant le CMV et la CAV sont :
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- que le virus favoriserait I'inflammation locale (117) qui est le déterminant majeur de
la maladie athéromateuse, ce qui expliquerait aussi que le CMV est associ¢ a la progression

de I'athérome chez les patient non transplantés (118,119,120)

- que le virus induirait une dysfonction endothéliale (121).

(4) La physiopathologie du développement des lésions chroniques des
greffons en rapport avec le CMV

Comme nous venons de le décrire, le CMV semble impliqué dans les différentes expressions
du rejet chronique en transplantation cardiaque, pulmonaire et rénale. S'ils ont leurs
particularités, ils ont également des mécanismes communs cellulaires et/ou cytokiniques,
multiples et complexes, qui favorisent le développement de 1ésions vasculaires et de fibrose.
L'appréhension du role du CMV dans ['établissement des 1ésions chroniques des transplants

doit s'intégrer au sein de cette physiopathologie.

Le terme de rejet chronique est normalement réservé a des lésions liées a une alloréactivite.
Ce rejet chronique a un stade avancé est caractérisé, quel que soit I'organe transplanté, par le
développement de lésions vasculaires et d'une fibrose extensive qui est d'ailleurs le siege
d'une infiltration leucocytaire, regroupées sous le terme de "vasculopathie du transplant”, dont
le substratum physiopathologique est la prolifération des cellules endothéliales qui abouti a
l'obstruction plus ou moins complete des vaisseaux sanguins. Cette oblitération vasculaire
induit d'ailleurs une hypoxie tissulaire en aval, qui est le principal stimulus de la synthése de
VEGF. De nombreux travaux ont été réalisés sur le réle du VEGF dans le rejet d'organe. 1l a
ainsi €té montré que sa production prolongée €tait associée au développement des 1€sions de
rejet (122). Le VEGF est produit par les cellules endothéliales mais également par les cellules
inflammatoires CD68P* infiltrant le greffon au cours du rejet chronique (122,123). Ainsi

I'hypoxie n'est pas le seul stimulus de l'angiogénése impliqué dans le rejet d'organe mais
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l'inflammation joue aussi un role important. Le concept "d'angiogénése induite par les
leucocytes", résultant de trés nombreux modeles d'inflammation développés depuis les années
1970, a d'ailleurs été élaboré. D'autres facteurs angiogéniques que le VEGF sont produits au
cours de I'inflammation, en particulier les cytokines inflammatoires telles que 1'lL-1, le TNF-a
et 1'IlL-6, qui ont une action paracrine. Comme nous l'avons déja expliqué, ces cytokines
pourraient déclencher la réplication du virus a partir de ses sites de latence comme les
endothéliums. Ainsi le CMV pourrait initier une boucle d'amplification des lésions liées a

'alloréactivité.

Le remplacement du tissu normal par du matériel fibreux est un autre élément clé observé
dans les organes transplantés en dysfonction chronique. Le plus souvent considérée comme
une dysfonction des processus de réparation tissulaire, qui nécessitent la sécrétion et l'action
séquentielle de cytokines, d'enzymes et de facteurs de croissance produits par des cellules
résidentes et par des cellules infiltrant les tissus 1ésés inflammatoires. Elle peut étre
décomposée en trois phases successives que sont le nettoyage du tissu 1ésé, la synthése du
nouveau tissu et notamment de la matrice extracellulaire, puis le remodelage. Elle doit aboutir
a la restauration d'un tissu d'architecture normale et fonctionnel. Une synthése non régulée de
la matrice extracellulaire conduit au remplacement du tissu normal par des territoires fibreux
non fonctionnels. Le développement chronique de la fibrose dans les organes transplantés a de
nombreuses origines mais le fibroblaste, producteur de la matrice extracellulaire, reste
toujours la cellule centrale dans les processus fibrosant. Le fibroblaste réside en grande
quantité dans le rein, le coeur et le poumon. Dans les organes transplantés, il a également été
fortement suggéré que des cellules épithéliales et endothéliales pouvaient dans certaines
circonstances, notamment en présence de TGF-f et donc dans des contextes inflammatoires,
étre a 1'origine de nouveaux fibroblastes en se différenciant puis en acquérant un phénotype

fibroblastique. Cette génération de fibroblaste est appelée transition ¢épithélio-
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mésenchymateuse (TEM) ou endothélio-mésenchymateuse (TEndM). Des modifications
épithélio-mésenchymateuses sont constatées dans les greffons rénaux avec des cellules
épithéliales tubulaires qui n'expriment plus des marqueurs épithéliaux comme 1'E-cadhérine
mais produire des molécules fibroblastiques comme la vimentine et de l'actine a (124).
Concernant la TEndM la dédifférenciation des cellules endothéliales est caractérisée par la
perte de l'expression de CD31 et de CD34, et l'acquisition de nombreux nouveaux marqueurs

tels que FSP-1 (125,126).

L'inflammation, conséquence de toute lésion tissulaire, est un élément consubstantiel aux
processus de cicatrisation. Elle repose sur I'action des cellules inflammatoires qui infiltrent le
tissu 1ésé. Ces cellules sont principalement constituées de LT CD4 et de macrophages soit
résidants, soit provenant de la différentiation de monocytes circulants qui infiltrent le tissu.
Elles synthétisent des cytokines inflammatoires, des chimiokines permettant le recrutement de
nouvelles cellules et I'activation de I'endothélium, ainsi que du VEGF (Vascular endothelial
growth factor) qui est le facteur de croissance clé de la prolifération des cellules endothéliales
en vue de former les néo-vaisseaux. L'angiogénése est en effet un processus physiologique
indissociable des phénomenes de réparation tissulaire. Il existe finalement des liens étroits
entre le développement de la fibrose, la prolifération des cellules endothéliales, I'angiogénése
et l'inflammation. S'interroger sur le role du CMV dans le devenir des greffons améne a
étudier comment le CMV peut moduler ces différents éléments et comment ces derniers

pourraient influencer la biologie du virus et notamment sa réplication.

Les travaux de 1'équipe de Portland ont apportées des données essentielles pour expliquer
comme l'infection par le CMV pourrait interférer avec les processus d'angiogéneése et de
réparation tissulaire dans le contexte de la transplantation. Ce groupe a étudié le "sécrétome"
des cellules infectées par le RCMV et le HCMV dans un modéle de transplantation, tant au

niveau trancriptomique (étude des ARNm) que protéique, et I'a comparé a celui de cellules
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non infectées ou issues d'organes non transplantés (127,128). Suite a la primo-infection du rat
receveur d'un greffon cardiaque allogénique, les auteurs ont constaté que l'expression des
ARNm (micropuce étudiant plus de 20 000 transcrits) a J21 post greffe, c'est-a-dire au
moment ou se développent les 1ésions de vasculopathie du transplant, était profondément
modifiée dans le tissu cardiaque pour 385 génes. Parmi ces genes, 134 voyaient leur
régulation encore significativement modifiée 28 jours apres la transplantation. Ces génes sont
impliqués dans de trés nombreux systémes mais 134 sont connus pour participer a la
cicatrisation tissulaire. Les génes dont l'expression était quantitativement la plus modifiée
¢taient ceux codant les protéines MMP12, 1'ostéopontine et ses inducteurs, l'activateur du
plasminogeéne urinaire (uPA, urokinase) et son récepteur (uPAR). Les auteurs ont mis
¢galement l'accent sur les geénes régulateurs de l'angiogénése. De plus, I'expression de
nombreuses cytokines inflammatoires étaient altérée par le RCMV comme le TGF-§ et I'IL-
12. L'analyse ciblée en RT-PCR des transcrits des génes sélectionnés par l'analyse des puces a
ARN, par RT-PCR, a confirmé les résultats antérieurs mais surtout ajouté¢ deux éléments
importants. Tout d'abord, la cinétique d'expression ¢tait tres variable en fonction des
molécules, ce qui rend l'analyse encore plus complexe. Ensuite, l'influence de l'infection
virale sur la transcription des genes est différente en fonction du type de la cellule infectée,
alors que le CMV peut infecter tous les types cellulaires participant aux mécanismes
d'angiogénése et de réparation tissulaire. En effet le CMV peut tout aussi bien infecter les
fibroblastes, les cellules endothéliales que les cellules épithéliales, sans oublier les cellules
inflammatoires qui éventuellement infiltrent le greffon. Ainsi les cellules musculaires lisses
sont les principales productrices d'ostéopentine, les fibroblastes d'uPAR et de cathepsine E
alors que ces deux types de cellules et les cellules endothéliales produisent toute de grandes

quantités d'urokinase et de MMP9. Cette constatation doit €tre prise en compte dans
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l'interprétation des modeles in vitro. Par ailleurs, cela pourrait expliquer que l'impact de

l'infection sur le greffon puisse varier en fonction de la nature de 1'organe.

In vitro, le surnageant des fibroblastes infectés, en comparaison a celui recueilli dans les
cultures de fibroblastes non infectés, favorise la formation de néo-vaisseaux ainsi que la
croissance de ces derniers. Suite a une Iésion de nature é€lectrique des cellules en cultures, la
reconstitution d'un tapis endothélial au fond des plaques est meilleur avec le surnageant des
fibroblastes infectés. De fagon intéressante, I'ajout de foscarnet a la culture fibroblastique
infectée fait perdre en partie les propriétés angiogéniques de leur surnageant, ce qui laisse
présager l'importance d'une réplication virale compléte alors méme que trés peu de protéines
virales sont retrouvées dans le surnageant. Bien que complexe et mettant en jeu de tres
nombreuses molécules, l'effet angiogénique de certains composants du surnageant a pu étre
mieux précisé. C'est le cas notamment de I'L-6 qui active la survivine et prévient ainsi
l'activation des caspases effectrices 3 et 7 (129). L'infection par le CMV apparait donc comme
un modulateur important de 1'angiogénese. D'autres travaux ont en plus détaillé des comment
le virion était capable in vitro d'induire la dégranulation de certaines populations plaquettaires
et ainsi la libération de facteurs angiogéniques et notamment d'une molécule proche du VEGF
(130), suggérant que le CMV peut également promouvoir l'inflammation et I'angiogénése en
agissant sur les plaquettes qui sont pourtant des cellules dépourvues de noyau et donc non

permissives a l'infection.

Par ailleurs, I'endothélium est une cellule cible du CMV. Au cours des premicres étapes de
l'infection, c'est-a-dire lors de la synthése de geénes "immediate early" et "early", l'infection de
cellules endothéliales par le CMV s'accompagnait d'une surexpression du récepteur  de
l'endothéline, connu pour étre exprimé dans les cellules endothéliales rénales (131). Il est
connue que la régulation de la synthése d'endothéline et la balance des récepteurs de type A et

B sont impliquées dans le développement de plusieurs maladies rénales telles que la
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polykystose et la néphropathie diabétique, en accord avec les modeles expérimentaux ayant
montré le caractére profibrosant de l'endothéline, en particulier dans le rein et le poumon
(132,133). Plus tardivement, sept a dix jours apres le début de l'infection, il a récemment été
montré par une équipe américaine une surexpression de l'intégrine a5f6 (promoteur du geéne :
plasminogen activator 1) dans plusieurs types de cellules endothéliales d'origine ombilicale,
pulmonaire ou utérine. Les auteurs ont pu montrer que cette surexpression induisait
l'activation de TGFB-1 capable dans ce modele in vitro d'activer la voie Smad3 via le
récepteur ALKS (pour activin like receptor 5) impliquée dans le développement de 1ésions de

fibrose.

Il est donc possible, a partir de I'ensemble de ces données expérimentales, d'élaborer comment
l'infection par le CMV de nombreux types cellulaires, en particulier dans un contexte
inflammatoire, pourrait influencer les mécanismes de réparation tissulaire et d'angiogénése en

promouvant le développement de la fibrose et de 1ésions vasculaires.

c) Stratégies thérapeutiques anti CMV et impact des traitements antiviraux sur
les effets indirects en transplantation.

(1) Données expérimentales.

Peu d'études ont ¢tudié I'impact d'un traitement antiviral sur le développement des 1€sions de
rejet chronique dans des modeles animaux de transplantation.

En 2001, une équipe hollandaise a étudié I'impact du ganciclovir dans un modele de BOS qui
consiste chez le rat a implanter la trachée d'un donneur allogénique sur le grand epiploon
(134). Dans ce modele, le RCMV ¢était inoculé au receveur par voie intrapéritonéale soit 8
semaines avant la transplantation (D-R+), soit 3 heures aprés la transplantation, alors que le
donneur n'était pas infecté. Cette derniere situation n'a pas son semblable chez I'Homme

puisqu'il s'agit d'une infection aigué du receveur au moment de la transplantation non
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transmise par le greffon. Dans ce modele particulier de BOS, le ganciclovir réduisait les
Iésions trachéales, aussi bien de nécrose que de prolifération épithéliale.

Les données expérimentales sont un peu plus fournies concernant la CAV. Une premiére
étude a étudié le ganciclovir dans un mode¢le de transplantation cardiaque hétérotopique chez
le rat, traité par cyclosporine (135). Dans ce modele, les rats receveurs étaient infectés le
lendemain de la transplantation par le RCMV inoculé par voie péritonéale, alors que le
donneur n'était pas infecté. L'administration du ganciclovir pendant 30 jours permettait de
prévenir 1'épaississement intimal du greffon observé chez les rats infectés non traités. L'équipe
de Streblow a apporté quant a elle des données plus approfondies sur l'impact du
valganciclovir pour prévenir le développement du rejet chronique, dans un modéle de
transplantation cardiaque allogénique chez le rat (souches différentes de la publication
précédente) utilisant également la cyclosporine. Dans ce modele le rejet chronique conduit a
l'arrét des battements cardiaques entre 55 et 120 jours apres la transplantation (136). Le
schéma expérimental a permis d'étudier 4 situations distinctes et deux types de comparaison.
La premiere découle du moment de l'infection par le RCMV qui permet de distinguer
l'infection latente de l'infection aigué, la seconde provient du type d'animal infecté qui peut
étre le donneur ou le receveur. Ainsi les auteurs ont pu comparer les donneurs infectés 7 jours
avant la transplantation (ADI) et les receveurs infectés au lendemain de la greffe (ARI), et
surtout les donneurs et les receveurs infectés de facon latente 6 mois avant la transplantation
(respectivement LDI ou LRI), qui représentent les transplantations D+R- et D-R+ (alors que
les groupes ADI et ARI n'ont pas d'équivalent chez I'Homme). IlIs ont observé que le rejet
chronique survenait plus tot chez tous les rats infectés en comparaison aux rats contréles. Au
sein des rats infectés, il survenait plus précocement chez les rats LDI que LRI, avec des
lIésions de vasculopathie du transplant plus séveres. Si tous les rats avaient une sérologie

positive, les LDI se distinguaient des autres groupes par l'absence de virus dans les glandes
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salivaires. Ainsi on peut conclure que le CMV favorise le développement des lésions
vasculaires de rejet chronique, d'autant plus s'il a infecté le donneur (et donc le greffon) de
facon latente, en acceptant 1'idée que les 1ésions vasculaires se sont effectivement développées
apres la transplantation dans le groupe LDI. Les auteurs ont ensuite administré du ganciclovir
chez des rats ARI et LDI et montré que I'efficacité du ganciclovir pour prévenir l'apparition
des 1ésions de rejet en cas d'infection aigu€ n'était pas retrouvé chez les rats LDI. Chez ces
rats, l'utilisation de micropuces a ARN a montré une surexpression de nombreux genes
correspondant a des cytokines proinflammatoires, des molécules d'adhésion, de nombreux
facteurs de croissance, des protéines de la matrice extracellulaire et des chimiokines dont
CXCL13, CCL21 et CCL19 qui sont impliquées dans la formation des organes lymphoides
tertiaires.

En transplantation rénale, 1'étude la plus approfondie sur la prévention par le ganciclovir des
effets indirects du CMV concernant le greffon a été réalisée dans un modele murin de primo-
infection (D+R-) par une souche génétiquement modifiece de MCMV capable d'infecter
efficacement aussi bien les souris donneuses (BALB/c) que receveuses (C57BL/6), inoculée
par voie intrapéritonéale 3 mois avant la transplantation (137,138). Dans ce modele, le
ganciclovir diminuait l'infiltrat induit par le MCMV, composé de macrophages, de cellules
dendritiques my¢loides et de lymphocytes NK. Cependant, le ganciclovir ne permettait pas
une réduction de l'infiltrat jusqu'au niveau observé chez les souris non infectées. Cet effet du
ganciclovir n'était pas maintenu a l'arrét du traitement. Concernant l'infiltrat des LT CD8P®
CD4P% et des LB, il était également majoré dans les greffons des souris D+R-. En revanche, il
n'était pas affecté par Il'utilisation du ganciclovir, en particulier pour les LT CD8P*,
Finalement, I'impact du ganciclovir sur les l1ésions rénales 42 jour apres la transplantation est
contrasté¢, méme si l'inflammation dans le greffon (cedéme interstitiel, artérite, infiltration par

les monocytes et les lymphocytes NK) semble réduit.
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Au final, peu d'études ont étudi¢ chez l'animal I'impact de l'infection CMV sur le devenir des
greffons. L'ensemble de ces études, conduites chez le rongeur, montrent que l'inhibition
temporaire de la réplication virale (en aval de la synthése des protéines IE) prévient
l'apparition des Iésions de CAV et de BOS qui sont majorées chez les animaux infectés, tout
du moins si l'infection est aigu€ au moment de la transplantation. La pertinence de ces
modeles d'infection aigué€ peut cependant étre discutée puisque le virus n'est pas transmis par
le greffon mais inoculé directement au receveur, ce qui n'a pas d'équivalent chez I'Homme.
Par ailleurs, l'efficacité du ganciclovir semble plus limitée en cas d'infection latente du
donneur. Concernant la transplantation rénale, les données sont peu nombreuses mais
semblent montrer un effet sur le recrutement au sein du greffon des effecteurs de I'immunité

innée alors que l'effet n'est pas retrouvé pour les lymphocytes T et B.

(2) Données cliniques.

Les essais cliniques visant a évaluer 1'efficacité des traitements antiviraux ont toujours comme
objectifs principaux de réduire 1'incidence de la virémie et prévenir la survenue d'une maladie
a CMV. Ainsi peu d'¢tudes cliniques ont étudiés I'impact de la prévention antivirale sur la
survenue des effets indirects du virus.

Deux larges métaanalyses publi¢es en 2005 ont apportés des résultats différents (139,140). En
effet, si elles montraient toutes les deux une réduction de la survenue des infections
opportunistes, leurs résultats divergeaient concernant I'impact sur la survenue du rejet aigu. La
métaanalyse la plus récente et la plus importante (3850 patients issus de 34 essais cliniques) a
été réalisée selon la méthodologie Cochrane et publiée en 2013 (141). Elle a confirmé, comme
attendu, le bénéfice de la prophylaxie pour réduire la morbimortalité liée au CMV quel que
soit l'organe transplanté, mais aussi indépendamment du statut sérologique du receveur.
Cependant elle n'a pas retrouvé d'amélioration de la survie des greffons ni de réduction du

risque de rejet aigu en lien avec la prévention anti-virale. Concernant les infections
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opportunistes, 1'utilisation d'une prévention antivirale réduisait le risque d'infection a herpes
simplex, de zona, d'infection bactérienne et d'infection parasitaire. La survenue d'infections
fongiques n'était quant elle pas prévenue avec la prophylaxie anti-CMV. La derni¢re étude
apportant des informations intéressantes sur la prévention des effets indirects du CMV est une
analyse du registre CTS qui a analys¢ le devenir de 52 437 patients transplantés exposés au
CMV. Parmi les 11077 receveurs D+R-, 75% avaient regu une prophylaxie antivirale, alors
qu'une stratégie préemptive avait été privilégiée chez 70% des patients R+ (142). Dans cette
¢tude, la survie des greffons apres censure des déces était meilleure lorsqu'une prophylaxie
avait été privilégiée chez les receveurs de reins D+, mais pas chez les patients D-R+. Ce
résultat fait écho aux publications que nous rapportons dans ce travail de thése, qui plaident
pour un impact de la séropositivité du donneur sur la survie des greffons. Elles font ¢galement
¢chos aux résultats d'un essai thérapeutique qui avait montré une amélioration de la survie des
greffons aprés utilisation d'une prévention antivirale par le ganciclovir oral chez les D+R+,
qui n'était pas observée chez les patients D-R+ et D+R- (143).

D'autre stratégies sont actuellement en cours d'évaluation pour réduire le risque de maladie et
syndrome CMV, notamment l'utilisation des inhibiteurs de mTOR. On peut citer un essai
clinique prospectif randomis¢ publi¢ récemment qui a montré le bénéfice d'un remplacement
du tacrolimus par I'évérolimus entre 7 et 11 semaines apres la transplantation cardiaque sur le
développement de la CAV, alors que l'incidence des rejets aigus était plus élevée (144). 11 faut
noter que l'incidence de la viremie CMV ¢tait significativement plus faible chez les patients
traités par l'inhibiteur de mTOR (6% vs. 27%). Ces résultats sont préliminaires et constituent

peut-€tre une piste thérapeutique intéressante.
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III. Réponse immunitaire anti-CMV
La Réponse immunitaire anti-CMV implique des acteurs a la fois de I’'immunité innée et
adaptative. Les roles de chacun de ces acteurs dans les différents aspects de 1’infection par le

CMV restent encore débattus.

A. Immunité innée

1. Les lymphocytes NK

Les cellules de I'immunité innée jouent un rdle important dans la défense contre les infections
virales, ce qui est également vrai dans l'infection a CMV. Les lymphocytes NK sont ainsi
reconnus comme des cellules clés dans le contrdle de l'infection, et cela est particuliérement

démontré dans les modéles murins d'infection par le MCMV (145).

Chez 'Homme, les données sont plus récentes et le role des lymphocytes NK semble moins
important. Une sous-population de lymphocytes NK CD3™¢ CD56%™ CD57" NKG2Ch
CD16P* apparait comme surreprésentée (20% en moyenne) chez les sujets sains séropositifs
(146). 11 a d'ailleurs été constaté chez 6 patients transplantés d'organe que l'expression de
CD57 apparaissait et se majorait progressivement dans les suites de la virémie CMV, alors
qu'ils recevaient une thérapie antivirale efficace. Cette sous-population de lymphocytes NK,
qui n'est pas retrouvée dans l'infection EBV, persiste dans le temps alors que le virus entre en
latence (147). Finalement, il a ét¢ mis en évidence que l'expansion de ces lymphocytes NK
CD57P%, que certains appellent "mémoire" par analogie aux lymphocytes T mémoire,
persistent dans l'infection a CMV grace a l'engagement du co-récepteur activateur
CD94/NKG2C par son ligand HLA-E (exprimé par les fibroblastes infectés par le HCMV) et
la présence d'IL12, une cytokine inflammatoire de la réponse Thl majoritairement produite in
vivo par les cellules dendritiques (148,149). La dégranulation de ces lymphocytes NK, qui par
ailleurs expriment faiblement les récepteurs inhibiteurs NKG2A et KIR3DLI, peut étre
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obtenue suite aux liaisons de NKG2C et surtout du CD16 avec leurs ligands respectifs (146).
Ainsi, l'activité cytolytique in vitro de ces cellules est augmentée en présence
d'immunoglobulines G anti-CMV qui se lient par leur fragment Fc au récepteur FcGRIIIA
(CD16) exprimé a la surface des lymphocytes NK (150). Elles sont également capables de
sécréter de 1'lFN-y, comme montré dans une étude récente en transplantation de cellules

souches hématopoiétiques (148).

2. Les lymphocytes T gamma-delta

L'autre type cellulaire appartenant a l'immunité innée et impliqué dans I'immunité anti-CMV
est la population des lymphocytes T gamma-delta (LTyd), et plus précisément les
LTydVd2neg. Ces lymphocytes "non conventionnels", qui représentent seulement 0.5 a 1%
des lymphocytes T circulants chez les sujets non infectés par le CMV, s'accumulent chez les
sujets séropositifs ou ils représentent environ 5 a 10% des lymphocytes T circulants, et parfois
beaucoup plus chez certains individus. La premicre description de cette prolifération a été
faite chez des patients transplantés rénaux au moment de la virémie CMV (151). Ces
LTyoVd2neg persistent au long cours et s'accumulent dans les tissus périphériques et dans le
sang, ce qui explique qu'ils sont plus fréquents chez les sujets sains séropositifs et que leur
nombre est corrélé a l'age (152,153). Le phénotype dominant des LyoVo2neg est de type
effecteur mémoire en différentiation terminale (TEMRA pour Terminally differenciated
effector memory), comme de nombreux lymphocytes T CD8 mémoire anti-CMV. Par ailleurs,
environ 75% des LydVo2neg induits par le CMV ont la particularité d'exprimer le CD16,
contrairement aux LT CD8 mémoires anti-CMV de phénotype TEMRA (154). Le principal
acteur de l'interaction avec les cellules infectées est le TCRyo qui reconnait par exemple la
molécule constitutive EPCR (pour endothelial protein C receptor) a la surface des cellules
endothéliales (155). L'expression majorée des molécules de co-stimulation telles que LFA-3

et ICAM-I par les cellules infectées par le CMV, qui lient respectivement les molécules CD2
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et LFA-1 a la surface des LydVo2neg, joue également un role dans la cytotoxicité anti-CMV
de ces cellules. Enfin le CD16 agit de facon importante dans l'activation de ces cellules qui
ont des capacités cytotoxiques (expression de perforine et granzyme) et de synthése de

cytokines, notamment d'INF-y et de TNF-a.

3. Les cellules dendritiques

Les données concernant le réle des cellules dendritiques dans le contrdle de 1'infection CMV
sont nombreuses. La majorité des études se sont plutot intéressées au role des cellules
dendritiques myéloides dans la propagation de l'infection. En effet, elles sont parmi les
premiceres cellules infectées aux différents sites d'entrée du virus lors de la primoinfection et,
en permettant la réplication productive du virus au cours de leur maturation et de leur
migration, elles concourent a la diffusion du virus et sa présentation aux lymphocytes
spécifiques. La majorité de ces travaux se sont focalisées sur 1'étude des cellules dendritiques
my¢loides dérivées de monocytes in vitro (145). Ce modele semble d'ailleurs pertinent
puisque ces cellules différenciés in vitro ont des caractéristiques communes aux cellules
dendritiques sanguines des sujets séropositifs isolées différenciées in vivo (156). En effet,
elles ont un phénotype de type interstitiel/dermique immature (HLA-I?*® HLA-DRP®,
CDI1cP*, CD83%™ CD86%™ E-cadherin™®). De plus, elles sont permissives a l'infection in
vitro par le HCMV et expriment les genes IE et pp28, alors que les monocytes intégrent le
génome du CMV mais ne permettent pas sa réplication. Il est également possible d'induire la
réactivation du CMV présent au sein des cellules dendritiques circulantes chez une large
majorité¢ des sujets séropositifs. Il faut noter que le comportement des différents types de
cellules dendritiques varie vis-a-vis de l'infection. Les résultats sur les cellules de Langerhans
sont particulierement intéressants (157). Il a ét¢ montré que des cellules de Langerhans
matures, obtenues a partir de cellules de Langerhans infectées a 1'état immature, sous 1'effet

d'une association de CD40L et du LPS, avaient la capacité de synthétiser les protéines IE. Au
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contraire, la maturation de cellules de Langerhans immatures elles mémes dérivées de cellules
CD34P% infectées de fagon latente ne permettaient pas une entrée en cycle du virus dans les
cellules de Langerhans. Ainsi, les cellules de Langerhans rencontrant le virus pour la premicre
fois pourraient diffuser l'infection, alors que celles des individus infectés de fagon latente
seraient incapables de présenter efficacement les peptides viraux dans les organes lymphoides

secondaires, facilitant ainsi les épisodes de superinfection.

Le role des cellules dendritiques plasmacytoides a lui été peu exploré. On peut cependant citer
les travaux réalisés sur les souris Pearl, caractérisées par un déficit en Adaptor protein-3. Ces
souris controlent normalement l'infection par le MCMYV alors qu'elles présentent un défaut de
production d'TFN-a par leurs cellules dendritiques plasmacytoides (158). Ce résultat suggere

donc que ces dernicres ne sont pas nécessaires au contrdle de l'infection CMV.

Comme la majorité des pathogenes, certains composants du CMV sont reconnus par des
récepteurs de 1'i'mmunité innée, notamment exprimés par les cellules dendritiques qui sont a
l'interface avec I'immunité adaptative. Parmi les récepteurs impliqués dans l'immunité anti-
CMYV, les TLRs (Toll-like receptors) occupent une place importante. Des modeles murins ont
ainsi mis en évidence l'importance de la production des interférons o/f et de I'lLp70 par les
cellules dendritiques et les macrophages pour activer les lymphocytes NK, dont I'action est
dépendante de MyD88 et TLR9 qui reconnait des motifs CpG non méthylés dans I'ADN (159)
(160). Chez I'Homme, les protéines membranaires gB et gH du HCMV se lient au TLR2 et
déclenchent la production de cytokines proinflammatoires (IL-1B, IL-6, IL-8) par la voie
NFKB (161,162,163). SMIP2.1 et l'acide lipoteichoique, des agonistes de TLR2, permettent
également de renforcer la réponse in vitro des lymphocytes T CDS anti-pp65 stimulés par des
cellules dendritiques chargées en pp65 (164,165). 1l est intéressant d'observer que le HCMV
produit lui méme un inhibiteur de la synthése de TLR2, le micro-ARN miR-UL112-3p, qui

inhibe ainsi la réponse anti-CMV (163). L'induction de la syntheése des interférons de type I
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semble étre plus complexe que la synthése des cytokines sus-citées, nécessitant l'entrée du

virus dans la cellule et la mobilisation de raft lipidiques (166).

4. Le complément

Le réle du complément dans la défense contre le CMV a peu été étudi¢ (167). Son action
semble limitée a l'activation de la voie classique en présence d'anticorps dirigés contre le
virus. En effet, si l'activation de la voie alterne in vitro a été mise en évidence par
l'intermédiaire de 1'apparition de dépots de C3 a la surface des virions en I'absence d'anticorps
anti-CMV, il n'a pas pu étre démontré dans ces conditions que la cascade du complément
pouvait aboutir a la formation du complexe d'attaque membranaire. Cela serait di a la
présence d'inhibiteurs a la surface du virion, en particulier des protéines CD46, CD55 et

CD59.

B. Immunité adaptative

Les acteurs de I’immunité adaptative sont les LT et les LB. Les deux particularités essentielles
du systéme immunitaire adaptatif sont d’avoir un répertoire de reconnaissance des antigenes
extrémement diversifi¢ (plusieurs millions de spécificités) et une capacité a établir une
réponse mémoire. Cette caractéristique générale de la réponse immunitaire adaptative confére
au systeme immunitaire sa capacité a prévenir ou a contrdler rapidement les infections
secondaires par des virus étroitement proches génétiquement (168). Cependant le CMV
constitue une exception notable a cette reégle. En effet il peut établir des infections persistantes
a plusieurs reprises chez des hotes immunocompétents. Ainsi cette capacité est probablement
la raison de la présence de génotypes différents d¢ HCMV chez un méme individu (169).
Cette capacité a établir des infections persistantes secondaires en dépit de la persistance
préexistante d’un virus CMV chez un héte est dénommée superinfection. Ainsi il faut

distinguer trois éventualités dans le cas d'une transplantation d'organe solide. En premier lieu,
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le CMV du receveur peut se réactiver chez le patient séropositif infecté de facon latente. En
second lieu, le virus du donneur peut également se réactiver et réinfecter le receveur
séropositif (superinfection du sujet D+R+), ou infecter un receveur naif (primoinfection des
sujets D+R-). Les mécanismes immunitaires adaptatifs mobilisés pour répondre a ces

différentes modalités d’infections peuvent étre différents (170).

1. Lymphocytes T CD4

Classiquement, l'activation des lymphocytes T CD4 (LT CD4) dans les organes lymphoides
secondaires par les cellules dendritiques est la premiére étape de la réponse immunitaire
adaptative. Elle met en jeu l'interaction entre les cellules présentatrices d'antigenes (CPA), en
particulier les cellules dendritiques activées matures, qui présentent les antigénes sous forme
de fragments peptiques présentés par les molécules HLA de classe II et expriment & leur
membrane des molécules de co-stimulation telles que les molécules B7 (CD80 et CD86). Le
LT CD4 naif capable de reconnaitre spécifiquement le complexe HLA-II/peptide recgoit alors
un signal de co-stimulation activateur, notamment via le CD28 (ligand des molécules B7),
entrainant son activation puis sa prolifération. Concomitamment, toujours sous le controle de
la CPA professionnelle, le LT CD4 s'engage dans une voie de différenciation adaptée a l'agent
infectieux. Cette différenciation repose sur l'expression et la répression de différents facteurs
de transcription et oriente vers des stades effecteurs ou régulateurs de la réponse immunitaire.
On distingue ainsi d'une part les LT CD4 effecteurs Thl (T-Bet), Th2 (GATA3),

Th17(RORY9), et d'autre part les lymphocytes régulateurs (Treg) induits.

Au cours de la phase initiale de l'infection a CMV, des LT CD4 de type Thl proliferent. Ils
produisent de 1'lFN-y et du TNF-a en grandes quantités, mais seulement de faibles quantités
d'1L-2 (171). Ces LT CD4 anti-CMV observés a la phase précoce de l'infection ont deux

particularités qui les distinguent des LT CD4 activés dans d'autres infections virales (171).
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Tout d'abord, ils ont une faible capacité de prolifération car ils produisent peu d'IL-2.
D'ailleurs, 1'ajout d'IL-2 exogene restaure les niveaux de prolifération observés avec des LT
CD4 spécifiques d'autres virus. Cette faible capacité de synthése d'IL-2 est caractéristique des
LT CD4 CD28"%, mais également des LT CD4 exprimant le CD28. La seconde particularité
des LT CD4 anti-CMV est qu'ils sont particuliérement sensibles a l'apoptose, initiée par la
liaison de Fas avec son ligand et favorisée par une faible expression du facteur anti-
apoptotique bcl-2. Ces deux propriétés (faible prolifération et haut niveau d'apoptose) ne les
distinguent pas seulement des LT DC4 spécifiques d'autres virus mais également des LT CD4
mémoire anti-CMV qui, en plus de produire de plus grandes quantités de cytokines
inflammatoires, sont souvent décrits comme des cellules a fortes capacités de prolifération. Le
terme d'épuisement a d'ailleurs été employ¢ pour les LT CD4 anti-CMV activés lors de la
phase précoce de l'infection, surtout pour les LT CD4 CD28P* qui ont la particularité

d'exprimer fortement le récepteur inhibiteur PD-1 (171).

Apres la résolution de la virémie, des LT CD4 mémoires se différencient et persistent. Il est
ainsi connu depuis longtemps que le nombre de lymphocytes mémoire circulants spécifiques
du CMV est important, surtout ceux capables de produire de I'lFN-y (172). Le CMV est ainsi
responsable d'une augmentation importante de la proportion des LT CD4 CD27"%¢ CD28"°¢,
déja constatée chez les sujets agés de moins de 40 ans, mais encore plus nette chez les sujets
de plus de 60 ans (173). Alors que le répertoire des LT CD4 initialement activé est tres large,
celui des LT CD4 mémoire est restreint, témoin de la contraction clonale. Contrairement a ce
qui pourrait étre attendu, les LT CD4 mémoire n'ont pas de TCR communs avec les LT CD4
initialement activés (ou tout du moins s'ils sont activés précocement, ils ne constituent qu'une
trés faible minorit¢ des LT CD4 initiaux) et présentent finalement un répertoire assez

spécifique (174).
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Une sous-population lymphocytaire CD4 avec un phénotype effecteur mémoire (CD27"¢%
C28"¢ CD45ROP*® CD45RA™ CCR7"®) est caractérisée apres résolution de la premicre
virémie chez le patient transplanté¢ rénal D+R- (173,175). Si leur nombre augmente
considérablement dans les suites de la virémie chez ces patients, ils peuvent également
émerger chez des patients non virémiques et étre utilisées comme un témoin de la primo-
infection, plus sensible que la séroconversion (61). La perte successive des protéines
membranaires CD27 et CD28 est causée par I'l[FN-o produit majoritairement pas les cellules
dendritiques plasmacytoides circulantes, elles-mémes activés pas le CMV (176). Cette sous-
population peut représenter une proportion importante du contingent de LT CD4 périphérique
car ils persistent au long cours, ce qui explique que leur nombre dans le sang périphérique est
plus important chez les sujets sains séropositifs que séronégatifs (61,173), méme si la
variabilité interindividuelle est extrémement importante. Pour exemple, Libri et al. ont
rapporté chez 40 sujets de plus de 60 ans séropositifs un ratio (CD4P* CD27"%
CD45RA™2)/CD4P** a 16%, mais avec des valeurs atteignant fréquemment plus de 30% et
parfois plus de 50% (173). Certains auteurs parlent d'ailleurs d'envahissement du
compartiment CD4 mémoire par les LT CD4 anti-CMV chez certains sujets, puisque le
nombre de lymphocytes mémoire dirigés contre d'autres virus est diminué chez les patients
séropositifs pour le CMV, ce qui pourrait participer a l'altération des défenses immunitaires
chez les sujets agés (176). Cependant, contrairement a ce qui observé pour les LT CD8, le

nombre de LT CD4 total n'est pas influencé par l'infection a CMV (61,175,176).

Sur le plan fonctionnel, les LT CD4 mémoire sont considérés comme tres inflammatoires en
raison de leurs fortes capacités cytotoxiques et de sécrétion de cytokines proinflammatoires.
Elles contiennent en effet des granules cytotoxiques de perforine et granzyme B (GrzB) qui
leur conférent des capacités de cytotoxicité immédiate (174). De plus, elles sont capables de

produire de plus grandes quantité d'IFN-y que des LT CD4 CD28* en réponse a une
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stimulation par un peptide issu de pp65 (174). Pour étre encore plus précis dans l'analyse de la
fonctionnalité de ces cellules, certaines équipes ont analysé de fagcon simultanée l'expression
de CD40L et la production des cytokines IFN-y, IL-2 et TNF-a comme marqueur des
capacités effectrices des LT CD4 (173). Il s'est avéré que les LT CD4 CD27"%,
indépendamment de l'expression de CD45RA, avaient le méme profil fonctionnel au regard
de ces 4 "fonctions" avec environ 55% de cellules ayant au moins deux fonctions et 20% au
moins 3, ce qui les distinguait clairement des lymphocytes T CD4 naifs et des LT CD4
CD277% CD45RA™®, Cette information est a prendre en compte car la réexpression de
CD45RA par le LTCD4 mémoire est considérée habituellement comme un marqueur de
différentiation terminale, ce qui ne semble pas correspondre a un degré de compétence
différent, tout du moins lors d'une simulation polyclonale forte avec un anticorps anti-CD3.
De fagon importante, il semble que ces cellules mémoires CD27"°¢ CD45RAP® sont assez
caractéristiques de l'infection 8 CMV, tout du moins elles ne répondent pas a une stimulation

par des antigeénes tétaniques ou du VZV (175).

Finalement, le développement de ces LT CD4 inflammatoires au cours de l'infection par le
CMV pourrait expliquer que la séropositivité au CMV soit rapportée dans plusieurs études
comme un facteur de progression de la polyarthrite rhumatoide (177,178), alors que ces
cellules sont présentes au sein des tissus synoviaux des malades. Des observations
comparables sur le role délétere de ces cellules ont d'ailleurs aussi étaient rapportées dans
d'autres maladies inflammatoires telle que la maladie de Crohn, la sclérose en plaque et la
maladie de Wegener (179,180,181,182). Une étude longitudinale réalisée chez 100 patients
transplantés rénaux (suivi médian=54 mois) a étudi¢ spécifiquement le role des LT CD4
mémoires CD27"¢ CD28" (183). Il a ét¢ observé une augmentation de la fraction des LT
CD4 CD27"%¢ CD28"® parmi les LT CD4 chez les patients séropositifs, aussi bien chez ceux

ayant recu un rein d'un donneur infecté que non infecté. Ainsi les LT CD4 CD28"
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représentaient un an apres la transplantation 2,7% et 3,8% de l'ensemble des LT CD4 chez les
patients D-R+ et D+R+, avec des valeurs maximales atteignant 56 et 37% dans ces deux
groupes. En analyse multivariée, les deux parametres associés avec l'augmentation de la
fraction LT CD4 CD28"¢/LTCD#4 était le temps apres la transplantation et la séropositivité du
receveur, alors que ni la séropositivité du donneur, ni la survenue d'une virémie, ni le
diagnostic d'un rejet n'influencaient cette fraction. En revanche, elle était corrélée a la valeur
plasmatique de la CRP ultra sensible, sans que I'on puisse distinguer une relation de cause
(actions proinflammatoires de ces cellules) ou d'effet (inflammation favorisant la réactivation
du CMV et l'expansion de ces cellules), méme si cette seconde hypothése est privilégiée par
les auteurs. Les LT CD4 CD28"¢ des patients séropositifs avaient pour plus de 3/4 d'entre eux
un phénotype effecteur mémoire ou EMRA un an apreés la transplantation, et proliféraient en
présence de PBMC présentant des peptides CMV. Ils se distinguaient des LT CD4 CD28P%
par une expression plus importantes de CD57 (marqueur de différenciation), de NKG2D et de
perforine, mais également de récepteurs impliqués dans le homing vers les tissus
inflammatoires (le CXCRI1 récepteur de la fractalkine, le LFA-1 et le VLA-4). Au contraire,
I'expression de CD62L, FAS et PD-1 (dont l'expression est augmentait a la phase initiale de
l'infection (171)) ne distinguaient pas LT CD4 CD28* des LT CD4 CD28"% et concernait
moins de 15% des LT CD4. Finalement, les auteurs ont essay¢ d'évaluer 1'impact des LT CD4
CD28"# sur le greffon rénal. Ils ont ainsi rapportés un déclin plus important de la fonction
rénale chez les 95 patients vivant avec un greffon fonctionnel apres ajustement sur le rejet et
'age du donneur. De plus, les auteurs ont montré, une augmentation des concentrations de
fractalkine et de facteur de von Willebrand dans les surnageants de cellules endothéliales
glomérulaires immortalisées co-cultivées avec des LT CD4 CD28"¢ CD27"¢ issus de patients
transplantés séropositifs, alors qu'augmentait l'activité caspase-3 impliquée dans l'apoptose

des cellules endothéliales. Ces résultats n'étaient pas retrouvés lorsque la co-culture impliquait
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des LT CD4 CD28P* CD27"%. Ces effets in vitro étaient inhibés par I'ajout d'un antagoniste

de NKG2D.

11 faut cependant pondérer la notion de cellules trés inflammatoires et noter que 45% des LT
CD4 CD27"¢ CD45RA™® et 36% des LT CD4 CD27"¢ CD45RAP® ne produisaient aucune
des 3 cytokines étudiées dans les travaux de Libri et al. (173). 11 a par ailleurs été montré que
la production d'TFN-y et d'IL-2 en réponse a une stimulation par du lysat de CMV était
inférieure chez les sujets "agés" en comparaison au sujets "jeunes", et ce de facon plus
importante pour I'L-2 ce qui entrainait une diminution du ratio IL-2/IFN-y avec l'age (184).
Le caractere fonctionnel des LT CD4 mémoire ne peut donc occulter une possible dysfonction
d'une partie du répertoire anti-CMV, d'autant plus si l'infection est trés ancienne. Il se pourrait
en plus que ces cellules, au moins pour certaines d'entre elles, perdent progressivement leurs
capacités de prolifération du fait d'un raccourcissement de leur t€lomére (immunosénescence),
alors méme que cela ne semble pas étre le cas des LT CD4 mémoires spécifiques d'autres

pathogenes tels que le VZV, I'EBV, HSV et la tuberculine (176).

Une seconde sous-population de LT CD4 mémoire anti-CMV a été décrite. Elle a la
particularité d'exprimer KIR, un marqueur habituellement attribués aux lymphocytes NK,
(185). Ainsi la proportion de LT CD4 KIRP® répondeur a une stimulation pp65 est plus
importante que celle des LT CD4 KIR"®, méme si cette dichotomie concernant I'expression
de KIR apparait moins nette que celle concernant CD28. Il semble que ces cellules ne se
distinguent pas par leur capacité fonctionnelle comme la synthése d'TFN-y. Finalement, KIR
aurait un rdle dans le contrdle de la prolifération des LT, mais ce résultat obtenu a partir d'un
clone développé in vitro exprimant KIR2DL3, un ligand de HLA-Cw*07/*12, reste a
confirmer. Le rdle et l'importance in vivo de ces LT CD4 KIRP® ne sont pas formellement

¢tablis a ce jour.
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Enfin, des LT CD4 régulateurs CD25P® CD39P* CD134P* exprimant le facteur de
transcription FoxP3 augmentent en nombre aprés stimulation par des PBMC présentant des
peptides immunodominants du CMV ou préalablement exposées a un lysat du virus,
notamment chez le sujet de plus de 60 ans (186). Cette prolifération est plus importante chez
la femme que chez 'homme et est corrélée au niveau de réponse des LT CDS8 anti-CMV. Leur

role reste discuté.

2. Les lymphocytes T CD8

a) Les différents types de lymphocytes T CD8 anti-CMV

Les LT CD8 sont communément appelés lymphocytes cytotoxiques car ils sont doués de
propriétés cytotoxiques qui en font des ¢léments essentiels de l'immunité adaptative, en
particulier contre le CMV. Les LT CD8 naifs spécifiques du CMV sont activés par les cellules
dendritiques dans les organes lymphoides secondaires, principalement dans les ganglions
lymphatiques. La prolifération de ces lymphocytes effecteur (LTErr) nécessite la présence de
lymphocytes T CD4 spécifiques du CMV qui cooperent avec les cellules dendritiques pour
faire émerger une réponse CD8 efficace. Les premiers lymphocytes activés se distinguent des
lymphocytes CDS8 naifs par la perte de I'expression membranaire de CD45RA et l'acquisition
de CD45RO. Apres la premicre phase de l'infection et la mort par apoptose d'une majorité des
clones lymphocytaires, des LT CD8 mémoire vont persister. On distingue les LT CD8
mémoire centraux (LTcwm) qui expriment fortement CCR7 et CD62L ce qui leur confere la
possibilité de circuler dans les organes lymphoides secondaires (homing), et les lymphocytes
effecteurs mémoires (LTem) CCR7" CD62L"%, destinés a contrdler la propagation virale dés
les premiers stades de la réactivation. Les lymphocytes effecteurs mémoire sont capables de
produire de grandes quantités d'IFN-y, de TNF-a mais peu d'IL-4. IlIs sont doués de fortes
capacités cytotoxiques, en particulier avec la sécrétion de perforine et de granzyme (187,188).

Parmi les LTgwm, on distingue les "classiques" LTem CD45RA™® et les LTem CD45RAP?, Ces
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derniers sont communément appelés EMRA, ce qui est considéré comme un stade de
différenciation terminale (187). Cependant les LTemra sont d'excellents effecteurs, en
particulier trés riches en perforine (188). Il faut souligner une particularité concernant la
circulation des LTewm spécifiques du CMV. Comme tous les autres LTgwm, ils peuvent infiltrer
les tissus périphériques dans des situations inflammatoires. Cependant certains organes, dont
les reins et les poumons, peuvent recruter des LTem en conditions physiologiques, et d'autres
ne permettent pas leur recrutement (189). Enfin on distingue une derniére famille de LT CD8
anti-CMV qui résident dans les tissus (Trm pour tissue-resident memory T cell) et participent
a l'immuno-surveillance du CMV chez les sujets infectés de facon latentes (190). Ces Trm,
exprimant des TCR de haute affinité et dont il est fait I'hypothése qu'ils proviennent de Tem
différenciés au sein des tissus ou directement de Tkrr, sont particulierement présents dans les
muqueuses et dans les glandes salivaires ou ils controlent la réactivation et la réplication
virale (189,191). 1l s'avére qu'ils sont également présents dans de trés nombreux tissus comme
les poumons, le foie et les reins. Les Trm expriment fortement CD69 et CD103 (intégrine
aEB7), qui est le ligand de la cadhérine-E exprimée par les cellules épithéliales. Les facteurs
de transcription clé des LTrm sont Hobit et Blimpl (192). Leur survie et leur auto-
renouvellement dépendent de signaux de leur environnement et non de stimulations
antigéniques répétées, ce qui les distinguent des autres types de LT mémoires. En revanche,

du fait méme de leur localisation, ils sont beaucoup moins bien étudiés chez I'Homme.
9

b) Les lymphocytes T CDS circulants

Les LT CD8 anti-CMV peuvent étre quantifiés par la technique des tétrameres présentant des
peptides viraux. Il s'agit de structures complexes qui associent 4 molécules HLA de classe |
ou II (selon qu'on s'intéresse aux LT CD8 ou aux LT CD4) porteuses d'un peptide d'intérét a
une molécule de streptavidine, elle méme marqué a un fluorochrome. Pour gagner en

sensibilité, des structures plus complexes ont été générées avec la fixation d'un plus grand
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nombre de molécules HLA non plus a la streptavidine mais a des protéoglycanes, appelées

pentameéres, octomeres ou dextrameres en fonction du nombre de complexes HLA-peptide

présents, comme illustré dans la figure suivante.

biotin
#
streptavidin

Tetramer Molécule HLA
+ Peptide d intérét

_~ Fluorochrome \
\ _._'_.___,_.--'_

dextran

Dextramer

Figure 3: structure des tétraméres et des dextraméres HLA classe I utilisés pour étudier les LT

CD8 spécifiques du CMV.

La figure suivante montre I'exemple d'un patient séropositif exprimant le HLA-A2, analysé au

laboratoire avec des dextrameres HLA-A2 pp65 qui fixent donc les LT CDS8 anti-pp65

restreints au HLA-A2. Sur ce diagramme sont représentés les lymphocytes. Il peut étre

observé que les dextraméres ne reconnaissent pas LT CD4. En revanche 4,9% des LT CDS de

ce patient sont spécifiques de pp65.
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Figure 4: numération des LT CD8 anti-pp65 par la méthode des dextraméres anti-pp65 (NLV)
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La méthode des dextraméres a permis de révéler que la réponse lymphocytaire CD8 anti-
CMV est quantitativement trés importante. Les différents phénotypes des LT CDS, et plus
particulicrement anti-IE1 et anti-pp65 ont également été bien étudiés et présentent des

particularités en comparaison a d'autres infections virales.

L'ampleur de la réponse anti-CMV sur la durée est tout a fait singuliére. En effet, le nombre
de lymphocytes T dirigés contre le CMV augmente tout au long de la vie chez le patient
infecté (séropositif), et plus particuliérement les LT CD8 mémoire. Chez certains individus
infectés de fagon latente, la proportion des LT CDS8 dirigés contre le CMV atteint
fréquemment 5% des CD8 totaux, et parfois beaucoup plus (193,194,195). Dans une étude de
population, le ratio LT CD8 anti-CMV/ LT CDS8 total augmentait linéairement avec l'dge :
environ 2% entre 20 a 40 ans, 3% chez des sujets agés de 40 a 60 ans et finalement 4 a2 5 %
chez les sujets de plus de 60 ans (196). De facon similaire, Khan et al. ont montré que la
proportion de LT CD8 spécifiques de pp65 était plus élevée chez les sujets agés de plus de 60
ans en comparaison a des sujets adultes de moins de 55 ans (197). Une observation
comparable a été faite par une équipe londonienne qui a rapporté que des sujets sains agés de
plus de 65 ans avaient significativement plus de LT CD8 anti-CMV que des sujets séropositifs
de moins de 40 ans (195). Ces observations plaident pour une accumulation dans le temps de
LT CDS8 anti-CMV chez les individus seropositifs (194). Cette amplification du nombre de
LT mémoire peut aboutir a une domination du répertoire de l'individu par la réponse anti-
CMYV, ce qui pourrait altérer les capacités de réponse contre d'autres virus chez le sujet agé.
Elle explique également que les LT CD8 sont responsables de pres de 2/3 de la synthése
d'IFN-y en réponse a pp65 et IE-1 chez les patients transplantés, ce qui signifie que les
réponses lymphocytaires anti-CMV observées en ELISPOT traduisent principalement la

fonction des LT CD8 anti-CMV (198).
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En utilisant des dextrameéres, 1'équipe d'Oxford (193) a également montré que le nombre de
LT CDS dirigé contre un peptide immunodominant issu de la protéine matricielle pp65 était
plus important chez les sujets HLA-B7 que HLA-A2, en accord avec les résultats de
Birmingham (194), et semblait peu varier chez les quatre donneurs ayant été étudiés
longitudinalement. Les proportions des différents phénotypes lymphocytaires, CD45RA et/ou
RO, sont également trés variables en fonction des individus en ce qui concerne l'expression de
molécules membranaires considérées comme des marqueurs d'activation (CD11b : 8 a 84%,
CD57 : 16 a 93%, CD38 : 0 a 69%). Cela est également vrai pour les expressions des

molécules CD28 et CD27, qui sont corrélées entre elles.

Une stimulation peptidique (par le méme peptide que celui présenté par les molécules HLA
des tétraméres) induit la production de CD69, INF-y, TNF-a et MIP-1b dans plus de 80% des
LT CDS8 anti-CMV. Une autre protéine capable de générer une réponse lymphocytaire CD8
puissante est la protéine IE-1 (UL183) de 72 kDa. Ainsi, parmi les peptides de 9 AA pouvant
étre présentés in silico par la molécule HLA-A02:01, seul le peptide VLEETSVLM (AA:
316-324) est capable d'induire une production d'IFN-y par les PBMC de patients infectés
aprés une incubation de 16 heures (197). Une telle réponse était observée chez 6 donneurs
sains parmi les 18 étudiés, alors que 13 répondaient a une stimulation par le peptide
immunodominant NLV (pour NLVPMVATYV). Chez ces donneurs, comme pour les LT CDS8
anti-pp65, la fréquence de LT CD8 anti-VLE (VLE pour VLEETSVLM) variait de 0,1 a 4,5%
des LT CDS totaux, soit 2 a 10 fois plus que celles des cellules productrices d'IFN-y in vitro.
Le phénotype de ces LT CDS8 anti-IE-1 ne se distinguait pas de celui des lymphocytes anti-
pp65 avec plus de 75% de cellules CD57P° CD28"¢ contenant de la perforine. Confirmant les
résultats précédemment obtenus sur les LT CD8 anti-pp65 (193), le pourcentage de donneurs
exprimant CD27 et les isoformes de CD45 était trés variable, avec des cellules doubles

positives pour CD45RA et CD45RO. Il doit étre noté que les LT CD8 anti-pp65, dans une
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autre partie de la méme étude focalisée sur la réponse anti-pp65 (194), exprimaient fortement
Bcl-2 et trés peu Ki-67, ce qui est en faveur d'une résistance a 1'apoptose avec un faible niveau

de prolifération.

3. Controle de la réponse adaptative et échappement immunitaire du virus

Une étude publiée en 2002 dans le journal Blood a pour la premiére fois étudié la relation
entre le nombre de LT CDS8 spécifiques du CMV et leur fonctionnalité chez des patients
recevant une greffe de moelle osseuse aprés un conditionnement myéloablatif ou non (199).
Dans cette étude le nombre total de LT CD8 anti-CMV ¢était déterminé en utilisant des
tétrameres anti-pp65 (peptide NLV pour les patients HLA A2 et TPRVTGGGAM pour les
patients HLA B7), et leur fonctionnalité par la production de TNF-o en réponse a une
stimulation par le peptide d'intérét. Cette étude a montré pour la premiere fois que la détection
d'une Ag-pp65 > 1/10° leucocytes était associée a une augmentation du nombre de LT CD4 et
CD8 anti-CMV circulants - qui d'ailleurs étaient corrélés entre eux - mais qu'il n'existait pas
de corrélation entre le nombre total de CD8 anti-CMV circulants et le pourcentage de
lymphocyte CD8 anti-CMV producteurs de TNF-a. De plus, les patients avec une virémie,
que cette derniére survienne au cours des 3 premiers mois suivant la transplantation ou plus
tardivement, se distinguaient par leur pourcentage de LT CDS8 anti-CMV producteurs de TNF-
o et non par leur nombre total de lymphocytes anti-CMV (virémie précoce: 25%, virémie
tardive: 28%, absence de virémie: 65%). Cette étude suggere donc une possible dysfonction

de certains LT anti-CMV.

a) Concept d'épuisement clonal

La mémoire immunologique repose sur des cellules qui persistent & distance de l'infection.
Elle est une propriét¢é fondamentale de notre systéme immunitaire et permet, en cas de

nouveau contact avec le pathogéne, de mettre en place une réponse plus rapide (forte capacité
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de prolifération) et plus puissante (plus fortes capacités cytotoxiques et de production de
cytokines) permettant finalement un meilleure contréle de l'infection. Cependant, pour les
infections virales chroniques la situation est différente. En effet, au cours de la dernicre
décennie, plusieurs études réalisées aussi bien chez la souris que chez I'Homme ont mis en
¢vidence que les lymphocytes mémoire spécifiques du virus de I'hépatite C, et du VIH
pouvaient présenter un état de dysfonction et une plus grande sensibilité a I'apoptose. Cet état
est appelé épuisement car il est considéré comme la conséquence de stimulations antigéniques
répétées et permanentes liées a la persistance de l'antigéne qui n'est pas éliminé apres
l'infection initiale. C'est d'ailleurs la combinaison de la persistance de I'antigéne (qui se traduit
par une stimulation prolongée du TCR) et de l'intensité de la co-stimulation par CD2 qui
induit I'épuisement des LT CD8 dans un mod¢le de différentiation in vitro ou 1'épuisement est
caractérisé par la perte progressive de l'expression de I'IL7R et l'acquisition d'une expression

forte et prolongée de PD-1 (200).

L'épuisement est défini par la perte progressive et hiérarchisée du potentiel prolifératif, des
capacités de sécrétion de I'lL-2, du TNF-a et tardivement de I'[FN-y, mais également par une
diminution des capacités cytotoxiques. Cet épuisement progressif se traduit par des
modifications du phénotype membranaire des LT CDS8 qui expriment des récepteurs
inhibiteurs comme PD-1, TIM-3, LAG-3, 2B4, CD160 et KLRG-1. La course de I'épuisement

a été schématisée par Wherry, comme reproduit ci-apres (201).
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Figure 5: schématisation des modifications progressives et hiérarchisées caractérisant
1'épuisement clonal (201).

PD-1, également appelé CD279, est une molécule de la famille CD28 exprimé sur un large
panel de cellules immunitaires dont les lymphocytes, les cellules dendritiques, les monocytes
et les macrophages (202). Concernant les lymphocytes, il est exprimé a la membrane aprées
engagement du TCR sur les lymphocytes activés - il n'est pas présent sur les lymphocytes
naifs -, et persiste a un fort niveau sur les lymphocytes épuisés. Ses ligands sont PDLI,
exprimé par les cellules immunitaires et des cellules non hématopoiétiques, et PDL2 dont
I'expression est plus restreinte (monocytes, macrophages et cellules dendritiques).
L'engagement par un de ses deux ligands régule de nombreuses voies de signalisation
aboutissant a une diminution de la prolifération et de la survie cellulaire. Les effets cellulaires
de la liaison de PD-1 avec PDL1 ou PDL2 ont été récemment synthétisé¢ Chinai et al, comme

montré dans la figure suivante (203).
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Figure 6: voies de signalisation du récepteur PD-1 (programmed cell death 1)

Trois grands modes d'action peuvent étre distingués. Premi¢rement, la liaison de PD-1 a
PDL1 entraine le rapprochement de PD-1 du TCR, ce qui permet le recrutement de la
phosphatase SHP2 (pour Serc homology 2 domain—containing tyrosine phosphatase 2) qui
déphosphoryle le récepteur T et inhibe l'activation du lymphocyte T (204), inhibe le
recrutement de ZAP70 et limite ainsi l'activation Ras. Combiné a l'inhibition de Bcl-xL,
l'engagement de PD-1 inhibe la prolifération et la survie cellulaire. Deuxiémement, la
phosphorylation de PD-1 réprime les voies Pi3 kinase et Akt, qui sont les voies de
signalisation de la co-stimulation, ce qui entraine une inhibition de la voie mTOR et une
augmentation de la demi-vie du facteur de transcription FoxO1, ce dernier étant un inducteur
de la synthése de PD-1 (boucle d'amplification). Troisiémement, le facteur de transcription

BATF (pour basic leucine transcription factor, ATF like) est surexprimé. Sa liaison aux
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protéines CJUN, inhibe la formation d'AP1 qui, associ¢ a NFAT, est un acteur majeur de
l'activation des lymphocytes. L'impact de BATF dans I'établissement de I'épuisement dans
l'infection a VIH a d'ailleurs ét¢ documenté (205). Dans ce travail, BATF était surexprimé
dans des cellules Jurkat exposées a un agoniste spécifique de PD-1 et dans des LT CDS
infectés par le HIV. De plus, la surexpression de BATF, indépendamment de 1'engagement de
PD-1, réduisait la prolifération des lymphocytes T alors que 1'invalidation de BATF réduisait
la production d'IL-2 et augmentait celle d'IFN-y. Il est a noter que la répression du signal
d'activation lymphocytaire dépendant du TCR et I'engagement de BATF sont indépendants de
la co-stimulation alors que les lymphocytes mémoire, notamment dans l'infection 8 CMV,

n'expriment pas la molécule CD28.

Il faut enfin insister sur une étude qui a mis en évidence que l'intensité de 1'épuisement clonal
pourrait prédominer dans certains tissus en comparaison a celle des LT CDS circulants (206).
En effet, il a ét€ montré dans un modéle murin d'infection chronique par le LCMV (clone 13)
que les LT CDS8 spécifiques PD-1" prédominaient dans certains tissus comme la moelle
osseuse, le foie, le cerveau et les reins, et étaient moins cytotoxiques dans les tissus

périphériques (foie) que dans la moelle osseuse.

b) L'épuisement/la dysfonction lymphocytaire existe t il pour le CMV?

Il est actuellement plutét considéré que 1'épuisement est un processus spécifiquement
développé dans les infections chroniques et non dans les infections latentes avec réactivations
ponctuelles comme le CMV (207,208). L'explication avancée est que la stimulation
antigénique ne serait pas suffisamment permanente. Certaines études ont cependant identifi¢
une surexpression de certains récepteurs inhibiteurs a la surface des LT CD8 spécifique du
CMV en comparaison des LT CDS8 anti-influenzae tels que 2B4 (CD244) et CD160

(209,210). L'expression de PD-1 sur les LT CDS8 spécifique du CMV semble quant a elle
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surtout concerner les LTgrr et est associée a une dysfonction réversible que certains ont
nomm¢ épuisement mais qui le plus souvent est considérée comme une régulation a la phase

initiale de l'infection favorisant la contraction clonale (171,211,212).

Cependant des études se sont intéressées a un possible dysfonctionnement des LT CDS8
spécifiques du CMV, voir a un épuisement dans deux situations particuliéres. La premicre est
celle des sujets agés, potentiellement infectés depuis de trés nombreuses années, chez qui
l'accumulation des LT CDS circulants pourraient constituer un facteur de "vieillissement" du
systéme immunitaire et a été intégré dans des scores de risque de déces (213). La seconde est
celle des patients ayant recu une transplantation d'organe solide ou de cellules
hématopoiétiques, chez qui l'infection par le CMV est parfois persistante (ce qui la

rapprocherait d'une infection chronique) et responsable d'une morbimortalité accrue.

Chez le sujet agé, on peut tout d'abord citer une étude réalisée sur les LT CD8 anti-CMV du
sujet sain agé de plus de 90 ans en les comparant a des sujets 4gés en moyenne de 52 ans
(214). Les sujets agés, chez qui le nombre de LT CDS était plus élevé en cas de séropositivité,
avaient un plus grand nombre de LT CDS8 anti-CMV que les sujets plus jeunes. Environ 60%
des LT CDS8 anti-pp65 avaient un phénotype de surface de type Temra (CD45RAP®
CCCR7"®) avec toujours une trés grande variabilité interindividuelle. Ce pourcentage était
stable sur deux prélevements réalisés a deux ans d'intervalle. De fagon importante, de
nombreux LT CD8 anti-pp65 n'étaient pas capables de synthétiser d'IFN-y en réponse a une
stimulation par le peptide NLV. En effet, le rapport entre le nombre de cellules productrices
d'IFN-y en présence du peptide NLV (mesuré en ELISPOT) et le nombre de LT CDS8 anti-
NLV déterminé en cytométrie était plus faible chez les sujets agés (17%) que chez les sujets
contrles (42%), suggérant un possible dysfonctionnement (épuisement?) de certains LT
CDS8. La réponse globale pourrait cependant rester normale puisque le nombre de LT CDS8

¢tait plus élevé chez les sujets dgés. Une autre étude plaidant pour une dysfonction des LT
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CD8 mémoire chez les sujets agés a récemment ét¢ publiée par 1'équipe de Londres dans
Journal of Immunology. Cette équipe s'est intéressée a l'avidité du TCR des LT CDS8 anti-
CMYV ayant un phénotype effecteur mémoire ou de différenciation terminale (215). Elle a
généré des tétrameres porteurs du peptide NLV ou TPR dont le domaine a3 modifié n'est pas
capable d'interagir avec la molécule CD8. Par conséquent, seuls les LT CD8 avec une forte
avidité pour le complexe HLA-I/peptide peuvent se lier aux tétrameres. Chez les sujets agés
HLA-A2 entre 65 et 95 ans, les auteurs observaient une diminution du nombre de LTemraA

CDS8 anti-CMYV a forte avidité en comparaison aux sujets jeunes.

Chez les patients transplantés, I'existence d'un dysfonctionnement des LT CD8 et encore plus
I'établissement de mécanismes d'épuisement clonal n'a pas été avéré. Les études visant a
surveiller les différents paramétres de la réponse immunitaire spécifique du CMV
(précédemment détaillées) ont mis en évidence une grande variabilité individuelle avec
certains patients présentant une réponse profondément altérée et une susceptibilité accrue a
développer une maladie a CMV. Cependant, 1'établissement d'un épuisement causé par des
réactivations répétées n'a pas été rapporté. On peut citer un cas de patient japonais ayant regu
une greffe de cellules souches hématopoiétique qui présentait une virémie persistante depuis 1
an alors qu'il possédait un pourcentage conséquent de LT CD8 épuisé, c'est-a-dire ayant une

trés faible capacité de prolifération et une forte expression de PD-1(216).

¢) Echappement a la réponse immunitaire adaptative.

Les virus CMV ont développés au cours de leur co-évolution avec leurs hotes de nombreux
mécanismes d'échappement aux effecteurs de la réponse immunitaire. Ils impliquent de
nombreuses protéines virales et ainsi occupent une partie importante du génome. Pour
exemple, la figure suivante symbolise les fonctions des différents génes du HCMV (71).

On peut y dénombrer une majorité de genes dédiés a I'échappement viral.
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Figure 7: fonctions des différents génes du HCMYV, une majorité est dédiée a

I'échappement immunitaire

Les mécanismes d'échappement mis en place par le HCMV, comme pour tous les sous-
types de CMV, agissent a de trés nombreux points clés de l'activation du systeme
immunitaire, intéressant aussi bien 1'immunité innée qu'adaptative. Le principal mécanisme
d'échappement aux LT est la régulation négative des molécules HLA-I et HLA-II qui
entraine une diminution de la présentation antigénique aux LT CD8 et CD4. Les protéines
US2 et US11 dégradent des molécules HLA-I nouvellement synthétisées. US6 inhibe le
transfert des peptides dans le réticulum endoplasmique et S3 empéche la translocation des
molécules HLA-I du réticulum endoplasmique. Ces mécanismes font écho aux travaux de
cette thése. En effet, nous avons spécifiquement étudié la réponse immunitaire spécifique
anti-CMV ainsi que l'impact de l'infection du donneur sur la survie des greffons en
fonction qu'il existe ou non des identités HLA-I communes au donneur et au receveur, un
greffon infecté issu d'un donneur entiérement non appari¢ pouvant étre considéré comme

un organe non visible pour les LT spécifiques du CMV.
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L'autre cible principale du HCMV est le lymphocyte NK. En effet, de nombreux
mécanismes ont été décrits pour expliquer I'échappement du virus aux lymphocytes NK. Ils
reposent tout d'abord sur 'utilisation des récepteurs inhibiteurs. En effet, le CMV module
1'équilibre de l'interaction entre le HLA-E, une molécule HLA de classe I non classique, et
les récepteurs inhibiteurs NKG2/CD94, qui sont des hétérodiméres de la famille des
lectines de type C, en particulier NKG2A/CD94. Ainsi, le HCMV produit la protéine UL40
qui stabilise HLA-E a la surface de la cellule hote et inhibe I'activation des lymphocytes
NK (217,218). Il a récemment été montré que la surexpression de HLA-E dépend du type
cellulaire infecté. Dans une modéle d'infection par la souche VHL/E de cultures primaires
de cellules endothéliale prélevées sur des aortes de donneurs d'organe, de fibroblastes et de
cellules dendritiques myéloides dérivées de monocytes, le niveau d'expression de HLA-E
¢tait maintenu 48 heures aprés l'infection dans les cellules endothéliales et les fibroblastes
et diminuait dans les cellules dendritiques (219). Une expansion de lymphocytes NK
NKG2CP* (et NKG2A"® dans la grande majorité des cas), un récepteur activateur qui est
¢galement un ligand de HLA-E, est observée au cours de l'infection par le CMV.
L'activation de cette sous-population est elle aussi inhibée par le HCMV, non plus par la
surexpression de HLA-E, mais par la protéine UL18 qui se lie au récepteur inhibiteur ILT2
(LIR-1) avec une plus grande affinité que les molécules HLA de classe I qui sont des
inhibiteurs naturels des lymphocytes NK (217). Le CMV inhibe également l'activation des
lymphocytes NK en modulant 'activité des récepteurs activateurs tels que CD96, CD226,

et des récepteurs inhibiteurs NKG2D, MICA et MICB (217).

4. L'immunité adaptative anti CMV aprés transplantation d’organe/ Role
des traitements IS.

Le traitement immunossupresseur initial, parfois appelé induction, peut comporter I'utilisation

d'anticorps cytotoxiques dits déplétants, c'est-a-dire qu'ils vont entrainer la destruction des
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lymphocytes circulants mais aussi dans les tissus. Aujourd'hui, seule la préparation d'anticorps
de lapin anti-thymocytes appelée rATG (pour rabbit antithymocyte globulin), commercialisée
sous le nom de Thymoglobulin®), est disponible en France. D'autres préparation d'anticorps
d'origine animale ont été largement prescrites par le passé et sont encore parfois utilisées
comme 1'ATG Fresenius produite chez le lapin, ou des préparation d'origine équine comme la
Lymphoglobulin®. Enfin I'alemtuzumab, un anticorps monoclonal recombinant humanisé
dirigé contre le CD20 exprimé a la surface de nombreux types de cellules immunitaires,
développé dans le traitement de la leucémie lymphoide chronique, peut étre utilis€é comme

traitement d'induction (220).

La reconstitution immunitaire, et plus particulierement lymphocytaire T, est la période durant
laquelle les LT vont réapparaitre chez le receveur. Elle est basée sur la génération de
nouveaux LT au sein du thymus (thymopoi¢se) ou sur I'expansion périphérique
homéostasique (221). Elle est évaluée dans le sang périphérique alors que la reconstitution au
sein des organes lymphoides primaires et secondaires - au méme titre que la déplétion initiale
- ne peut pas étre quantifiée chez I'Homme. Elle est estimée par une numération des LT
CD3P® ou de certaines sous-populations. La reconstitution des LT CD4 est la plus étudiée car
elle est considérée comme un facteur de risque de survenue d'infection opportunistes. Au sein
de notre équipe nous avons ainsi montré chez 589 patients transplantés entre 1986 et 2009 que
la reconstitution des LT CD4 totaux était un phénoméne lent avant une phase de plateau
débutant environ 5 ans apres la transplantation, alors que pres de 50 % des patients avaient
une lymphopénie sévére (LT CD4<200/mm?) un an aprés la transplantation, et presque 10%
et 7% respectivement a 3 et 5 ans de la transplantation (222). Cette reconstitution n'était
influencée ni par la sérologie CMV du receveur, ni par celle du donneur. Une étude
américaine a étudié plus précisément la reconstitution des LT CD4 sur un plus faible effectif

et a montré que la déplétion/reconstitution n'atteignait pas de fagon homogene toutes les sous-
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populations de LT CD4. Ainsi la rATG détruit efficacement les LT CD4 naifs CD45RAP®
CD27P% et les LT CD4 centraux mémoire CD45ROP* CD31"%, alors que les LT CD4

effecteurs mémoire CD45RAP* CD27"°¢ résistent plus a la mort cellulaire (221).

La reconstitution des LT CDS8 n'a pas le méme profil que celle des LT CD4. Elle apparait
surtout beaucoup plus rapide puisque deés la fin de la deuxiéme semaine 1'importance de la
déplétion exprimée en pourcentage de la numération pré-transplantation apparait beaucoup
moins sévere que celle des LT CD4 (-85% pour les LT CD4 et -22% pour les LT CDS8) (221).
D'ailleurs, une large proportion des patients récuperent un nombre de LT CDS8 égal a celui
d'avant la transplantation 6 mois aprés la transplantation (221). Dans cette étude, 1'impact du
CMYV n'a pas été évalué alors qu'il est connu que le virus est un facteur déterminant dans la

reconstitution lymphocytaire CD8 apres greffe rénale.

La premiére étude s'étant intéressé au phénotype et a la fonctionnalité des lymphocytes chez
le patient transplanté en comparaison aux sujets sains a été publié en 2001 (223). Dans ce
travail il est montré que les patients transplantés, malgré la prise d'un traitement
immunosuppresseur, ont plus de LT CD8 anti-CMV que les sujets sains. Les auteurs
rapportent aussi que, comme chez les sujets sains, les LT CD8 sont CD27%% CCR7"#
granzymeP® et perforineP®”, mais avec une fraction importante de cellules réexprimant
CD45RA. Les auteurs font I'hypothése, sur la base de données alors non publiées chez le sujet
agé sain faisant état d'une expansion de lymphocytes mémoires CD45RAP (mais confirmées
plus tard), que I'immunosuppression pourrait modifier 1'équilibre entre le virus et 'hote et
faire ressembler le patient transplanté au sujet agé.

Plusieurs travaux peuvent nous aider a comprendre l'impact de I'ATG sur la réponse
immunitaire adaptative apres transplantation. Une méta-analyse suivant la méthodologie
Cochrane incluant 1647 patients inclus dans 13 études a montré que I'ATG, en comparaison

aux antagonistes des récepteurs de I'L-2, augmentait le risque de virémie/maladie a CMV de
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32% chez les patients transplantés rénaux (224), confirmant les données d'une étude
rétrospective espagnole multicentrique qui analysait le risque de survenue d'une maladie a
CMYV chez 1470 patients ayant recu une transplantation rénale entre 2003 et 2005 (quelques
patients avec une greffe combinée rein-pancréas). Dans cette dernieére étude, l'utilisation de
I'ATG apparaissait également comme un facteur de risque indépendant de maladie 8 CMV, en
plus de l'age du donneur, de l'utilisation de la ciclosporine et de la mauvaise fonction du
greffon (225). L'impact de I'ATG sur la survenue de virémie tardive, c'est-a-dire survenant
apres l'arrét d'une prophylaxie anti-CMV de 3 ou 6 mois apres la transplantation, est plus
discuté. En effet, dans une cohorte de 641 patients canadiens transplantés entre 2003 et 2010,
I'ATG n'était pas un facteur de risque de virémie tardive, définie comme une Ag-pp65 > 5
noyaux/10° leucocytes ou une charge virale > 3000 copies/mL . En effet, la virémie tardive,
qui survenait chez 30%, 7,7% et 3.7% des patients D+R-, D+R+ et D-R+, de les facteurs
identifiés de virémie tardive a CMV ¢étaient favorisées seulement par le statut D+R- et
l'altération de la fonction rénale (DFG<45ml/min) (226). En revanche, deux étude plus
récentes ¢tablissent un lien entre l'utilisation de I'ATG et le risque de virémie tardive
(227,228). Dans la seconde, portant sur un plus faible effectif de transplantés rénaux D+R-
visant a comparer les virémies/maladies précoces et tardives (survenant apres 3 mois),
l'utilisation de I'ATG était méme le seul facteur de risque indépendant associé a la survenue
d'une maladie a CMV tardive (228).

L'hypothese admise pour relier le risque de virémie CMV et l'utilisation de I'ATG est que la
durée et la profondeur de la déplétion lymphocytaire et/ou que la qualité¢ de la reconstitution
affecterait la réponse immunitaire anti-CMV. Cependant, des études récentes ont apportées
des informations inattendues. Ainsi, une étude récente s'est intéressée a l'apparition des LT
CD4 et CDS8 anti CMV (stimulation par les peptides IE-1 et pp65) chez 95 receveurs D+R- de

foies, cceurs ou reins (229). Cette étude a montré que le nombre de LT CD4 et CD8 anti-CMV
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producteurs d'TFN-y n'était pas différent entre les patients ayant recu une induction par ATG
120 jours et 200 jours aprées la transplantation. Ces résultats peuvent étre rapprochés de ceux
rapportés par Abate ef al. en 2010 qui n'avaient pas mis en évidence d'influence de I'ATG sur
le nombre de LT anti-CMV producteurs d'IFN-y chez 70 transplantés rénaux R+ a 1, 2, 3, 6 et
12 mois aprés la transplantation (230). De plus, I'expansion des LT yd V62neg chez les
patients ayant fait une maladie 8 CMV tardive, par ailleurs associée au contrdle de l'infection,
n'était pas affectée par l'utilisation de I'ATG (228). Finalement, bien que le CMV semble étre
le moteur de la reconstitution lymphocytaire CD8 (231), les mécanismes explicatifs du risque
accru de virémie CMV chez des patients traités par ATG restent assez largement inexpliqués.

Une seconde classe médicamenteuse immunosuppressive présente un intérét particulier au
regard du contrdle de 1'infection CMV au décours de la transplantation. I s'agit des inhibiteurs
de mTOR. Les inhibiteurs de mTOR sont utilisés soit immédiatement apres la transplantation,
soit en relais des anticalcineurines, avec de bon résultats a court et long terme dans des
populations sélectionnées (232,233). Si leur principal intérét est aujourd'hui la réduction du
risque carcinologique (234), des essais cliniques récents suggerent que leur utilisation pourrait
prévenir le risque de réplication virale (235,236), confirmant les données des premiers essais
cliniques (237), et que 1'association anticalcineurine - inhibiteurs de mTOR chez des patients

D+R- pourrait éviter le recours a la prophylaxie anti-virale (238).

Deux mécanismes distincts ont été envisagés pour expliquer le fait que les inhibiteurs de
mTOR limitent la réplication virale. Le premier réside dans le fait que le virus utilise le
complexe mTORCI1 au cours de son cycle de réplication et que la rapamycine inhibe la
réplication virale dans les macrophages (239). Cependant cette inhibition n'a pas été
confirmée dans des cultures in vitro de fibroblastes et cellules dendritiques, méme si une
inhibition faible pouvant limiter la production des protéines IE1 reste possible dans les

premiéres heures (240-242). Bien que séduisante, il semble donc qu'un mécanisme indirect
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prédomine dans l'effet bénéfique des inhibiteurs de mTOR sur la réplication du CMV. Ainsi
une augmentation significative du nombre de LT CD8 anti-CMV producteurs d'IFN-y a été

constatée chez les patients transplantés traités avec 1'évérolimus (243).

C. Monitoring de la réponse immunitaire anti-CMYV en
transplantation d'organe

1. Monitoring de la réponse immunitaire spécifique

La mesure de la réponse immunitaire spécifique anti-CMV chez le patient transplanté
immunodéprimé a plusieurs objectifs. Avant la transplantation, chez le patient R+, elle
pourrait permettre d'identifier les patients a haut risque de maladie 8 CMV qui bénéficieraient
d’une prophylaxie. En miroir, cela constituerait un intérét pour limiter le recours, chez des
patients a plus faible risque, a un traitement préventif exposant a d'éventuels effets
secondaires et au risque d'acquisition de résistances. Dans les premiers mois, au cours de la
prophylaxie, elle pourrait étre utilisée pour prédire le risque de maladie CMV tardive et
déterminer individuellement la durée de la prophylaxie. Enfin, la surveillance de la réponse
immunitaire anti-CMV pourrait présenter un intérét pour guider la durée du traitement chez

un patient ayant fait une maladie.

Plusieurs études pionnicres ont établi que la réponse spécifique anti-CMV, aussi bien CD4
que CDS8, était mesurable chez le patient immunodéprimé (méme avec l'utilisation de
traitements lymphopéniants), avec en outre des premiers résultats plaidant pour un lien entre
le niveau de cette réponse et le risque de développer une maladie CMV. Ainsi, Zeevi et al. ont
é¢tudi¢ dans les années 90 chez des patients transplantés pulmonaires la prolifération
lymphocytaire en réponse a une stimulation par des protéines du CMV (244). Ils ont montré
pour la premiere fois que le niveau de la réponse anti-CMV était plus altéré chez les patients

qui développaient une maladie chronique a CMV. Par la suite, Sester ef al. ont analysés les
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LT CD4 et CD8 producteurs d'IFN-y en cytométrie en flux des patients transplantés rénaux
séropositifs et ont montré que les patients qui ont une diminution du nombre de LT CD4 anti-
CMYV dans le premier mois suivant la transplantation ont un risque plus élevé de maladie a
CMV (245). Enfin, plusieurs études ont ensuite affiner ses connaissances en étudiant le
nombre de LT CDS8 spécifiques du CMV par la technique des tétraméres. A notre
connaissance, le travail publi¢ en 2001 par I'équipe de Londres est le premier a s'étre appuyé
sur cette technique (246). Les auteurs ont étudi¢ le nombre de LT CDS8 anti-pp65 de 93
transplantés hépatiques HLA-A*0201, HLA-B*0702, HLA-B*0801 ou HLA-B*0702 qui,
pour une majorité (88%), n'étaient pas virémiques au moment des prélévements. Ce travail a
permis de montrer que le nombre de LT CD8 anti-pp65 diminuait au cours des 6 premiers
mois de greffe, puis réaugmentait sans atteindre les valeurs décelées avant la transplantation,
alors que ces patients n'avaient pas regu de traitement d'induction. De plus, les auteurs ont
¢tudié la fonctionnalité de la réponse anti-pp65CMV par ELISPOT-IFN-y et montré que le
nombre de cellules répondeuses était bien inférieur au nombre de LT spécifiques au cours des
6 premiers mois (environ 3,5 fois moins), et encore plus aprés 6 mois car le nombre de
cellules productrices d'TFN-y n'augmentait pas a distance de la transplantation (21 fois moins).
Finalement, ces premieres études ont montré la faisabilité de la surveillance anti-CMV, une
grande variabilit¢ interindividuelle et une fluctuation au cours de la premicre année post-

greffe. Elles ont donc poser les bases pour les études ultérieures.

L'équipe de Berlin est la premiére a avoir montré que I'évaluation de la réponse cellulaire
spécifique du CMV pouvait présenter un intérét pour évaluer le risque individuel avant la
transplantation de développer une virémie et une maladie a CMV pres la greffe (247). Les
auteurs ont mesuré¢ la proportion de LT CD4 et CDS8 circulants producteurs d' IFN-y en
réponse a une stimulation ex vivo par les peptides immunodominant IE-1 et pp65, par

cytométrie en flux, chez des sujets transplantés séropositif. En premier lieu, comme dans la
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majorité des études ultérieures, les auteurs ont rapporté que la réponse anti-pp65 était plus
forte que la réponse anti-IE, aussi bien concernant la fréquence des patients répondeurs (tous
les patients avait une réponse CD8 et 85% une réponse CD4 anti-pp65 alors qu'une réponse
anti-IE1 n'était observée que chez 71% des mémes patients concernant les LT CDS8 et 41%
pour les LT CD4), que pour le caractere immunodominant de pp65 chez un patient en
comparaison a la réponse anti-IE1 (dominant pour les CD4 chez tous les patients et pour CD8
chez 65% des patients). Cependant, seule la fréquence des LT CDS anti-IE1, aussi bien avant
la transplantation que deux semaines et un mois apres cette derniére, distinguait sur cet
effectif réduit les patients qui développaient ultérieurement une maladie 8 CMV de ceux qui

n'en faisait pas.

Gerna et al. se sont également intéressés aux patients séropositifs en étudiant 20 patients
transplantés cardiaques, 9 transplantés pulmonaires et 9 transplantés rénaux ne recevant pas
de prophylaxie antivirale (248). Ils ont étudiés longitudinalement le nombre de LT CD4 et
CD8 spécifiques du CMV producteurs d'IFN-y au cours des 6 premiers mois de la
transplantation et identifié 45% de patients "late responders", c'est-a-dire ne récupérant pas un
nombre de LT anti-CMV comparable a celui d'avant la greffe. Ils ont constaté qu'un
traitement antiviral était requis chez 76% de ces patients, alors que 86% des patients
considérés "early responders" présentaient une négativation spontanée de leur virémie. Dans
cette étude la stratification des patient restait mal décrite. De plus, la sérologie des donneurs
n'était pas précisée. Egli et al. ont également tenté de stratifier le risque de développer une
maladie 8 CMV chez des patients R+ (249). Ils ont ainsi étudié chez 48 patients transplantés
rénaux R+ et 25 patients D+R- le nombre de LT CD4 et CDS8 anti-CMV producteurs d'IFN-y.
Cette équipe a utilisé un marquage IFN- y en cytométrie en flux suite a des stimulation par du
lysat de CMV, du peptide pp65 ou du peptide pp72. Ces patients n'avaient regu une induction

par ATG que dans 19% des cas et le prélevement était cette fois-ci réalisé a des moments tres
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variables au cours de la premiére année de greffe. En accord avec les études précédentes, les
auteurs ont montré que les patients présentant une virémie avaient significativement moins de
LT CD4 et CDS8 anti-CMV au moment de la virémie mais sans pouvoir déterminer un seuil
prédictif. Malheureusement, en raison de 'absence de suivi longitudinal, aucune données sur
I'évolution de la réponse n'était disponible. De plus, les prélévements étaient réalisés a des
temps variables, ce qui complique l'interprétation de cette étude. Finalement, de nombreuses
¢tudes (recensées dans une revue (250)) ont étudiés des patients séropositifs et la trés grande
majorité confirme que le niveau de réponse CD4 et CDS8 spécifique est différent chez les
patients virémiques et non virémiques. Cependant, 1'utilisation de techniques diverses, a des
moments différents et avec des méthodes d'analyse variées, sur des effectifs réduits, ne permet
pas a l'heure actuelle d'évaluer sérieusement l'intérét du monitoring de la réponse anti-CMV

comme un outil prédictif utilisable en pratique clinique.

Deux techniques ont été développées avec des objectifs de standardisation, de reproductibilité,
de réduction des colts et de faisabilité dans des laboratoires "de routine", ayant toutes pour
principe d'évaluer la synthése d'IFN-y par le LT spécifiques du CMV. La premiere est
I'ELISPOT- IFN-y qui mesure le nombre de lymphocytes producteurs d'IFN-y, la seconde est
Quantiferon-CMV qui correspond a un ELISA réalisé en tube (et non en plaques) avec
comme stimulateur un pool de peptides CMV. L'utilisation du Quantiferon en pratique
clinique a déja été démontrée dans d'autres infections comme la tuberculose. Concernant
I'ELISPOT, son utilisation reste actuellement limité au domaine de la recherche et nécessite
un volume sanguin plus abondant. Les performances de ces 2 techniques, malgré un taux de
discordance proche de 20%, étaient proches en terme de sensibilité et de spécificité pour la
prédiction du risque de virémie dans une étude réalisée chez 120 patients transplantés rénaux,
incluant 100 patient R+ bénéficiant d'une stratégie préemptive et 20 patients D+R- ayant recu

une prévention par valganciclovir pendant 6 mois (251). Bien que les auteurs confirmaient
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une nouvelle fois que la réponse lymphocytaire anti-CMV était significativement plus faible
chez les patients développant une virémie, les analyses ROC restait décevantes tant pour
I'ELISPOT (AUC 0.62) que le QUANTIFERON (AUC 0,66), sans amélioration lorsque les
test étaient combinés. Finalement, les résultats de cette étude ont étre confirmées plus
récemment par les travaux barcelonais qui ont étudi¢ 1'intérét de la réalisation d'un ELISPOT-
IFN-y chez des patients D+R- a la fin d'une prophylaxie de 3 a 6 mois (252). En effet,
l'incidence des maladies tardives apres l'arrét de la prophylaxie était significativement plus
¢levée chez les patients avec un QUANTIFERON-CMV négatif. La sensibilité et la valeur
prédictive positive était bonne, mais la sensibilité était seulement de 14% et la valeur
prédictive négative n'atteignait que 24%, alors que le seuil de positivité avait été diminué dans
cette population. De plus, le test n'était pas interprétable chez 10 a 15% des patients, en
particulier chez ceux qui avaient recu une induction par ATG qui avaient fréquemment un
témoin positif inadéquate. Ces patients, particulierement immunodéprimés, avaient le risque

le plus ¢élevé de maladie a CMV.

Pour compléter ce paragraphe sur l'intérét de la mesure de réponse lymphocytaire chez le
patient transplanté, nous souhaitons référencer une étude récente qui a apporté des résultats
inattendus (253). En effet, les auteurs ont pu mettre en évidence une réponse cellulaire anti-
CMV chez environ 30% des patients séronégatifs avant la transplantation rénale, ce qui
n'avait pas été rapporté antérieurement. Cette réponse était environ 5 fois moins forte que
celle des patients séropositifs lorsque la stimulation était réalisée avec du lysat CMV ou du
pp65 et 1,6 moins élevée lorsque le peptide IE1 était utilisé. Comme chez les patients
séropositifs, la présence de LT CD8 anti-IE1 producteurs d'IFN-y conférait une protection
contre la virémie et la maladie & CMV, mais chez ces patients la présence de LT CD8 anti-
pp65 producteurs d'TFN-y était également protectrice. Ce résultat suggere que des patients

infectés peuvent €tre séronégatifs au moment de la transplantation, soit car ils n'ont jamais
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développé d'anticorps soit suite a une séroreversion, et expliquer au moins en partie que des
patients séronégatifs transplantés avec un organe d'un donneur séropositif ne développent pas
toujours une virémie CMV en l'absence de traitement antiviral. La présence d'une réponse
CDS8 anti-CMV ¢tait d'ailleurs corrélée a la présence de LB mémoires périphériques capables
aprés une culture cellulaire de 7 jours en présence d'IL-2 et d'agonistes de TLR7/8 de devenir

des cellules productrices d'anticorps détectables également en ELISPOT (253).

Il est également important de discuter les efforts actuels pour étudier plus finement la
fonctionnalité des LT anti CMV et de ne plus se limiter a une étude de I'l[FN-y. Les travaux de
Snyder et al. réalisés chez des patients transplantés pulmonaires sont intéressants a cet ¢gard
(254). Les auteurs ont ainsi décrits la réponse lymphocytaire CD4 et CDS8 a l'association de
peptides CMV (pool de peptides IE-let pp65) et d'un anticorps anti-CD28 chez 14 patients
transplantés pulmonaires. Le pourcentage de LT CD8 répondeurs mesuré en cytométrie en
flux était plus élevé que le pourcentage de LT CD4 (2 a 3% vs. < 0,5%), aussi bien aprés une
simulation IE-1 que pp65. La majorité des LT CD8 ne produisaient pas d'IL-2. En revanche
ils produisaient du TNF-a et de I'IFN-y. Dans plus de 80% des cas les LT CDS8 étaient positifs
pour ces deux cytokines, et ce pourcentage était semblable chez les patients prélevés au cours
de la premic¢re année de greffe (traités par valganciclovir) et chez ceux analysés plus a
distance (chez qui le traitement anti-viral avait été suspendu). Le seul élément qui semblait
distinguer la réponse vis-a-vis de ces peptides était la diminution du pourcentage de
lymphocytes anti-IE-1 a deux ans de la transplantation, qui n'était pas observée pour les LT
anti-pp65. S'appuyant sur des travaux montrant I'importance des LT polyfonctionnels dans le
contréle du VIH, cette méme équipe a étudi¢ l'intérét de surveiller les LT anti-CMV capables
de synthétiser du TNF-a, de I'lFN-y et de 1'IL-2, mais également exprimant CD107a qui est
marqueur de dégranulation (255). Les LT polyfonctionnels anti-CMV, définis par

l'association d'au moins 3 des 4 marquages réalisés, représentaient une minorité des LT CD4
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CDS8 dans une premiére cohorte de 43 patients transplantés pulmonaires. La distribution des
LT CD4 et CDS8 anti-CMV chez un patient ayant développé une virémie et un second n'en

ayant pas fait est représentée ci-dessous.

Did not develop CMV Developed CMV

CDioTa + - + + + - - + - + + - - - -
IFMNsy + + - + + - + - + - + - - + -
TNFa  + + + - + + - - + + - - + - -

L2 + + + + - + + + - - - + - - -

pesice B O O | B O O o 0O O | (] O | =

Figure 8: distribution des LT CD4 et des LT CD8 en fonction de leurs capacités de
dégranulation et de synthese d'IL-2, d'IFN-y et de TNF-a (255).

L'analyse a ensuite montré qu'une faible proportion de LT CD4 et CD8 polyfonctionnels
sécrétant les 3 cytokines (mais n'exprimant pas le CD107) était associé a une risque accru de
développer une virémie, alors que la présence de LT CD8 "bifonctionnels" CD107aP* IFN-
yPo® IL-2"® TNF-a"® était plus €levée chez les patients virémiques. Le score de risque de
virémie tardive intégrant les LT polyfonctionnels était beaucoup plus performant que celui
¢tabli uniquement sur la proportion de LT producteurs d'IFN-y, et a ét¢ validé dans une
seconde cohorte de 27 patients. Cette ¢tude laisse entrevoir une amélioration de la prédiction
de la maladie a CMV tardive sur la base d'une analyse plus compléte de la fonctionnalité des
LT anti-CMV. Aucune étude sur de larges effectifs en transplantation rénale et hépatiques

n'ont été publiées a ce jour.
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2. Monitoring des LTyoVo2"e

En transplantation rénale, les études publiées en 2016 concernant les LTy6V52"*® semblent
¢galement intéressantes (228,256). Elles ont pour avantages, en comparaison a celles
s'intéressant aux LTaf, d'apparaitre plus simples (seulement un double marquage) et moins
onéreuses. Elles visent cependant a déterminer I'évolution d'un patient virémique et non a
prédire cette derniére. En effet, I'expansion de ces cellules apparait dans les jours suivant la
premiére virémie mais ne la précéde pas. Ainsi la vitesse d'expansion LTydoVo2" est
inversement corrélée a la durée de la virémie chez les patients D+R- et chez les patients R+
ayant regus de 1'ATG. Surtout, une expansion des LTyoVd2"°® durant le traitement antiviral
survenait chez 94% des patients ne présentant pas de récidive de virémie, mais seulement
chez 14% et 7% des patients développant une récidive de virémie asymptomatique ou de
maladie a CMV. Des études ultérieures restent nécessaires pour déterminer si la durée du
traitement et la surveillance de la virémie peuvent étre adaptées individuellement au regard de

I'évolution des LTyo V52" du patient.

3. Monitoring de la réponse anti-CMYV et survenue d'effets indirects

L'ensemble des études rapportées dans ce chapitre se consacrent a identifier des marqueurs
prédictifs de virémie et de maladie CMV. A l'heure actuelle, treés peu de travaux ont été menés
pour évaluer 1'intérét de 1'étude de la réponse immunitaire spécifique du CMV pour prédire la
survenue d'effets indirects du virus, probablement car leurs mécanismes sont peu clairs mais
également car leur survenue, en particulier pour ceux concernant spécifiquement les greffons,
sont plus difficiles a juger et plus tardifs. Ainsi, une étude réalisée sur 19 patients a suggéré
que la présence de LT CD4 anti-CMV dans le premier mois suivant une transplantation
cardiaque pourrait réduire le risque CAV (257). Une seconde réalisée a Berlin chez 36

patients transplantés rénaux a montré une corrélation inverse entre la réponse lymphocytaire
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anti-IE-1 et le débit de filtration glomérulaire a 6 et 12 mois (258). Finalement, en raison des
faibles effectifs et d'analyses statistiques limitées, ces résultats doivent étre interprétés avec
réserve et le lien entre le niveau de réponse anti-CMV et l'apparition de 1ésion dans le greffon

demeure inconnu.
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IV. Articles originaux

A.  Premier article : "CMYV Infection in the Donor and Increased Kidney
Graft Loss: Impact of Full HLA-I Mismatch and Posttransplantation CD8"
Cell Reduction" (Am J Transplant 2013;13:1219-2019)

Nous avons, dans ce premier travail, cherché a mesurer l'impact sur le devenir du greffon
rénal de l'infection a CMV du donneur au sein de la cohorte de patients transplantés a Tours
entre 1985 et 2008. En effet, bien que certains travaux aient préalablement rapporté une
association entre la réplication du CMV dans les suites d'une transplantation rénale et le
développement de la néphropathie chronique d'allogreffe avec notamment de la fibrose
interstitielle et de 'atrophie tubulaire (76,86,259), I'impact sur la perte de fonction demeure
controversé. Notre hypothése était que la réplication virale au sein du greffon induisait le

développement de 1ésions chroniques participant a terme a la perte de fonction de 1'organe.

La difficulté principale est que I'information "infection du greffon" ou "réplication virale dans
le greffon" n'est pas disponible sur de grande série de patients. Le seul moyen d'affirmer cela
est en effet de mettre en évidence la présence du virus au sein du tissu qui doit donc étre
échantillonné par un geste invasif (biopsie de greffon). Au dela des problémes de sensibilité
des techniques utilisées (RT-PCR, hybridation in sifu, immunohistochimie), une recherche
négative prétera toujours a caution puisque la réplication virale est transitoire et possiblement
localisée (erreur d'échantillonnage) alors que la réalisation de biopsies itératives n'est pas
réalisable pour des raisons éthiques. Nous avons donc pris le parti d'étudier 1'impact de la
sérologie du donneur qui prouve l'infection de celui-ci et non 1'impact de la réplication virale.
En effet une sérologie positive, méme si elle ne traduit pas avec certitude l'infection du
greffon, est un biomarqueur probablement beaucoup plus fidele. Ainsi, il a récemment été

montré qu'entre 60 et 100% des greffons étaient infectés au moment de la transplantation chez
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les patients D+ (85,260). De plus la sérologie CMV est disponible pour la quasi totalité des

receveurs et des donneurs.

Nous avons ainsi montré que les greffons de donneurs séropositifs pour le CMV avaient une
moins bonne survie, indépendamment des facteurs confondants éventuels que sont la qualité
du greffon (représentés par la créatininémie et la protéinurie a 3 mois), la survenue d'un rejet,

le traitement immunosuppresseur, 1'age du donneur et la période de transplantation.

Plusieurs déterminants de cet impact de la séropositivité du donneur sur la survie des greffons
rénaux ont été recherchés. A notre connaissance, I'hypothése que des caractéristiques propres
a la souche du virus puissent influer sur sa pathogénicité n'est pas supportée par les données
de la littérature, d'autant plus que les patients peuvent étre infectés par plusieurs souches de
HCMV. Quoi qu'il en soit, cette information n'est pas disponible pour les patients. A 1'échelle
d'une cohorte, analysée de fagon rétrospective, seuls des parametres recensés en routine
clinique peuvent étre analysés. Nous avons ainsi exploré si les facteurs suivants influaient

I’effet délétere de la séropositivité du donneur:

- le matching HLA classe I: un greffon présente la particularit¢ de présenter les
peptides par des molécules HLA de classe I (aux LT CDS) et de classe II (aux LT CD4) qui
peuvent étre différentes de celles du receveur. Ainsi, un mésappariement complet en HLA de
classe I, défini comme l'absence chez le donneur de spécificités HLA-A et HLA-B (le HLA
Cw n'étant pas disponible) présentes chez le receveur, peut rendre moins accessible les
cellules infectées du greffon aux LT CD8 anti-CMV du receveur, dont le répertoire est
restreint aux peptides CMV présentés par le HLA du receveur. De fagon similaire, un
mésappariement complet en HLA de classe II pourrait conférer une incapacité des LT CD4
anti-CMV du receveur a reconnaitre les peptides CMV présentés par les molécules HLA de

classe II du donneur. Cependant seul le typage DR a été réalisé jusqu'en 2005, ce qui
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représente une information tres partielle (pas de prise en charge du niveau d'appariement DQ,
ni DP) et la ségrégation des patients en "fullmismatch-II" ou avec au moins une identité

partagée n'est pas possible sur I'ensemble de la cohorte.

- la sérologie du receveur : la séropositivité du receveur traduit l'infection certaine de
ce dernier avant la transplantation, et donc I'existence d'un répertoire de lymphocytes anti-
CMYV constitué en dehors de toute immunosuppression. L'antériorité de l'infection n'est pas

connue mais le plus souvent ancienne, notamment lorsque le sujet est agé.

- la survenue d'une virémie : témoigne d'une infection systémique détectable (les
techniques ont évoluées au cours du temps et I'Ag-pp65 a été utilisée a partir de 1995) sans
préjuger d'une réplication dans le greffon. On peut imaginer qu'un patient D-R+Ag+ a un
risque plus ¢élevé d'infection du greffon par le CMV qu'un patient D-R+Ag-. On peut aussi
supposer que la survenue d'une virémie chez un patient D+ traduit un niveau de réplication

plus élevé dans le greffon et stratifie le risque de perte de greffon chez les patients D+.

- une lymphopénie CD8: comme expliquée dans l'introduction de la thése, les LT
CDS8 ont un réle majeur dans le contrdle de l'infection CMV. Une surveillance longitudinale
de la numération des sous populations lymphocytaires est réalisée dans notre centre depuis le
début des années 1990. Nous avons donc pu étudier I'évolution du nombre de lymphocytes T
CD8 en fonction de la sérologie du donneur, et lI'impact d'une lymphopénie CDS8 sur le

devenir du greffon en fonction du statut CMV du donneur.

L'ensemble des résultats sont détaillés dans l'article ci-apres intitulé "CMV Infection in the
Donor and Increased Kidney Graft Loss: Impact of Full HLA-I Mismatch and
Posttransplantation CD8" Cell Reduction" publié¢ dans 1'American Journal of Transplantation

en 2013.
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Despite a large body of literature, the impact of chronic
cytomegalovirus (CMV) infection in donor on long-term
graft survival remains unclear, and factors modulating
the effect of CMV infection on graft survival are presently
unknown. In this retrospective study of 1279 kidney
transplant patients, we analyzed long-term graft surviv-
al and evolution of CD8  cell population in donors and
recipients by CMV serology and antigenemia status. A
positive CMV serology in the donor was an independent
risk factor for graft loss, especially among CMV-positive
recipients (R'). Antigenemia was not a risk factor for
graft loss and kidneys from CMV-positive donors
remained associated with poor graft survival among
antigenemia-free recipients. Detrimental impact of
donor's CMV seropositivity on graft survival was
restricted to patients with full HLA-I mismatch, suggest-
ingaroleofCD8' cells.InR ' patients with positive CMV
antigenemiaduring the first year, CD8 " cell count did not
increase at 2 years posttransplantation, in contrast to R
recipients. In addition, marked CDE8 ' -cell decrease was a
risk factor of graft failure in these patients. This study
identifies HLA-I full mismatch and a decrease of CDE  cell
count at 2 years as important determinants of CMV-
associated graft loss.

Key words: Allocation, cytomegalovirus, HLA match-
ing, kidney transplantation, T cell

Abbreviations: CMV, cytomegalovirus; D', CMV sero-
positive donor; D, CMV seronegative donor; R, CMV
seropositive recipient; R, CMV seronegative recipient;
CMV-Ag, CMV antigenemia; ALG, anti-lymphocyte
globulins.
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Introduction

Cytomegalovirus (CMV) is the leading cause of wiral
infection after solid organ transplantation. This double-
stranded DMA virus establishes a lifelong infection charac-
terized by latency alternating with pericdic reactivations for
spreading infectious progeny in B0-100% of the adult
population worldwide (1,2). Many studies have shown that
local inflammation can induce the virus to exit of latency
from dendritics cell and macrophages (3,41, and in turn ChY
regctivation promotes local inflammation 151, The quality of
the immung response to CAMY has a crucial role in
controlling this oycle (6.7). CMY infection stimulates a
tremendous number of ChV-specific T cells (8). Over time,
chronic persistence of CMY causes the accurmulation of an
increasing number of dysfunctional Chiv-specific T cells
that progressively lose saveral of thar effectors functions
{9-16].

In transplant patients, drug-induced chronic immunosup-
prEssion may oreate a microanvironment favorable to a
naw aquilibrivm batween local pariadic subclinical reac-
tivations and the host's immune responsa, which can be
deletericus 1o the transplanted organ (17-19), CMY has
been implicated in chronic cardiac allograft vasculopathy
{201 and bronchiclitis obliterans in lung transplant patients
121,22), Despite a large body of literature on ChWY, the
impact of transplanting kidnays from ChV-pasitive donor
an long-term graft survival remains highly controversial (23-
26). Several studies reported that WV was a risk factor for
interstitial fibrosisftubular atrophy (27,28} and chronic
allograft dysfunction (29,300, while others studies did not
find such effects (31,32}

The impact of CMY an long-term kidney function may be
abscured by many factors. First, because of the increased
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incidence of latent ChV infection with age, differentiating
age- from ChV-related events is difficult, especially in
evaluating kidney graft survnal. Second, many studies in
transplant patients relied on blood samples to sunvey CAWY
reactivation although it is now recognized that interactions
betweean host tissues and chronic wiruses are organ-
specific. This is well illustrated during infection by murine
y-herpes virus G8, which is removed from the arteries by
tha immung system whereas other tissues are nol
afficiently cleared (33). Third, reactivation of CMY infection
is known to be transient and patchy, while obtaining
sequental, repeated, large-sized hiopsies of kidneys s not
possible for ethical reasons. Finally, host factors that may
madulate the long-term effects of CMV infection in
transplant patients have never been documented. There-
fore, the impact of transplanting kidneys from Chiv-
infectad donors (e, ChV-seropositive donorsl an long-
term kidnay graft survival may have been misjudged and
needs further analysis. The aim of the present study was to
determine the impact of CMY infection in the donor on graft
survival and to identify host factors, which modulate this
rish.

Patients and Methods

Patierts

In ¥, 12B1 consecutive renal transplantations wera performed betwean
Oelober 1885 and December 2008 n owr center fend of follew-up,
Dracember 31, 20101 Donor CMY sarology was unknown for two patients,
S0 v inestiganed 1379 renal transplaniations. The redian Folow-up was
.8 yaars {rangs 0 days to 24.6 years),

Intial immunosuppression involved methyprednisolons, polyclonal ante
tymphooyte globulins (Thymoglobulinem or emphoglcbulines, Imites-Sang-
gat, Lyen, France) of basdiomab (Sirmsects, Movartis, RueiHhdalmaison,
Franca), Tha maintenance immunasuppres sive regimen was azathioprine or
mycophendate mofetil, cyclosporing, tecrodmus of sirolimus and predni-
sona as described (34),

Fienal biopsy was performed whan sarum craatinine raisad by 20% or mone
aver the baselineg, without amy othir obviows cause, Date of biopsy-prosen
Boute rejection IBPAR] was dafined by the data of the biopey.

The patients with the highest risk of ChV disease [CMV-positive donors inta
ChW-negative recipiants | /R | at the time of the transplantation) racaived
progiykanis with a weekhy infusaon of immunogistulin therapy for ane rmonh
(from 1885 o 1994), aciclovir or valaciclowir (1995-2003] or valganciclor
(2004-2008) for 3months in absence of contraindication and severa advarse
avants. Patiants with a lowar risk of CMY disease {pretransplantation Chiv-
pogsitive fecgients [RTD recewed presmptive therapy. Since 1998, anthiral
drugs ware used for asymptomatc patients with Chiv-Ag abowve 50 stairad
nurgphils per millilives and thase with CRY syndrormie or disease, whatewar
the Chiv-Ag values.

CMV infection disgnosis

From 1984 1o 1984 diagnosis of systemic ChY infecton rebad on optimized
CMY culture on MACS human cels with indirect immunofiuorescance
plague =taining using E13 mouse manoclonal antibody directed 10 S
protein IE1 72, Stained ruckes were chsarved after 24 and 48 h incubation.

2120

ChdV antgenemia (IChV-Agl was added n 1996 as a more repid and dract
avaluation of ChIV wirgmia. Briefly, aftar bysis of red celds, laucocytas of the
patent wire collectad, standardized to 10° cellsmL and cytaosntrifugead on
a spot slide, Then, indvect snmunofluprescence assyy was performed with
mouse monoclnal antibedies C10 and C11 directed to the earky CWY
protein pp@5. The number of stained-polruckar cells per 2 = 10°
leucocytes was recorded. Weekly ChiV-antgensmia monitoning was
parformad during 4 and 6§ months following transplantation in B° and
DR, respectvely,

Variables studied

A1 the time: of ransplantatian, the Folkeing variabies were recorded: type of
danor {Iving or deceased], CMY serdogy, ape and gender of the recipient
and donor, diabetes and weight of recipient, number of class | &, -B) and
class 1l |-DR) HLA mismatches, immunosuppressive trestrments, cokd
i hmia tirrve and delayed graft function. The TV seralogy was usually not
pearformead after transplaniation.

At the F-month wisit, the folowing varables were measwred: systolic and
disstohc artenal prassure, sarum creatnine level, and protainuna, estimated
glamenular filtration rate (eGFR as measurad by the Modfication of Dt in
Ranal Disease formula in adults (351 and the Schwartz formula n children
1360 The ocourrence and date of BPAR epsodes were reconded,

Phenotypic analyses of lymphooytas wena performed according to standard
wihohe bood procedune using a FACStar plus (Becton Duckinsan or an ERICS-
EL-MCL {Beckman Coulterl flow cytomatar. CO4°, 08" and natural-killer
INED el counts wens racordad A1 day O 1000 and year 2, OG-0 values wers
available from 1995 in B9E patients.

Statistical analyses

Results ane expressad as percantage or mean + 50 for normally distnbuted
wariables and madian and manga for non-normaly distriputed varishles
Qualitetwe data were compared using chi-sguare. Duantitative data were
comparad using Mann-Whitnay whan two groups ware cormpared, and
using ANOVA {follewed by pair-wise comparisans using PSLD Fisher test)
wehan more than two groups were compared

Kaplan-heiar curvas wera used to estimate the predctive velue of donor
ChAV serostatus and other relevan parametars) on uncensaned grall survival
{death or and-stapa renal disease |ESRDJ, patient survival ([ESRD was
censonedl and desth-censoredgraft survival lequivalizet to graft sunavall, Log-
rank test was used to compane survival curses. End of follow-up was defined
as death fwith a henctioning graftl or gaft loss lie. dialysis or re
transplantationt. Of note, only G279 (0.5%) patients were lost during
Tollows-up; in these sixpatients, and of follow-upwas defined as the date of last
wisil. Parametars usad &s covanates were thosa associated |p value < 0.10)
weith graft koss o univariate anabyses usng Coxregression; we first used usual
clinical and biochemical covanates (Madel 1), and then added imrmunosug-
prassive madications (Modal 2); wa finalby added donorage (Modal 3| bacause
donor age was associated with graft loss after adjustment on greft yesr.
Rersultsang exprassed with hamrdratos (HR), 95% confidence interais (965 %
Cll and p walues. Statstcal analysas wera performed using SAS w81 {5A5
Inst.. Cary, MCEL A p < 0,06 was considared statistically significant

Results

Baseline characteristics
Donor and recipient charactaristics at the time of transplan-
tation and &t the 3-month wisit are shown in Table 1

Ameancan Journal of Transplantation 2013; 13: 2119-2129
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Tabla 1: Baseline characteristics of patients with transplantaton between 1985 and 2008

CMV in Renal Allograft and Survival

Alln=127 D"R ih=27" D"R"ih=284 D R*'in=2360F O R [n =368}
Danar characteristics
Age iyears) 432 + 153 436 £ 178 464 + 168 4389 + 1585 9.7 + 175
Male sex (] 63.5 G61.4 g§1.7 6159 673
Living donar % 1.5 1.4 0.7 [} 2B
Recipient charactaristics
Age (years) 456 + 15.3 445+ 159" 487 +13.7 476 + 13.8 421 +164"
Male sex (% B1.5 643" 55.3 575 6.4 "
Diabetes mellitus (%] a.0 60 12.0 126 7.9
Body mass index |kg,-'m2] 241 £ 43 238+ 41 236+ 42 24 +44 4244
Graft charactaristics
First graft { %k BE1 884 856 544 ]
HLA class | AB rismatch 27140 28+£1.1 28+1.0 2810 272059
HLA class | DR mismatch 13+£07 1.3+ 04 1307 12£07 1207
DGF (%l 207 195 21.0 210 200
BPAR during the first year {%) 283 282 25.4 282 302
Cold ischamia (hours) 208 +£ 83 215 +92 210482 206477 204 = 81
Initial IMMUNoSUPDIEsse regmen
Antitymphocyte glabuling (%) 65.1 632 669 661 545
Interleukin 2 receptor antagonists (%) 291 30 28.2 278 29.6
Cyelespanne (%) 70.0 §9.0 648 GB.9 76.8'
Tacrolimus (%) 24.2 56 24 264 1841
Mycophenalate mofetyd (%) 6549 65.0 60.7 602 60.3
Azathicgrng | %) 334 33z 28.2 308 3m4”
Siralimus (%] 2.3 1.8 35 1.7 25
Clinical and bicchernical vanables at 3 menths
Systalic arterial pressure immHgl 138 £ 17 137 £ 17 139 £ 17 138+ 17 137217
Diastolic arterial pressure (manHgh a0+ 11 Bl + 1 80 4+ 140 81 + 10 80 + 11
Serum creatining bavel (pmol/L 132 + 48 134 £ 51 137 £ 55 130 = 40 129 = 47
eGFR imimin/1.73 m? 54.3 £ 18.0 5.7 + 208 1.0+ 176 53.0 £ 1549 R7.7 £ 20.6
Prateinuria lgidayl 0,32 + 083 033 + 0.90 (L33 £ 0,92 0.31 + 0,56 0,33 + 0,92

0, Chiv-positive donar; D, CMV-negative donor;, ChVY, cytomegalovirus; HLA, hurnan leukocyte antigen; DGF, Delayved graft dysfunction;
BPAR, Baopey-proven acute rejection, @GFR, estimated creatining clearance,

'p < 0.05 for comparison with D R'.

p = 0.05 for companson with D RY

"p <= 0.05 tar comparison with all ather groups.

*p < 005 for comparnison with D' R and D R’

{n = 1279}, Intha study peried, 12 19adults and 62 recipients
under 18 yvears were transplanted. There was 1118 (B6%)
first transplantation, Sixty-two percent of patients wera
male. Recipient and donor age were respectively
456 + 153 and 43.2 + 15.3 yvears, At 3 months, mean
aGFR was 54.3 = 19 mimin/1.73 m%. BPAR occurred in
28.3% dunng the first year. Patients were then anakyzed
separately  according to donor and  recipient CAWY
serology (Table 1). DR patients were younger than
D°R* and D°R" patients and received a kidney from
yvounger danor than all ather groups. OF note, cyclosporing
was moreoftenusedinD R patients that in other patients.

with increased rizsk of uncensored graft loss (p = 0.053),
with an estimated halfdife of 14.5 and 17.0 yvears in the D'

and D7 groups, respaectively (Figure 14, Patient survival did
not differ between the two groups (p = 0.55B1. However,
death-censored graft survival was lower with kidneys from
CMVpasitive than -negative donors (Figure 1B, p = 0.008).
This result remamed when only ChV-exposed were:
analyzed e, DR were axcluded), as shown in Figure 120
[p = 0.023). Interestingly, by year 1 and 2, D" patients had a
lowwer GFR 85 compared to D7 recipients (57.7 £ 19.6 vs.
62.5 £ 18.2 mifmn and 558 + 199 vs. 608 £ 131 miy!
mn, p < 0.0001, respectivelyl.

W identified variables associated with risk of graft loss on
univanate analysis: use of antilymphocyte globulins (1.536
[1.129-2.092], p = 0.008), mycophenolate mofetil (0.737
[0.566=0957], p = 0.022) and cyclosporing (0.530 [0.404-
0.684], p < 0.007), serum creatinine level (HR 1.070 [95%
Cl 1.008-1.012], p = 0.0001), proteinuria (HR per giday:

CMV Infection in the donor is an independent risk
factor of graft loss, especially in R' patients

Among 1279 patients, death, ESRDoccurredin 150 (11,7 %),
284 (22.2%), respectively, during follow-up, On univariate
analysis, CMV-positive serclogy in the donor was associated
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All patients (p=127%)
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Figure 1: Kidneys from CMV-infected donors show lower survival, especially in R recipients. Estmatec uncenscred graft sunvival by
donce CMY serostatus in 1279 consecutive patients with transplantation between 1985 and 2008 are representad (&) (p = 0.053). Death-
censored graft survival in the same 1279 patients ard in 921 Ch\V-exposed recipients (e, DR excluded) are presented in B ip = 0.005)
and [C) ip = 0.023), respectively. Lower graphs represent estimated death-censored graph survival in 644 CMWV-seropesitive recipients (D,

p = 0,008 and G35 CMV-seronegative recipients (E, p = 0.2100

1.267 [1.184-1357] p < 00001 and systolic artenal
pressure (HR per 10 mmHg 1.011  [1.004-1.018],
p = 0.004] at 3 manths, BPAR (HR 2.660 [2.062-3.437],
p < 0.0001} and date of transplantation (HR per year 0964
[0.944-0984], p = 0.0005}. The increased nsk of graft loss
for the D' group remained significant after adjustrment for
donar age and thess variables (Table 20, In addition, acute
rejection (HR 2.216 [1.670-2.941], p < 0.0001), year of
transplantation {HR per wyear 0834 [0.890-0.930],
p = 0.0006), proteinuria (HR per gfday 1.262 [1.16%-
1.363], p = 0.0001) and serum creatining (HR per pmaol/L
1.007 [1.005-1.010], p < 0.0001) remained indepandently
and significantly associated with graft survival |Supplemen-
tary Table 51). In 921 patients exposed to CMY (e, after
exclusion of the DR transplant groupl, recenang a kidney
from a ChiV-saropositive donor rermainad an independent
risk of graft loss (Table 2}

Since the capacity to control ChY replication may differ
according to CMY serostatus of the recipient, we estimated
the nisk of graft lgss assogiated with donor CMWY in relation
1o recipient ChWY serostatus, The increased risk of death-

2122

censored graft loss observed in patients who received a
graft from a ChV-positive donor was highly significant in R
recipignts (Figure 10, p = 0.008) but not in B~ recipients
(Figure 1E, p = 0.21). Moreover in B recipients, the risk
was not really modified after adjustrment for vanables (Table
21, Therefore, CWY infection in the donor was an
independent risk factor of graft loss, especially in R
recipients before engraftrment (R,

CMV-positive donors are associated with high risk of
CMV-antigenemia in CMV-positive recipients but the
increased risk of graft lost is independent from CMV

viremia

We wondered whether ChAV infection in donors conferred
anincreased risk of viral replication in R recipients without
any viral prophylaxis in = 429}, Receiving a graft from a
Chiv-positive donor significantly increased the risk of Chav-
Ag in R" recipients (D7/R": 68.6% vs. D /R": 49.6%,
p = 0.0001), However, multivariate analysis revealed posi-
tive ChiV-Ag was not associated with an ingreased risk of
graft loss in patients CAWY D7 patients (n = 385 HR 1,27
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Table 2: CMV-positive doner is an independent risk factor of death-censored graft koss

Univariate analysis

Bultivariate analysis

HR 5% CI P HR 26% Cl 4]
All patients [n = 127590 13083 1.104-1.759 0.008 haodel 1 1.366 1.039-1.796 Q.06
Maodel 2 1.326 1.007-1.744 0044
hadel 3 1,330 1.00-1.751 0042
D~ A~ excluded in = 921) 1.391 1.044-1.855 0.024 hadal 1 1.442 1.025-2.029 0.036
haodel 2 1.423 1.011=2.004 00a3
hadel 3 1.417 1.007-1.935 0046
R" patients (n = G4d) 1.560 T121-2.144 0.008 Madeal 1 1.512 1.021-2.239 0.038
Madal 2 1.471 0.993-2.179 (.054
Madeal 3 1.458 09842 161 (L0E0

HR, hazard ratio; 95% CI, 95% corfidence interval; D', ChV-positive donar, R, CMY-positive recipient,
Medel 1: adjustment on creatining, proteinunia, systolic blood prassure at 3 months, Diopsy-proven acute rajaction cocurrence dunng the

first wear and data of transplantation.

Medel 2: model 1 + adjustment on mycaphanalate mofetil, cyclosponna, anti-lymphccyte globuling use.

Model 3: model 2 + adjustment on donor age.

[0.92-1.74], p = 0.146} and in patients potentially exposed
to CMY ii.e. all patients except D /R~ patients (n = 663
HR 1.03 [0.06=1.78], p = 0.92).

Then, we assessedrisk of graft loss according to donar ChY
sarostatus in antigenemia-free recipients. Interestingly, as
shown in Table 3, kidneys from ChMY-positive donors were
also associated with worse autcome in these patients,
especialy in R™ recipients. Owverall these results show that
the increased nisk of graft loss associated with donor Chay
saropositivity was independeant from ChY virgmia,

Full HLA class | mismatch increases the detrimental
impact of receiving a kidney from a CMV positive
donor

The control of CMY replication in tissues relies on the
recruitment of competent Chiv-specific CDE" T cells (6,7,

which, for most, is restricted to classical HLA class |
exprassed by recipient antigen-presenting cells. We
hypothesized that interactions batween racipient ChV-
specific COE" Tealls and ChV-infected donor cells could be
irmpaired with lack of anmy HLA class | cormpatibility betwean
the donor and recipient {four mismatches in HLA-A and -B
antigensh. The Figure 2 shows that the detrimental effect of
recenang a kidney fram a ChMV-positiee donor was indeed
maximal in recipients with full HLA class | mismatch (upper
left panel, p = 0.0004), and was even more pronounced in
R" patiants (lower left panel, p = 0.0001). This detrimental
effact remained after adjustment on variables of the
previously described model 3 (Al HR 1666 [1.359-
5234, p=0004; R HR 3081 [.012-7.254],
p=0012) In contrast, D" and D grafts had similar
survival in patients with at least one HLA-l matching wath
their donor (Figure 2, nght calurmn).

Table 3: CMVY4 danaor still an independant risk factor of graft loss in tha absanca of Chy antigenemia

Univanate analysis

Multivariate analysis

Chiv-Ag free patients HA 95% Cl HR 95% Cl 4]
A 1.924 1.174-3,154 0.009 Wioded 1 2452 1.424-4,221 0.0
In = 547 Mioded 2 2337 1,3654-4,036 0002
Meded 3 231 1.344-4.008 0.003
0™ R axcludad 2.239 1.138-4 468 0020 Modet 1 3.8921 1.713-8.978 0.001
n = 321] hoded 2 3.774 1.616-8.817 0.002
Miodel 3 3749 1.611-8.722 0.002
R 2487 1.164-5.314 0.019 heded 1 3348 1.377-8.148 0.002
n = Z16] Wioded 2 3.243 1,322-7.968 0.0
Medel 3 3319 1.349-8.164 00059

HR, hazard ratio; 95% Cl, 95% corfidence interval; D7, ChY-positva donar, B, CMV-positive recipiant.
Model 1: adjustment on creatining, proteinunia, systolic blood pressure at 3 months, Diopsy-proven acute rejection oocurrence dunng the

firat wear and date of transplantation

Model 2: model 1 + adjustment on mycophenolate mofetil, cyclosporing, anti-lymphocyte globuling use

Model 3: model 2 + adjustment on donor age.
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Figure 2: Partial human leukocyte antigen (HLA) class | matching protects against the detrimental effect of receive a kidney from
CMV-infected donor. Death-cansared graft survival inpatients with full HLA class | AB mismatch (A and C) or partial HLA class | mismatch
(B and D) by donor CWMY serology. Upper and lowsar panals represent all patiants (310 with full mismatch and 969 partially rismatchl, and R~
racipients in = B44), respectively. Graft survival is lower for DF than D kidneys only in patents with full HLA class | mismatch (A,

p = 0.0004; C, p = 0.0001].

At 2 years, the D' R recipients do not expand their
CD8' cell count in response to CMV as efficiently as
did the D R recipients

The aforementioned data suggest that the CDE™ cell
response may play a role in the Chy-driven graft loss. We
decidad to furthar explore this immune response in this
large cohort of patients. It has previously been reported that
a large fraction of the CDE repertoire is devoted to defenss
against CAhY 137). We hypothesized that the size of the
CDB' cell compartment would correlate with the anti-Chy
rESPONSE,

For the purpose of the present study, we analyzed the
circulating COB' cell count at DD and year-2 after
transplantation by donor and recipient ChY serology lie,
DR, DR, DR", OR™) and ChV-Ag. The CDE" cell
counts, recorded for 663 at D0, was greater in R patients
than in R~ patients (520 + 270 vs. 407 £ 206/mm?’,
respectively, p < 0.0001), Two-vear CDE" cell counts

2124

werne recorded for 164 DR (3 Ag'), 128 DR (57
Ag'), 169D R' B9Ag" and 130D'R" (71 Ag'). Atyear 2,
AMOVA analysis showed that CDE' cell counts ware
differant betwean groups presented in each panel of Figure
3. Paired-wise analyses indicated that CDE8" cell count was
lowast for DR patients [vs. all other groups at year 2,
p < 0.0007; Figure 3, upper panel). These data indicate that
the size of the CDE™ cell compartment is driven by ChWIV.
Interestingly, the 2-year CD8 " cell count was much lower in
D'R" than in D'R patients (599 £ 410 vs. 811 £ 647/
mme, p o< 0.0001), but not different of that in DR
1490 + 397/mm?, p= 0.748). CMV-Ag was associated
with increased number of CD2 -cells in D'R patients
(1112 + B7E/mm” vs. 530 + 432/mm°, p < 0.0001), but
not in D'RT (605 x 296/mm’ vs. 510 £ Z24/mm’,
p=0221 and D RY (567 + 318/mm? vs. 558 + 380/
rnrnl, p = 0.902). In addition, the diffarance betweaan
D*R*Ag” and D*R-Ag" was dramatic [p < 0.0001), while
no difference was observed between DYRTAgT and
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Figure 3: At 2 years, CMV drives a much weaker expansion in
D'R' patients as compared to D'R . Each graph represants
number of COB calls/mem® at 2 year after transplantation by donor
(D 1and recipiont (R7) ChV serostatus. In upper panel, patients
are presentad by CWV serolegy group. In lawer panel, patients are
prasented according to ChV-antigeremia cocurrence dunng the
firstyvaar. Mean s rapresanted by a black bar, with the first and thard
uartiles. Upper and lower whiskers represant standard deviation.
MS: o significant, *p < 0.0007; par-wise PSLD Fisher test.

D R'Ag" patients (p = 0.574). In addition, we found that
Mk and CD4" cells that have bean implicated in Ch4y
immune respansa did not increase in patients exposed to
ChY (Supplementary Figure 51). These data together
suggested that long after the primary phase of CMY
replication, DR~ recipients kept a higher number of CD&"*
cells as compared to DYRY recipients, for whom renal
allograft outcome was poorer.

We next analyzed individual variations in CDE" cell counts
hatweaen DO and year-2 posttransplantation. We had 414
patients for whom T cell subpopulation counts were
recorded at both 00 and vear2. Since the size of the
CO8* cell compartment was similar in D'RT and O R
patients, we grouped them together for analysis of the
individual evolution of the CD&" cell subpopulation. We
focusad on patients who unambiguously reactivated ChY
lie 106 RAg" and 43 DTRAg™), Spearman correlation
tests showed that pretransplant CO8™ cell number was
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weakly correlated with the Z-year posttransplant count in
R*Ag" patients (R = 0.465, p = 0.0001) and DR Ag”
(R =0367, p=0017). As shown in Figure 4, ChMV
reactivation was associatad with an individual increase of
the CDE™ cell count invirtually all YR~ Ag™ patients (95%),
In contrast, 36% of R"Ag™ patients showed a reduction of
the CDB' cell count after ChMV reactivation. In addition,
rnean value of the individual varation of the CDB™ cell count
was higher in DTR - Ag " in comparison to RTAgT patients
(197 + 190 vs. 29 + 79%, p < 0.0001). Together these
data indicate that in R* recipients the CD8° response
trigaerad by pravious CMY-Ag was highly heterogeneous
compare to DR Ag™.

Posttransplantation contraction of the CO8" cell
compartment increases the risk of graft loss in
patients exposed to CMV

First, we evaluated the individual evolution of the CO8" cell
count {[[Year 2 — DOVDO] = 100} in ChY-exposed pa-
tients, Then, wea compared graft survival in patiants with
severe reduction in CDE™ cell count (<10° percentile or
reduction >40%) toothers. R patients wath such reduction
showed significantly reduced graft survival (Figure 5, left
panel, p = 0.003); importantly, the two groups had similar
ape (481 £ 132 ws. 497 £ 131 years, respectively,
p = 0.58]. Interestingly, severe CDB+ cell count reduction
remainad associate with increased nsk of graft loss in 113
R+ patients who had received ALG (p = D.014], In contrast,
=d40% reduction in COBY ceall count had no impact on graft
survival among O R~ patients (p = 0.9911), which indicates
that the reduction in the compartment is not by itself
associated with poor graft survival, Thereforea, evolution in
the number of the CDE™ call in kidney transplant patiants
rmight be a marker of the ant-CMY immune response and
its reduction negatively affacts graft survival,

Discussion

W report that latent CMV infaction in the donor was an
independent risk factor of kidney graft loss, especialy for
recipients with latent infection before engraftment. The
impact of chronic CWY infection on long-term kidney graft
function remaing highly controversial. An epidamiclogic
study by Schnitzler et al, (24] reported that ChY latent
infection in the donor was a risk factor of graft loss at year-2
in ChV-negative but not CMV-positive recipients. In
contrast another study found that DR rather than
DR~ transplants showed the lowest allograft survival at
3 years but this effect disappearad after adjustrment for
denor age (23). Therefore, our work contrasts with these
studies. Howaever, it must be stressad that in our cohort,
similarly to the aforementioned studies, the year-2 graft
survival was not affected by latent CMY infection in the
donor for R recipients {p = 0.2, data not shown), which
suggests that the effects of CWY are subtle and cumulative
and need a long time to become evident. OF note, our
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Figure 4: Early CMV viremia drives a long lasting expansion of the CD&  cell compartment in all B patients, in contrast to R
recipients in which the CD8 ' response is highly hetarogeneous. Distribution of patients by CO8 ' call count at day 0(D0; x-axish and
vaar 2 (y-axie) for patants wha had an episode of viramia during tha first year postiransplantatan (Ag7 L R patients in = 106} and D'R
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rasults are in line with other recent epidemiclogic studies
finding that CAWY latency, especially in the donor, is an
independent risk factor of late graft failure {25,26), as well
as other studies finding CMY infection associated with
chronic allograft nephropathy (38). Interestingly, our results
suggest that B rather than R™ recipients are more
susceptible to the adverse consequences of transplanting
kidmeys fraom ChWV-infectad donors. Therefore, we focused

Kidneys from ChV-infected donor carry a high-risk of
virermia, as previously reported (32 331 Monstheless, an
episode of CMV-Ag was not a significant risk factor of graft
loss, which agrees with Sagedal et al. (40). Furthermaore, the
outcome was also worse for kidneys from ChY-positive
donors in antigenernia-free R recipients. Therefaore, CWVV-
Ag may notbe a good surrogate marker of pathogenic effect
of ChY over the long-term. Amyway, this high risk of viremia

on this group of R patients. in R" recipients transplanted with kidneys from ChWY-
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Figure'5: Severe reduction of CD8 ' cell count after transplantation increases the risk of graft lossin R recipients. Graphs raprasen:
risk of death-censored graft survival by reduction in COB' call countatyear 2 in R recipients {left graph, n = 204 or I R~ patients (right
graph, n = 121). Bold black linas indicata recipeents wath =40% reduction in CD8" cell count [RY, n = 26: D"R™, n = 36}, dashead lmes,
recipients without =40% reduction (R, n = 178, " R, n = 85). CDE" cell count reduction was associated with graft less in R recipients
ip = 0.003) but not DR patients (p = 0.891).
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infectad donors suggests that the supplermental viral burden
brought by the graft was not efficiently controlled by
memory T cells present in ChWV-saropositive patients,

Because CMV induces a massive accumulation of CMA-
specific CDB™ T cells (13,371, which have a crucial role in
control of CMY replication (), we analyzed the circulating
CO8" cell subpopulation by donor and recipient ChAV
serostatus and the occurrence of ChiV-Ag, We found that
ChV had a long-lasting and profound impact on recipiants”
circulating pool of CD8™ but not CD4™ or NK cells in DYR

patignts, Despite the large body of literature dealing with
anti-ChV T cell response in transplantation, none has
compared the long-term evalution of the CDE™ T call count
by CMY serostatus and in correlation with graft survival in
such large number of patients (n = 414}, Interestingly,
among patients in whom CMV-Ag developed in the
posttransplant period, only ChV-seronegative recipients
showed marked expansion of the CD8° cell count until at
least 2 years as compared with ChWV-positive recipients.
This might cause poor ability to control chronic ChY
raplication and may account for the serious effects of ChY
chromic infection in these recipients, Interestingly, in
accordance with this interpratation wea found that post-
transplantation reduction of the CO8' cell count increased
tha risk of grait loss in patients exposed to CAMVY. We might
amvision that the poor ability 1o increase the CDE count in
response to CMY reactivation might indicate a process of
clonal exhaustion. The impact of clonal exhaustion on the
control of chronic viral replication is well known (4d1).
Although exhaustion of CMY-specific T callz is debated,
many studies have reported impairment of ChiV-specific T
cells over the long term, in older-aged infected individuals or
in transplant patients {10=16}. Furthermore, a recent study
reportad that programmed cell death-1 (PD-1) signatura
was higher in ChMV-specific T cells than in naive or influenza-
specific T cells {3 The role of CMV-associated T cell
impairment in chronic organ-spaecific dysfunction has not
yet bean investigated. Most of the studies of anti-Chiy
immune response in transplantation involvad small serias
of patients, which did not allow for reliably assessing long-
tarm graft survival. Interestingly, wa have just completed a
large clinical study (n = 1318 patients) in two independent
kidney and lung transplant cohorts aimed at analyzing the
association between graft survival and polymerphism of the
FOCO-1 gene, & crucial gene in viral-induced T cell clonal
exhaustion i42). Results indicate that a polymaorghism in
this gene was a risk factor of ChY-associated graft loss in
both cohorts of patients. Interestingly, this polymaorphism
also correlated with posttransplantation CD8° cell counts
only in patients exposed to CAWVY. We should acknowledge
that the retrospective design and the lack of analysis of the
specific anti-ChY response constitute important limitations
of our work. Nonathaless, we feal that these results along
with those of the genetic study should encourage further
axploration of the role of ChV-specific COB" cell exhaus-
tian in long term graft sureval. The fact that we did not
assess intragraft CMY replication by sensitive techniques in
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biopsies might appear as a lirmitation, However in our
opinion, this strategy has important limitations. for many
reagons, intrinsic to the hiclogy of the wirus, CMWY
reactivations within a tissue are known to be transient
and patchy and may leave behind durable and nonspecific
histological scars, making it difficult to establish a causal
relationship by histopathology o even PCR tests, In
addition, reactivation occurring after the first year, when
biopsies are seldom performed, will remain  largeky
unrecognized. Hence, strategies based on analyzing intra-
graft viral replication in kidneys besides being costly and
invasiva are likely 1o lead to misclassification bias and failure
to evidence the rale of CMY in long-term graft survival, If
indeed risk of severe acute infection (e efficiantly
prevented by drug prophylaxis) is greater for naive kidney
recipients (R than R™ recipients, our results suggest that
in contrast, thesa naive recipients might have better control
over chronic infections, This finding highlights that acuta
and chronic infections are distinet pathogenic processes
with different rules for both the pathogen and the host, as
wias shown in ather experimental madels (41}

Finally, we identified full HLA-l mizmatch as a major risk
factor in the datrirmental effects associated with CWY
saropositivity of the donar. This result might be explained by
the fact that memary COB' T calls from R recipients ara
restricted tothair HLA class | and are therefora poorly able to
clear viral replication in full HLA-l mizmatchad target calls of
donars, especially endothelial cells, Indead, those recipients
may have sorme difficulties to generate new ChV-spacific
CD8" T cells able to recognize CWMY paptides presanted by
fully allogeneic clazs 1. 5o, poor ability of T cells to contral
intragraft ChAV replication could favor graft injuries especial-
Iy the development of vasculopathy. Therefore, our data
suggest that full HLA-I mismatch should be avoided in R
patients receiving a kidney from a ChV-infected donor.

In summary, we report that positive ChY serology in the
donor was an independent risk factor for graft loss,
especially in R recipients with full HLA class | mismatch,
even in antigenemia-free patients. Mareaover, R recipients
with marked posttransplantation reduction of the CD&' call
count had the lowest graft survival. Theses results may lead
to improve organ allocation strategies in order to prevent
ChV-aszociated chronic allograft dysfunction.
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Table 51 Risk of graft loss in 1279 patients

Figure 51: Number of CDE8 and NK cells at 2 years.
after transplantation by donor and recipient CMV'
serostatus.
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Table S1: Risk of graft loss in 1279 patients

Model 1 Model 2 Model 3
HR 95% CI p HR 95% CI p HR 95% CI p
CMV donor serostatus (D+ vs D-) 2452 1.424-4221 0.001 2.337 1.354-4.036 0.002 2321 1.344-4.008 0.003
Creatinine at 3 months (per pmol/L)  1.007 1.005-1.009 <0.0001 1.007 1.005-1.009 <0.0001 1.007 1.005-1.010 <0.0001
Proteinuria at 3 months (per g/day) 1.269 1.180-1.364 <0.0001 1.266 1.176-1.363 <0.0001 1.262  1.169-1.363 <0.0001
Acute rejection during the first year  2.114 1.598-2.797 <0.0001 2.220 1.674-2.945 <0.0001 2216 1.670-2.941 <0.0001

Year of transplantation 0.961 0.936-0.987 0.004 0.932 0.889-0.978 0.038 0.934 0.890-0.980 0.006
Systolic BP at 3 months (per mmHg) 1.006 0.998-1.015 0.128 1.006 0.998-1.014 0.149 1.006 0.998-1.015 0.139
Mycophenolate mofetil . . . 1.319 0.866-2.009 0.196 1.313 0.862-2.001 0.205
Cyclosporine . . . 1.640 0.962-2.796  0.069 1.642 0.963-2.798  0.068
Anti-lymphocyte globulins . . . 0.732  0.688-1.098 0.131 0.731 0.487-1.096 0.130
Donor age (per year) . 0.983 0.887-1.090 0.745

Abbreviations: HR, Hazard Ratio; 95% Cl, 95% Confidence Interval; D+, CMV-positive donor; D-, CMV-negative donor; BP, Blood Pressure

Model 1: adjustment on creatinine, proteinuria, systolic blood pressure at 3 months, biopsy-proven acute rejection occurrence during the first year and date
of transplantation

Model 2: model 1 + adjustment on mycophenolate mofetil, cyclosporine, anti-lymphocyte globulins use

Model 3: model 2 + adjustment on donor age.
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Figure S1: Number of CDS cells and NK cells at 2 vear after transplantation by donor and recipient CMYV serostatus.
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B. Second article " CMV-infected kidney grafts drive the expansion of
blood-born CMYV-specific T-cells restricted by shared HLA molecules
through presentation on donor’s cells." (soumis a publication)

Les résultats de Il'article précédent renforcent I'hypothése que l'intensité de la réponse
lymphocytaire CD8 anti-CMV puisse refléter le controle de l'infection dans le greffon et le
développement d'éventuelles 1ésions liées a cette derniere chez les patients transplantés
infectés avant la transplantation et recevant un greffon d'un donneur a haut risque d'étre
infecté (D+R+). Nous avons par ailleurs montré que le nombre de LT CD8 sanguins était plus
¢levé chez les patients recevant un rein D+. Les déterminants de la réponse immunitaire
spécifique du CMV sont actuellement peu compris et 1'effet de l'infection du donneur non
déterminé. Nous avons par conséquent étudi¢ cette question chez 115 patients transplantés

rénaux suivis a Tours.

Nous avons tout d'abord étudié l'effet de la superfinfection sur le nombre de lymphocytes anti-
pp65 producteurs d'IFN-y, de TNF-a et de granzyme B. Nous montrons que les patients
D+R+, comparés aux receveurs D-R+, ont un nombre trés supérieur de lymphocytes T
répondeurs, en particulier d'TFN-y. Nous avons ensuite analysé séparément les receveurs
partageant au moins une compatibilit¢ HLA de classe I avec leur receveurs et ceux présentant
un mésappariement complet pour les molécules HLA-A et HLA-B. Nous avons observé que
l'effet amplificateur de la réponse anti-CMV observé chez les patients D+R+ nécessitait un
appariement au moins partiel avec le greffon, suggérant que la stimulation des LT CD8 anti-
CMYV par les cellules du donneur était un ¢lément indispensable a cet effet. Nous avons alors
¢tudié le nombre de LT CDS8 anti-pp65 apparus apres la transplantation chez des patients non
infectés avant la greffe (D+R-). Nous rapportons que ces LT CDS8 anti-pp65 restreint par le
HLA-A2 étaient beaucoup plus nombreux lorsque le donneur était HLA-A2, c'est-a-dire
lorsque les LT CDS8 étaient stimulés par les cellules du donneur. Il est ainsi raisonnable de
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penser qu'il s'agit des cellules du greffon plus que de cellules présentatrices d'antigénes du
donneur ayant migré dans les organes lymphoides secondaires. Ce travail plaide donc pour un
role important de la présentation des peptides viraux au sein du greffon par les cellules

infectées dans I'¢laboration de la réponse lymphocytaire CD8 mémoire.

L'ensemble des résultats sont présenter dans l'article ci-apres intitulé "CMV-infected kidney
grafts drive the expansion of blood-born CMV-specific T-cells restricted by shared HLA

molecules through presentation on donor’s cells.", actuellement soumis a publication.
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Abstract

Background. Cytomegalovirus specific immune response is crucial to control CMV infection
in kidney transplant recipients (KTR), in whom recipient CMV can reactivated (R+) and
donor CMV superinfected (D+R+) or primary infected recipients (D+R-). Effect of CMV-
superinfection by kidney graft on CMV-specific T cell response is not yet well defined and
role of CMV infected donor cells in the development of CMV specific immune response
remains poorly understood. Patient and methods. We assessed specific immune response
using IFN-y ELISOPT and pp65 dextramers in 115 KTR (D+R- 31, D+R+ 44, D-R+ 40).
Results We observed that number of IFN-y-producing cells was higher in D+R+ as compared
to D-R+ recipients (3224 [850-9311] vs. 1983 [101-8785] spots/10° CD3+ cells, p=0.004).
Effect of superinfection remained in patients sharing at least one HLA-I identity (D+R+ 3245
[824-12999] vs. D-R+ 1791 [111-8614] spots/10® CD3+ cells, p=0.003) but disappeared in
full HLA-I mismatched KTR (D+R+ 2505 [1055-6818] vs. D-R+ 3651 [143-5961] spots/10°
of CD3+ cells, p=0.430). This results suggested that presentation of CMV peptides by donor
cells was crucial to stimulate the expansion of pp65-specific memory CDS8 T cells. Then, we
compared in D+R- recipient number of anti CMVpp65 CD8+-T cells restricted by HLA-A2
depending on whether the donor expressed or not HLA-A2, to determine role of shared HLA-
I and kidney allograft in CMV-specific CD8 T cell expansion. Patients who received non-
HLA-A2 kidneys developed very few anti-CMVpp65 T-cells restricted by HLA-A2 as
compared to those who received an HLA-A2 expressing kidney (300 [0-14638] vs 17,972
[222-85594] anti CMVpp65 CD8T-cells/10° of CDS cells, p=0.001). Conclusion. We bring
for the first time valuable evidences that CMV-infected donor cells drives inflation of

memory CMV specific CD8 T cells in kidney transplant recipients.
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Introduction

Human cytomegalovirus (CMV) is an ubiquitous herpes virus witch infects 50 to 90% of
subjects in United states and Europe, usually during their childhood (1,2). Following primary
infection, a large and powerful anti-CMV immune response, involving both innate and
adaptive components, leads to the resolution of acute primary infection and confines it in a
restricted number of cells in a latent state (3). Thus, CMV is not eliminated and persists life
long in its host in whom a dynamic subtle equilibrium establishes between the virus which
need to multiply to be shed in the secretions and disseminate to new host and the anti-CMV

immune response.

CMV specific HLA-I restricted CD8 T cells are an important component of post-
transplantation anti-CMV response. The vast majority of blood-borne CMV-specific CD8 T
cells is made up of terminally differentiated effector T cells also called inflationary T cells
(Teff, TEMRA) and of a minority of T central memory (Tcm) and T effector memory (TEM).
Teff are endowed with immediate effector function but have a short life span. They are
continuously replenished by HCMV-specific TCM or TEM subsets which divide and
differentiate after occasional antigen stimulation by non-haematopoietic cells. These cells
along with T resident memory (Trm) participate to the immune surveillance in latently
infected organs.

In transplant patients, use of immunosuppressive drugs and highly frequent events promoting
exit of latency such as ischemia-reperfusion, sepsis, alloreactivity deeply affect course of
CMYV infection. In addition, different settings can be encountered accordingly donor and
recipient CMV status. Thus, latent recipient CMV can reactivated in R+ recipient, irrespective
of donor CMV status and donor CMV reactivation can lead to superinfection in D+R+

recipients or primary infection in D+R- recipients. We have previously reported that donor
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CMV positivity was a risk factor of graft loss, especially in CMV infected recipient (D+R+)
(4), while CMV is commonly detected within transplanted kidneys from CMV positive
donors (5,6) and replication of CMV within kidney grafts is associated with a poor clinical
outcome (5,7). In addition, we showed that the deleterious effect of donor CMV positivity on
kidney graft outcome was mainly observed in full-HLA-I mismatched kidney recipients and
when a strong reduction of the CD8+ T-cell number occurred (4). More recently, we reported
that a polymorphism in the programmed cell death one gene influenced the specific CMV
immune response and the survival of CMV-infected grafts (8). Altogether, these data suggests
that anti-CMV CDS8 T cells have an important role to control CMV replication within kidney

graft.

Effect of CMV-superinfection by kidney graft on CMV-specific T cell response is not yet
well defined. In addition the role of CMV infected donor cells in the development of CMV
immune response remains poorly understood. In this retrospective cross-section study
performed in kidney transplant patients, we report that superinfection by CMV-infected grafts
deeply affects the CMV-specific immune response. This effect required HLA I matching
between donor and recipient. Finally, we bring some evidence that donor shared HLA-I is

crucial to develop CMV-specific CD8 T cells.

Patients and methods

Patients

One hundred and fifteen kidney transplant recipients were enrolled among adults exposed to
CMV (D+ and or R+) and remained at follow-up at the Tours University Hospital. Samples
were obtained when CMV disease was not suspected, at least one year after transplantation.

Initial immunosuppression involved methylprednisolone, polyclonal antilymphocyte

globulins (Thymoglobuline®) or basiliximab. The maintenance immunosuppressive regimen
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was mycophenolate mofetil or enteric-coated mycophenolate sodium, cyclosporine,
tacrolimus, mTOR inhibitors (sirolimus or everolimus) and prednisone as previously
described (9).

The patients with the highest risk of CMV disease (D+R-) received prophylaxis with aciclovir
or valaciclovir (1995-2003) or valganciclovir (2004-2015) for 3 or 6 months in absence of
contraindication and severe adverse events. Patients with a lower risk of CMV disease (R+)
received preemptive therapy until 2008. After 2009, all R+ recipients received prophylaxis
with valganciclovir for 3 months, except to D-R+ receiving basiliximab. From 1995 to 2012,
diagnosis of systemic CMV infection relied on pp65 CMV antigenemia, and thereafter was
based on PCR in whole blood (Abbott® RealTime) with results calibrated according to WHO
standards and expressed in log IU/ml. The threshold of detection of the assay was 1.79 log
IU/mL Antiviral drugs were used for asymptomatic patients with pp65 CMV antigenemia >50
stained neutrophils per milliliter or CMV load >4 log IU/mL, and when CMV viremia was
associated with attributable symptoms (CMV syndrome or tissue-invasive disease) according

to the American Society of Transplantation (10), irrespective of the level of CMV viremia.

Cell preparation

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated from whole blood by Ficoll
Hypaque density-gradient centrifugation (Lymphoprep; AbCys) after obtaining informed
signed consent. After two washes in RPMI-1640 medium, PBMCs were suspended in an
equal volume of freezing medium containing inactivated 10% fetal calf serum (FCS) and 10%
dimethyl sulfoxide. Duration of storage before thawing did not exceed two months. For
thawing, cryotubes were placed in a 37°C water bath and then were washed twice in complete
RPMI-1640 medium (93% RPMI-1640, 10% inactivated FCS, 1% L-glutamine and 1%

Penicillin—Streptomycin) at room temperature. The cell were incubated overnight to check
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recovery and viability (determined by acridine orange and ethidium bromide) before staining

and functional assays.

Measurement of cytokine production after pp635 stimulation (ELISPOT)

Plates were coated with interferon-y (IFN-y; Mabtech 3420-2APW-Human-IFN-y ELISpot
PRO kit), TNF-a (TNF-a; Mabtech 3510-2AW-Plus-Human- TNF-a ELISpot PRO kit) or
both IFN-y and granzym B (Grz-B; Mabtech 3485-2AW-Plus-Human-Grz-B ELISpot Plus
kit) for detecting anti-CMV plurifunctionnal T-cell, in order to test each response in duplicate.
After one wash with phosphatebuffered saline (PBS; ref. 20452335), freshly or freeze-
thawing isolated PBMCs from patients were incubated for 24h at 37°C with human-CMV
pp65 peptide mix (15umol/L, Peptivator CMV-pp65 130-093-438; Miltenyi Biotech) in 96-
well plates (1.5.105 PBMCs per well). We used an anti-CD3 antibody and medium alone as
positive and negative control, respectively. Next, plates were washed twice with PBS and
twice with PBS-0.05% Tween. Then, we added 80uL of biotinylated anti-IFN-y, anti-TNF-a
and anti-Grz-B at a 1:500, 1:250 and 1:1000 dilution, respectively. After a 30 minutes
incubation at room temperature, plates were washed three times with PBS-0.05% Tween
before an incubation with streptavidine-FITC solution at 1:1000 dilution for 30 minutes at
room temperature. Finally, we washed plates twice with PBS-0.05%and twice with distilled
water after last incubation with adequate substrate solutions (15 minutes for Grz-B and TNF-a
and 5 minutes for IFN-y). Analysis was by use of ImmunoSpot Counter (CTL-ImmunoSpot
S6 FluoroSpot line, Cleveland, OH, USA). The numbers of spots was expressed per million
PBMC or million of lymphocytes. Negative control wells were subtracted from the wells

containing the stimulated responder cells.

Measurement of anti-pp65 CD8 T-cells (dextramer)
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Number of CMV specific CD8 T-cells was determined in HLA-A2 KTR using PE-labeled
dextramers (Immudex, Denmark) loaded with HLA-A*0201 immunogenic CMV pp65-derived
peptide (amino acids 465-503, NLVPMVATYV). A total of 150 000 PBMCs in 50uL of PBS were
incubated with 10uL of dextramer for 10 minutes at room temperature into 96-well plates, according
to manufacturer protocol. A dextramer loaded with an irrelevant peptide was used as negative control.
A minimum of 150 000 cells were acquired with use of an FACSCanto (BD Biosciences) and
proportion of positive cells was determined by use of Diva software (BD Biosciences). Number of

cells staining with a dextramer loaded with an irrelevant peptide was subtracted.
Statistical analysis

Results are expressed as percentage or meant SD for normally distributed variables and median and
range (5th and 95th centiles) for non-normally distributed variables. Qualitative data were compared
using chi-square. Quantitative data were compared using Mann—Whitney. We calculated the number
of IFN-y spots-number of CD8 T-cells slopes in D+R-, D+R+ and D-R+ using linear regressions.
Statistical analyses were performed using XLSTAT 2016.4 (Addinsoft). A p < 0.05 was considered

statistically significant.

Results

Patients’ characteristics

The characteristics of donors and recipients at the time of transplantation and at the 3-month visit are
shown in Table 1 for all patients (n=115), D+R- (n=31), D+R+ (n=44) and D-R+ patients (n=40). The
occurrence of CMV viremia tended to be more frequent in D+R- recipients, while it was very similar
in D+R+ and D-R+ recipients. All D+R- recipients received prophylaxis (in comparison to D+R+ and
D-R+, p<0.0001). Otherwise, a prophylaxis was more often given in D+R+ than in D-R+ recipients

(57% vs. 33%, p=0.025). No other significant difference was observed (Table 1)
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Table 1. Baseline characteristics

Al (p=115) DHE-(p=31) EI:::. D-B+ (=407 D+R-ws D+R+ D+B+vs D-B+  D=R-wvs D-R=+
Dionor characetristics
Age (years) 573157 542173 50.6x153 57.1=14.7 0.21E 0.262 0.536
Male sex (®o) 575 54.3 511 G600 0.74% 0.411 0509
Living (%) 058 0.0 a7 5.0 0268 1.0 0.501
Fecipient characteristics
Age (years) 53.0=147 50.4=15.6 55.8=130 34.4=144 0.140 0.333 0.311
Male sex (o) 592 §7.7 62.2 525 0.621 0.365 0155
Sensitized (%&) 31.7 354 26.7 40.0 0.411 0.556 0.792
Graft characteristics at the ime of wansplantation
First graft (%a) 81.7 839 289 200 0.525 0.256 0,676
Preempiive wansplantztion (%) 133 o7 11.1 0.0 1 000 0,256 0327
HLA class AB mismatch 2511 24172 27201 24=10 0.305 D035 0346
HLA class DE. mismaich 1.0=0.7 1.0=0.8 1.0=07 1.0=0.5 0.674 0.3ED 0.B70
DNGEF () 83 6.4 44 125 1.000 0.246 0.457
Cold ischemiz (howurs) 16.9=4.7 19 06 6 16.1=T7.3 17.1=45.1 0.440 0754 0.E13
Initial immmmosuppressive regimen
Antihymecyte globulins (%) 45.0 35.5 55.6 375 0.085 0.056 0.861
Intereukine X receptor sntagonists (94 517 548 489 575 0510 0.427 0.E23
Cyclosponin (%) 225 258 280 150 0.75E 0.125 0.256
Tacrolimus (%a) 742 74.2 54.4 825 0.53% 0.061 0,281
LF or EC-MPS (%) 1000 1000 1000 100.0 1.000 1,000 0,385
mTOF. mhibibitors (%) 5.0 32 g0 25 0.643 0364 1.000
Clinical and biochemichal varizbles at 3 months
Systolic arterial pressure {mmHg) 140=14 137=13 141=13 140=15 0.232 0.32% 0.585
Diastelic arterial pressure (mmEz) TE=10 B1=0 To=0 Ta=11 0.291 0.315 0111
Semum crestnine level (pmolT) 130=44 131=47 146=44 139=38 0112 0.2E2 O.1E7
Proteinuria (g/'day) 0.4=0.5 0.3=03 0.4=04 0.4=08 0.170 0229 0.678
Events after ransplantadon
BPAR (%) 47 194 289 25 1.000 0502 0.747
CAIW viremis 492 58.0 48.7 430 0.345 0878 0.275
Interval fransplaniztion-blood sampling (moenths) 59t42 T0:33 57+34 Sp=32 0.328 0.159 0.2E2

D+, CMV -positive donor; D- CMV-negative doner; B+, CMV-positive recipient; F-, CMV-negative recipient; HLA . buman lenkocyte antigen; DGE, Delaved graft
function; BPAR  Biopsy-proven acute rejection; elxFR., estimated glomerular filtration rate
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Superinfection by CMV-infected graft drives the expansion of pp65-responsive blood-borne T-

cells.

We analyzed T-cell response to pp65 stimulation according to donor CMV serology in CMV-
positive recipients (44 D+R+ and 40 D-R+ recipients). We observed that number of IFN-y-
producing cells was higher in D+R+ as compared to D-R+ recipients whether expressed per
millions of T cells (3224 [850-9311] vs. 1983 [101-8785] spots/10® CD3+ cells, p=0.004) or
per blood volume unit (4508 [743-15744] vs. 2069 [75-12782] spots/mL, p=0.003) (Figure 1,
panel A). In a subgroup of 35 R+ recipients (20 D+R+ and 15 D-R+ recipients), we could also
assessed the number of cells producing TNF-a, IFN-y, Grz-B or both IFN-y and GzB (the
later being considered as polyfunctional T cells). Results were similar to those mentioned
above with a higher number of cells producing IFN-y in case of CMV-positive as compared to
CMV-negative donors (4508 [0-15912] vs. 1025 [0-9320] spots/mL, p=0.011). Numbers of
cells producing TNF-a, GzB or both IFN-y and GzB were higher in D+R+ than in D-R+
recipients, although the difference did not reach statistical significance (5334 [0-16483] vs.
2896 [0-15370] spots/mL, p=0.069 for TNF-a ; 1376 [0-5297] vs. 579 [0-11468] spots/mL,
p=0.094 for Grz-B; 705 [0-3385] vs. 101 [0-7216] spots/mL, p=0.069 for polyfunctional T
cells). Results were similar if expressed per millions of T lymphocytes.

These results indicated that kidneys from CMV-infected as compared to non-CMV-infected
donors triggered an expansion of pp65-responsive blood-borne memory CD8 T cells in CMV-

seropositive recipients, suggesting that superinfecton shaped specific immune CMV response.
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Figure 1. Donor CMYV positivity is associated with a stronger anti-CMYV response in

CMY positive recipients when at least one HLA-I identity is shared between donor and
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Panel A represents IFN-y production in response to pp65 stimulation in 44 D+R+ and 40 D+R-
recipients. Donor CMV positivity is associated with a stronger response. In panel B we have separated
66 recipients sharing at least one HLA-A or HLA-B identity with their donors ("No-Full HLA-I
mismatched recipients") and 18 recipients full HLA-I mismatched with their donors. We observed that
association between donor CMV positivity and IFN-y production disappeared in Full HLA-I
mismatched recipients and remained highly significant in no-Full HLA-I mismatched recipients.

Results are expressed as the number of spots per million of CD3P* cells and per mL of whole blood.
Horizontal bars represent the median value, the rectangular box connects the upper and lower quartiles

and whiskers connect the 5th and 95th percentiles.
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Expansion of pp65-responsive blood-borne T cells by CMV-infected graft requires HLA class

I matching.

The above results raised the issue of how viral antigens brought by CMV-infected kidneys
were presented to recipient memory CD8 T cells to drive their expansion in CMV-
superinfected patients. Indeed, viral peptides issued from the CMV-infected transplants can be
presented by either donor or recipient cells or possibly both. We decided to assess to which
extent donor cells participated to this expansion of pp65-responsive blood T cells.

We should keep in mind that only recipient-derived antigen-presenting cells (APC) were
present in our in vitro stimulation. Therefore this experimental design does not allow the
detection of pp65-responsive T cells uniquely restricted by donor-specific HLA molecules. If
expansion of blood borne pp65-specific CD8 T cells by CMV-infected graft was mainly
driven through presentation by donor HLA molecules we should not be able to detect this
expansion in case of fully HLA-AB mismatched combinations. Whereas in case of HLA-AB
matched combinations we should be able to observe the expansion since shared HLA-AB
expressed by recipient APCs should efficiently present and activate pp65-specific T cells. On
the opposite hypothesis, i.e., if donor cells had not any role, the expansion of blood borne
pp65-specific CD8+ T cells by CMV-infected graft should be observed even in fully HLA-
AB mismatched combinations.

Several hypotheses can be raised to account for this expansion of circulating pp65-specific
CDS8 T cells induced by CMV superinfection. Firstly, frequent CMV reactivations within the
graft may feed the recipient APCs with CMV peptides from infected kidneys in secondary
lymphoid organs (SLOs) allowing presentation to memory CD8+ cells that will thereafter
emigrate through the blood towards peripheral tissues, especially the graft. This will result in
an increase in the number of circulating self HLA-restricted T cells specific for pp65

whatever the HLA-AB matching between recipient and donor (even in patients with fully
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HLA-AB mismatched combinations). Alternatively, during CMV reactivations episodes,
CMV-infected donor cells may directly present CMV antigens and drive CD8+ T cell
proliferation. Then, a part of these cells may re-circulate into the blood and account for the
higher number of blood pp65-specific T cells. According to this second hypothesis and in case
of fully HLA-AB mismatched combinations, we should not expect any increase in the number
of circulating pp65-specific CD8 T cells since cell cultures would be devoided of donor type
HLA AB to insure an efficient presentation.

Therefore, we assessed the impact of donor CMV-positivity on anti-pp65 responses in fully
HLA-I mismatched R+ recipients and in those sharing at least one HLA-I compatibility with
their donors (Figure 1, panel B). We found that donor CMV positivity did not influence anti-
CMYV response in full HLA-I mismatched CMV positive recipients (2505 [1055-6818] vs.
3651 [143-5961] spots/10° of CD3+ cells, p=0.430 and 4090 [962-12581] vs. 3468 [495-
10621] spots/mL, p=0.465). In contrast, in HLA-I (partially) matched recipients, D+R+
recipients had a stronger anti-CMV response than D-R+ with regard to the number of IFN-y-
producing cells (3245 [824-12999] vs. 1791 [111-8614] spots/10° CD3+ cells, p=0.003 and

4939 [710-12998] vs. 1987 [165-13550] spots/mL, p=0.002) (Figure 1, panel B).

This result was obtained in patients who already had CMVpp65-specific memory T cells
before the transplantation, suggesting that presentation of CMV peptides by donor APCs was

crucial to stimulate the expansion of pp65-specific memory CD8 T cells.

Donor-type HLA shaped CMV-specific immune response in CMV-naive recipients.

Up to now, it is not known whether kidney allograft is capable of selectively expanding naive
anti CMV CD8 T cells. In order to ensure that the CMV-specific T-cells we were analyzing
have been developed from naive cells, we studied patients who were primary infected through

the transplant (D+R-). Then we counted pp65-specific T-cells restricted to HLA-A2 in
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recipients expressing HLA-A2 in their SLOs but not in their graft epithelial cells (non-HLA-
A2 expressing donors). In these patients, HLA-A2-restricted CD8 T cells generation relied
only on presentation on self APC and not on donor cells. We then compared to recipients

expressing HLA-A2 both in their SLOs and graft epithelial cells.

Thus, we compared the frequency of anti CMVpp65 CD8+-T cells restricted by HLA-A2
depending on whether the donor expressed or not HLA-A2 (Figure 2, panel A). We analyzed
31 D+R- recipients of HLA-A2 genotype, among which 11 had a donor who did not express
HLA-A2 and 20 for which both donor and recipient expressed HLA-A2. Results showed that
patients who received non-HLA-A2 expressing kidneys developed very few anti-CMVpp65
T-cells restricted by HLA-A2 as compared to those who received an HLA-A2 expressing
kidney (300 [0-14638] vs 17,972 [222-85594] anti CMVpp65 CD8T-cells per millions of
CDS8 T-cells, p=0.001 and 213 [0-10688] vs. 7694 [84-47879] anti CMVpp65 CD8+ T-cells
per mL, p=0.002). This indicates that presentation of CMV antigens to CD8 T-cells by HLA-
A2-expressing recipient’s APC either did not take place or was not efficient to drive the
development of CMV-specific memory CD8+T cells if the kidney does not express HLA-A2

itself.

We next assessed the impact of donor HLA on the development of anti-CMV T-cell in
viremic and non viremic patients. Indeed, we may hypothesize that in viremic patients, CMV
antigens may disseminate and easily gain access to recipient APC within SLO and therefore
these patients may more likely develop clones restricted by recipient-type HLA 1. On the
other hand CMV antigens may stay localized within the kidney in non-viremic patients and
therefore CMV response would become highly dependent on the presentation by donor-type
HLA. First, we observed that effect of donor HLA I on the development of CMV-specific
CD8 T cells remained strong in viremic recipients (18785 [1019-59224] vs. 742 [1-16237]

anti CMVpp65 CD8T-cells per millions of CD8 T-cells, p=0.017 and 12680 [599-50728] vs.
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539 [1-12013] anti CMVpp65 CD8T-cells per mL, p=0.013). Of note, non-viremic recipients
had a much higher number of anti CMVpp65 CD8+-T cells if donor expressed A2 (13000
[213-83653] vs. 30 [0-1369] anti CMVpp65 CD8T-cells per millions of CD8 T-cells, p=0.025
and 6405 [54-23336] vs. 8 [213-1186] anti CMVpp65 CD8T-cells per mL, p=0.025). This
suggests that CMV-peptide presentation on donor cells was crucial to generate anti CMV

CD8 T cell response in both viremic and non-viremic patients.

Figure 2. Donor HLA I within the graft plays an important role to shape CMV-specific

immune response
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Panel A represents number of anti-CMVpp65 CD8 T cells restricted to HLA A2 in 31 D+R- recipients
according to HLA A2 expression in donor. Donor A2 positivity is associated with a stronger increase
of number of anti-CMVpp65 CD8 T cells antipp65 as compared to donor who did not expressed HLA
A2. In panel B we have separated according to occurrence of CMV viremia during the first year post
transplantation. We observed that influence of donor HLA remained irrespective of history of CMV
viremia.

Results are expressed as the number of anti-CMVpp65 CD8 T cells restricted to HLA A2 per million
of CDS8 T cells and per mL of whole blood. Horizontal bars represent the median value, the rectangular
box connects the upper and lower quartiles and whiskers connect the 5th and 95th percentiles.
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Close correlation between CMV-specific immune response and size of blood-borne CD8

T cell pool in recipients of CMV-infected grafts.

Because a large proportion of CD8 T-cell repertoire is devoted to struggle against CMV
(10,11), we assessed whether CMV-infected grafts could expand the size of blood-borne
CD8 T cell compartment. For this purpose, we assessed the relationship between the number
of circulating CD8+ T-cell and the CMV-specific immune response in recipients having
received a D+ kidney (D+R- and D+R+) as compared to D-R+ recipients. We observed a
positive correlation in 29 D+R- recipients (R=0.697, p<0.0001) and in 44 D+R+ recipients
(R=0.502, p=0.001), while no significant correlation was observed in 40 D-R+ recipients
(R=0.237, R=0.141). CMV response is a major determinant of the size of the blood-borne
CDS8 T cell compartment in D+ recipients and not in D-R+ suggesting that CMV-infected

grafts drove the size of circulating CD8 T-cell pool as a whole.

Figure 3. CMV drives the size of the CD8 circulating T cells in D+ but D- recipients.
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Relationship between number of CD8 T-cells and number of cells-producing IFNy in response to pp65
stimulation in 29 D+R- recipients (left), 44 D+R+ recipients (middle) and 40 D-R+ recipients (right).
We observed a positive correlation in D+R- (R=0.697, p<0.0001) and in D+R+ recipients (R=0.502,
p=0.001) but not in D-R+(R=0.237, R=0.141).
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Discussion

Impact of donor CMV infection on posttransplant specific immune response CMV, especially
on anti-CMV CDS8 T cells, and even involvement of CMV replication, have seldom been
studied. Based on D+R+ kidney transplantation experiments, it has initially suggested that a
large proportion of CMV infections originated from recipient (13,14). However, it has later
been discovered a dominant MCMYV resistance trait expressed by the C57BL/6 using as
recipient in these studies and therefore limiting scope of these results (15). In contrast, it has
been reported in human kidney transplant recipients that seropositive recipients can be
reinfected by a new CMYV strain from the donor after transplantation (16). Our result indicate
that donor CMV infection drive specific CMV immune response and therefore suggest that
donor CMV reactivates after transplantation and subsequently stimulate anti-CMV
lymphocyte in recipient. Moreover, because size of viral inoculum is correlated with
amplitude of T cell response, effect of donor CMV infection on CMV specific response bodes

that CMV reactivations in donor cells are frequent and significant (17).

The relative weight of donor and recipient CMV presentation on the magnitude of CMV
immune response after transplantation is unknown. A study has shown that CMV specific
CDS8 T cells response is prominent as compared to CD4 T cell. Shabir et al. has reported that
specific donor HLA-I has not any role in generation of CMV specific CD8 T cells after
kidney transplantation (6). Indeed, only CMV CD8 T cells restricted to recipient HLA-I were
identified and no recipients mounted responses to CMV presented by donor specific HLA.
This result could underlining importance of recipient APC to generate However, role of HLA-
I identities shared between donor and recipient has not been assessed and therefore it cannot
be excluded that presentation of CMV peptide by donor cells activate specific CD8 T cell.
Measuring involvement of shared HLA-I is a hard task. Here we report that expansion of

blood-borne cytokines producing pp65-specific T cells following transplantation with a
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kidney from a CMV-infected donor required the presence of shared HLA-I between donor
and recipient. However, shared HLA-I are expressed in both recipient SLOs and organ donor
cells. Based on results obtained in HLA-A2 expressing D+R- recipients, in whom anti-CMV
CDS8 T cells were much more developing while graft (donor) also expressed HLA-A2. For the
first time it can be assure that shared HLA-I on donor cells is the main contributor of CMV
specific CD8 T cell response and that kidney graft should be considered as a CMV presenting

organ.

It would be interesting to know more accurately what kinds of donor cells are implied to
activate circulating CMV specific CD8 T cells. Indeed donor presenting cells could be either
kidney cells, such as endothelial cells, fibroblast and tubular cells, or donor passenger
leucocytes. As detailed in a recent extensive review, it is currently considered that non-
haematopoietic cells memory CDS8 support T cell inflation, in a HLA-I dependent manner
(18). This assumption relied on experimental data collected in mice infected by MCMYV,
which induced a large and sustained expansion of virus-specific CDS8 in the blood. Indeed, it
has been reported that infected non-haematopoietic cells in lymph nodes restimulate central
memory CD8 T cells, which supplies blood-borne effector memory CDS8 cells pool (19).
Because unlike presence of long life donor non-haematopoietic cells in SLOs, we can sensibly
hypothesize that donor non-professional APCs promoting CD8 T cell inflation in kidney
transplant recipient are inside kidney. In mouse, infected endothelial cells could also
participate to inflation of MCMV-specific memory CD8 T cell pool because this latter was
not fully prevent after inhibition of T cell egress from SLOs (20). Since memory effector and
resident memory CDS8 T cell are not thought to be a source of inflated CD8 T cell population,
it may be suppose that infected graft vasculature expressing shared HLA-I directly stimulates

effector memory T-cells.
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How the blood-borne CMV-specific CD8 T cells participate to control of CMV replication
inside graft remains disputed. It is an important point because we and others have reported
that donor CMV infection has been associated with a poor graft outcome (4,21,22), while few
studies have shown that CMV replication within kidney graft would promote chronic allograft
dysfunction (5,7). Lin et al have recently classified organs accordingly to their accessibility to
CDS8 T cell (23). They considered kidney as permissive organ, meaning that it can recruit CD8
T cells even in absence of inflammatory conditions in order to quickly and efficiently control
CMV reactivation along tissue-resident memory T cells. Interestingly, we have reported that
kidney transplant recipients carrying genetic variant in PDCD1 gene had a higher number of
IFN-y producing CMV-specific T cells than wild-type homozygous and a better kidney graft
survival. This report, replicated in lung transplant recipients, might indirectly suggest that
CMV specific T cell response is a reflect of ability to control graft damages associated with

donor CMV infection.

In conclusion, we bring for the first time valuable evidences that CMV-infected donor cells

directly drives inflation of memory CMV specific CD8 T cells in kidney transplant recipients.
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C. Troisieme article: "Polymorphism in programmed cell death 1 gene is
strongly associated with lung and kidney allograft survival in recipients
from CMYV-positive donors." (J Heart Lung Transplant 2016, published on
line, in press)

Dans les deux premiers articles de cette thése nous décrivons respectivement des "effet D+"
sur la survie des greffons et la réponse immunitaire spécifique anti-CMV. Ces effets D+ sont
influencés par l'appariement HLA de classe I entre le donneur et le receveur, qui conditionne
la présentation des peptides viraux par les cellules du donneur aux LT CDS8 spécifiques du
CMV. Ces résultats justifient de rechercher d'autres parameétres de la réponse immunitaire

anti-CMV, en particulier CDS, qui pourraient influencer la survie des greffons D+.

Dans le troisieme article de cette theése, nous rapportons l'impact d'un polymorphisme
génétique de type SNP (pour Single Nucleotide Polymorphism) localisé dans le géne PDCD!
codant pour PD-1, qui comme nous I'avons précédemment détaillé, est un des récepteurs
inhibiteurs surexprimé sur les LT CD8 épuisés dans les infections virales chroniques. Ce
polymorphisme a été sélectionné car il a précédemment été rapporté qu'il était fonctionnel et
qu'il était associé a la survenue de pathologies auto-immunes. Nous montrons que dans une
premiére cohorte de patients transplantés rénaux recevant un rein d'un donneur séropositif
pour le CMV, la présence de l'alléle variant A, associée dans la littérature a une plus forte
activité lymphocytaire, était associée a une meilleure survie des greffons. Une seconde étude,
réalisée chez des patients ayant re¢u une transplantation pulmonaire dans plusieurs centres
francais a retrouvé un résultat similaire, avec des arguments spirométriques en faveur d'un
effet protecteur vis a vis du risque de développer une bronchiolite oblitérante. De plus, nous
avons montré que les patients transplantés rénaux AA avaient un plus grand nombre de

lymphocytes anti-CMV producteurs d'IFN-y que les receveurs GG.
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L'ensemble des résultats sont détaillés dans l'article ci-apres intitulé "Polymorphism in
programmed cell death 1 gene is strongly associated with lung and kidney allograft survival in

recipients from CMV-positive donors.".
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BACKGROUND: Cytomegalovirus (CMV) has a role in chronic rejection and graft loss in kidney
transplant (KTx) and lung transplant (LTx) recipients. In addition, donor CMV seropositivity is an
independent risk factor for renal graft loss. The anti-CMV response might modulate this risk. Expression
of programmed cell death 1 (PD-1), a receptor involved in viral-specific T-cell exhaustion, is influenced
by a single nucleotide polymorphism called PD-1.3 (wild-type allele G, variant allele A).

METHODS: We performed a retrospective study to assess the impact of PD-1.3 on graft outcome in
donor CMV seropositive (D+) and donor CMV seronegative (D—) KTx and LTx. We also performed a
case-control study to evaluate the anti-CMVpp65 response according to genotype.

RESULTS: PD-1.3 was determined in 1,119 KTx and 181 LTx. In 481 D+ KTx, A allele carriers (24 %)
experienced significantly less graft failure compared with GG carriers (p = 0.001). Multivariate analysis
showed that this association was independent of donor and recipient age, acute rejection episodes,
and number of human leukocyte antigen mismatches (hazard ratio, 0.381; 95% confidence interval,
0.209-0.696; p = 0.002). Analysis in 85 D+ LTx showed similar results: A allele carriers had better
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Cytomegalovirus (CMV), a herpesvirus, infects 509%—
90% of adults in the United States and Europe.' The virus
establishes lifelong infection characterized by phases of
latency punctuated by periodic reactivations.™* In animal
models, the alloimmune response triggers productive
replication of the virus within transplanted organs, which
induces local inflammation, prevents graft acceptance, and
eventually promotes chronic rejection.”’ Moreover, several
human studies have suggested that CMV infection may also
prime kidney and lung allografts for rejection® " and favor
development of chronic damage, such as vascular lesions
and interstitial fibrosis/tubular atrophy in kidney grafts.''™"*

The role of CMV in lung transplantation (LTx) has
been highlighted by several authors who reported that
CMV viremia and CMV pneumonitis increased the risk
of bronchiolitis obliterans syndrome.'*”'” These long-term
effects of CMV are of concern, as bronchiolitis obliterans
syndrome is the leading cause of death after the first post-
transplant year, and the incidence has been stable in recent
decades.'® In kidney transplantation (KTx), it is now well
established that active CMV replication is frequently present
in grafls,“”g especially in donor CMV seropositive (D+)
KTx.” Although persistent active intragraft CMV replica-
tion has been associated with decreased graft survival,”'=*
we and others have reported that CMV seropositivity of the
donor is an independent risk factor for kidney graft
failure.”*** We showed that the deleterious impact of
D+ KTx was strongest in the case of full human leukocyte
antigen (HLA) class T mismatch,” possibly because the
donor’s kidney epithelial cells were poorly accessible to the
recipient’s CMV-specific CD87 T cells, as suggested by
another gmup.m emphasizing the role of the anti-CMV
cytotoxic T-cell response. Progressive dysfunction of the
T-cell response is known to be a key element in the course
of chronic viral infections such as human immunodeficiency
virus and hepatitis C virus.”> Similarly, the persistence of
CMYV increases the number of dysfunctional CMV-specific
T cells over time’ ™’ that are continuously driven to
exhaustion,”" eventually causing their elimination by
apoptosis.”” Programmed cell death 1 (PD-1) has been
revealed to be a crucial player in the dysfunction of human
immunodeficiency virus—specific T cells’' ™" and possibly
of human CMV-specific CD8" T cells.” Moreover, PD-1
has been found to be involved in the clinical control of
CMV infections after KTx and LTx.***°

An intronic single nucleotide polymorphism (SNP)
termed “PD-1.3 SNP” (G to A substitution; rs1568821) in
PDCDI (minor allele frequency in European populations,

approximately 13%°°) disrupts the binding of transcription
factor Runx1 and is associated with reduced transcriptional
activity of the gene and decreased inhibition of T cells.*” "
This SNP has been reported to be associated with several
autoimmune  diseases.”® "' Therefore, we investigated
whether this SNP had an impact on graft survival of KTx
and LTx in recipients of D+ organs. In addition, we
performed an in vitro pilot study to assess the effects of

PD1.3 SNP on the anti-CMV T-cell response.

Methods
Patients and study design

DNA samples from patients undergoing KTx and LTx were
obtained after receiving informed signed consent. Ethics committee
approval was granted for collection of DNA samples and the study
by the Comité de Protection des Personnes Tours-Région Centre
Ouest 1 (DC 2013-1780).

The study included patients who underwent KTx between 1985
and 2008 in Tours, France. The following variables were recorded
for KTx recipients: type of donor (living or deceased), CMV
serology, age and sex of recipient and donor, cause of renal
disease, graft rank, number of HLA class I (HLA-A, HLA-B) and
class I1 (HLA-DR) mismatches, immunosuppressive treatments,
cold ischemia time, delayed graft function (dialysis during the first
week after transplantation), CMV antigenemia, and acute rejection.

Among the 1,280 transplantations performed during the study
period, there were 561 D+ and 719 donor CMYV seronegative (D—)
recipients. DNA samples were available for 486 D+ patients
(D+R+, n = 253; D+R—, n = 233) and for 633 D— patients
(D—R+. n = 328; D—R—, n = 305). Data for patients at high risk
for post-transplantation CMV (i.e., patients who received a KTx
from a CMV-infected donor [D+]) and patients at low risk (i.e.,
patients who received a KTx from a CMV-negative donor [D—])
were analyzed separately. All D+R— KTx recipients were given
prophylaxis in the form of a weekly infusion of immunoglobulin
therapy for 1 month (period 1985—1994) and aciclovir or
valaciclovir (period 1995—-2003) or valganciclovir (period
2004—2008) for 3 months. Patients with a lower risk of CMV
disease (pre-transplantation CMV-positive recipients [R+])
received pre-emptive therapy. Diagnosis of CMV infection was
based on CMV culture from 1984 to 1994 and subsequently on
antigenemia tests (number of stained polynuclear cells/2.10°
leukocytes), as previously described.”” Weekly CMV antigenemia
tests were performed for 6 months after transplantation. During
the period 1996—1997, pp65 antigenemia was introduced, and
mycophenolate mofetil and ganciclovir were introduced. There-
fore, we analyzed data from 1985 to 1995 (n = 116 D+, n = 176
D—) and from 1996 to 2008 (n = 370 D+, n = 457 D—)
separately.
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We then assessed the impact of PD1.3 SNP in patients who
underwent LTx, in whom it is known that CMV has a more
significant impact on survival compared with patients who undergo
KTx.""** Moreover, we expected a greater number of graft losses
than in KTx recipients. Given the strength of the association found
in D+ KTx recipients, and assuming a similar hazard ratio (HR),
we calculated that we would achieve sufficient power with analysis
of 90 LTx from D+ recipients (power of 80%, type 1 error of 5%).
Therefore, we established a multicenter study of 181 patients
(n = 85 D+ and n = 96 D—) who underwent LTx during the
period 2000-2009 at 3 different centers in France (HEGP, Paris;
FOCH Hospital, Suresnes; and Nantes Hospital). CMV prophy-
laxis strategies were less heterogeneous than in K'Tx recipients; all
patients with a risk of CMV infection (D+ and/or R+) received
intravenous ganciclovir within a few days after transplantation and
were switched to valganciclovir adjusted to renal function as
soon as oral medication was tolerated. The following variables
were recorded for LTx: CMV serology. age and sex of recipient,
graft rank, cause of lung disease, types of organs transplanted,
immunosuppressive treatments, and forced expiratory volume (FEV).

PD-1.3 genotyping

Patients underwent genotyping for the PD-1.3 SNP (rs11568821)
by oligonucleotide ligation assay™ blind to clinical data. Polymer-
ase chain reaction was performed with the following specific
primers: forward (5'CCAGGCAGCAACCTCAATC3') and re-
verse (5'GTCCCCCTCTGAAATGTCC3'). The polymerase chain
reaction product was then split into 2 ligation solutions containing
a “trap probe” specific for the wild-type allele (5 CGGTCGACGA
GCTGCCGCGCAAGATGCACCCCCGAGACCS) or the var-
iant allele (SCGGTCGACGAGCTGCC-GCGCAAGATGCAC
CCCCGAGACT3') and a fluorescein isothiocyanate -labeled
reporting probe (5'GCAGGTGGGCTG3'). The trap probe was
captured on fluorescent beads for analysis by flow cytometry (BD
FACSCanto; BD Biosciences).

Case-control study for in vitro analysis of CMV-
specific immune response

We included only patients with homozygous alleles (AA or GG)
with a functioning graft at the time of analysis who were infected
with CMV before transplantation (R+ recipients). Each patient
with the variant allele (AA, case group) was matched with 2 GG
allele carriers (control group). The matching criteria were serologic
CMV status of donor, anti-globulin at time of transplantation,
recipient age at transplantation (* 8 years), year of transplantation
(* 5 years), treatment with calcineurin inhibitor at the time of
blood sampling or no treatment with calcineurin inhibitor. Freshly
isolated peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) (10°) from
patients were incubated for 24 hours at 37°C with human CMV
peptides (PepTivator CMV pp65; Miltenyi Biotech) in 96-well
plates pre-coated with anti-interferon-y antibody (3420-2APW-10
Human-IFN-y ELISpot PRO kit; Mabtech). Analysis was done with
an ImmunoSpot counter (CTL-ImmunoSpot S6 FluoroSpot Line;
CTL, Shaker Heights, OH). The numbers of spots (per 1 million
PBMCs) were compared for patients with AA and GG genoty pes.

Statistical analysis

Qualitative data were compared using chi-square test, and
quantitative data were compared using Mann-Whitney test. In

KTx recipients, the Kaplan-Meier method was used to estimate
the uncensored graft survival (death or graft failure defined as end-
stage renal disease requiring dialysis or transplantation), patient
survival (end-stage renal disease was censored), and death-
censored graft survival. In LTx recipients, we assessed uncensored
graft survival and patient survival.

Log-rank tests were used to compare survival for carriers of GA
or AA and GG alleles using univariate and multivariate Cox
regressions. The results were expressed with HR, 95% confidence
intervals (CI), and p values. We used Mann-Whitney tests to
compare the number of interferon-y-producing cells. Statistical
analyses were performed using SAS version 9.1 (SAS Institute,
Inc., Cary, NC), and p < 0.05 was considered significant.

Results

PD-1.3 SNP was strongly associated with kidney
graft survival in D+ recipients, especially in
D+R+ patients

The frequency of the A allele was 13.0% (with 847 GG
patients, 252 heterozygous GA patients, and 20 AA
patients). There was no evidence to support rejection of
the assumption of Hardy-Weinberg equilibrium (p > 0.05).
The demographic characteristics of patients with the A allele
did not differ from the characteristics of wild-type
homozygous patients (GG) whether in group D+
(n = 486) or D— (n = 633) (Table 1).

End-stage renal disease occurred in 107 D+ recipients
and 112 D— recipients. During the study period, 103
patients died (38 D+ and 65 D—) (median follow-up time,
5.8 years; range, 0.0-23.8 years; 8,206 patient-years).
The PD-1.3 SNP A allele (GA or AA) was significantly
associated with better uncensored graft survival (p = 0.006)
in the D+ group compared with the GG allele (Figure 1A).
PD-1.3 SNP was significantly associated with death-
censored graft survival (p = 0.001) but not with patient
survival (p = 0.748). After adjustment for donor and
recipient age, acute rejection, and HLA mismatch, multi-
variate analysis revealed that the A allele of the SNP
remained a strong and independent protective factor for
graft failure for D+ patents (HR, 0.381: 95% CI,
0.209-0.696; p = 0.0017). The association was stronger
in the D+R+ group than in the D4+R— group (Figure 1B).
In contrast, there was no significant association in the
D— recipient group as a whole (p = 0.486) (Figure 1A) orin
the D—R+ or D—R— subgroups (p = 0.723 and p = 0.522,
respectively) (Figure 1B).

From 1985 to 1995 (n =116 D+, n = 176 D—) and from
1996 to 2008 (n = 370 D+, n = 457 D—), nisk of death-
censored graft survival remained better in A carrier than in
GG D+ recipients (p = 0.014 and p = 0.022, respectively)
(Figure 2). Multivariate analysis demonstrated that the PD-
1.3 SNP remained an independent risk factor in both periods
(HR, 0.336; 95% CI, 0.132-0.851; p = 0.021 for 1985-
1995 period and HR, 0421; 95% CI, 0.190-0.934;
p = 0.033 for 1996-2008 period). In addition, the difference
between death-censored graft survival observed in D+ A
carriers and GG patients during the first period (+4.8% at
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Table 1

Demographic Characteristics of Patients From Tours, France, Who Underwent Kidney Transplantation Between 1985 and 2008

D+ patients (n = 486)
G/G (n = 371) A carriers (n = 115) p

D— patients (n = 633)
G/G (n = 476) A camiers (n = 157) p

Demographic characteristics
Mean donor age, years 46 = 17 43 + 18
Living donor (%) 5(1) 1{1)
Mean recipient age, years 47 £ 15 46 £ 15
Recipient male (%) 225 (60) 65 (57)
Cause of renal disease
Diabetes (%) 22 (6) 6 (5)

Glomerulonephritis (%) 57 (15) 16 (14)
Polycystic kidney disease (%) 68 (18) 25 (22)
IgA nephropathy (%) 29 (8) 12 (10)
Other (%) 195 (53) 56 (49)
Pre-transplantation CMV serology of recipient
R— (%) 176 (47) 57 (50)
R+ (%) 195 (53) 58 (50)
CMV prophylaxis (%) 175 (48) 52 (47)
Unknown prophylaxis (%) 10 (3) 4 (3)
Graft characteristics
Graft rank >1 (%) 56 (15) 12 (10)
Mean cold ischemia time, hours 21 = 9 21 £ 8
Mean HLA mismatches AB 27011 2i0 201
Mean HLA mismatches DR I3 0.7 12 -ta065
Anti-HLA immunization (%) 80 (24) 19 (18)
Delayed graft function (%) 78 (21) 26 (23)
Acute rejection (%) 122 (33) 34 (29)
Treatments in first 3 months
Anti-thymocyte globulins (%) 247 (67) 67 (59)
Anti-IL-2R (%) 110 (30) 35 (31)
Calcineurin inhibitors (%) 345 (93) 107 (93)
Mycophenolate mofetil (%) 251 (68) 77 (67)
Azathioprine (%) 108 (29) 35 (30)

0.16 42 + 16 41 * 16 0.67
0.87 8 (1) 3(2) 0.87
042 45+ 15 46 + 15 0.41
0.49 302 (63) 100 (64) 0.95
0.95 25 (5) 5 (3) 0.40
0.82 58 (11) 12 (8) 0.27
0.50 67 (14) 37 (23) 0.01
0.49 54 (12) 20 (13) 0.74
0.54 277 (58) 83 (53) 0.35
0.77 233 (49) 72 (46) 0.56
0.77 243 (51) 85 (54) 0.56
0.80 19 (4) 6 (4) 0.87
0.90 9 (2) 4(2) 0.85
0.27 58 (12) 22 (14) 0.64
0.09 20*38 21+8 0.25
0.58 2.7+ 1 e ] 0.29
0.93 1.2 % 0.7 1.2 + 0.6 0.51
0.25 91 (21) 31 (22) 0.85
0.82 101 (21) 37 (23) 0.61
0.21 161 (34) 54 (34) 0.97
0.19 300 (63) 116 (74) 0.02
0.92 143 (30) 35 (22) 0.07
0.85 457 (96) 147 (94) 0.31
0.94 302 (63) 99 (63) 0.98
0.88 160 (34) 57 (36) 0.60

Data are shown as percentage or mean = standard deviation (SD). Chi-square and Mann-Whitney tests were used to compare gualitative and guantitative

data, respectively.

CMV, cytomegalovirus; D—, donor CMV seronegative; D+, donor CMV seropositive; HLA, human leukocyte antigen; IL-2R, interleukin-2 receptor; R—,

recipient CMV seronegative; R+, recipient CMV seropositive.

5 years and +15.1% at 10 years) remained at least as great
in the most recent transplantation period (+7.7% at 5 years
and +18.2% at 10 years). Therefore, the association was
strong and robust in D+ recipients regardless of the period
of transplantation. The incidence of CMV viremia after
1995 in D+ recipients did not differ in relation to the
PD-1.3 SNP (GG vs A carriers: 57.4% vs 55.3%, p = 0738).

PD-1.3 SNP was strongly associated with survival in
D+ LTx recipients

The frequency of the A allele was 13.7%, and Hardy-
Weinberg equilibrium was respected (p > 0.05). The
demographic characteristics of patients with the A allele did
not differ from the characteristics of wild-type homozygous
patients (GG) whether in the D+ or D— group (Table 2).
Death occurred in 101 patients, and retransplantation
occurred in 4 patients (median follow-up time, 1.9 years;
range, 0.0-15.4 years; 514 patient-years). In 85 D+ patients,
uncensored graft survival and patient survival were
significantly better for A carriers than for GG patients
(p = 0.004 and p = 0.006, respectively). In D— patients,

survival did not differ according to genotype (Figure 3).
After adjustment for recipient age, multivariate analysis
revealed that the A allele strongly protected against death in
D+ patients (HR, 0.302; 95% CI, 0.128-0.716; p = 0.006).
Occurrence of CMV viremia (data available for 58
D+ patients) was not associated with PD-1.3 SNP (GG vs
A carriers: 65% vs 73%, p = 0.6).

To assess more fully the effects of SNP on the function of
the lung transplant itself, we also analyzed FEV. Of the 61
D+ patients still alive at 6 months post-transplantation, FEV
was available in 47 (12 A camriers and 35 GG). A carriers
had a significantly greater FEV at 6 months (71% = 17% vs
54% % 16%, p = 0.001). In contrast, FEV in D—R—
patients was not statistically different in A camiers or
GG (14 A carriers, 67% * 26%; 46 GG, 63% * 19%;
p = 0.29).

AA homozygous patients had a greater number of
CMV-responding T cells

To improve understanding of the above-mentioned clinical
results, we assessed the CMV-specific immune response
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Figure 1 Variant A allele of the PD-1.3 SNP was strongly associated with graft survival in patients who received kidneys from CMV-
infected donors. (A) Kaplan-Meier analyses of data for patients who received D+ KTx (n = 486) and D— K'Tx (n = 633). Uncensored graft
survival, patient survival, and death-censored graft survival are shown in the upper, middle, and lower graphs. Bold lines represent GG allele
carriers, and dashed lines represent A allele carriers (AA or GA). In D+ recipients, the presence of the A allele was associated with a better
uncensored graft survival rate (p = 0.006) (upper left graph) and death-censored graft survival rate (p = 0.001) (lower left graph). In the
D— group (right graphs), the SNP was not associated with uncensored graft survival, patient survival, or death-censored graft survival
(B) Variant A allele of PD-1.3 SNP is highly associated with death-censored kidney graft survival in D+R+ patients. Graphs represent death-
censored graft survival by Kaplan-Meier analysis for the group indicated: D—R+ (n = 328, p = 0.726), D—R— (n = 305, p = 0.723),
D+R+ (n = 253, p = 0.001), and D+R— (n = 233, p = 0.145).
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Figure 2 Variant A allele of PD-1.3 SNP was associated with kidney graft survival in D+ recipients regardless of period of
transplantation. Upper graphs (A and B) represent death-censored graft survival by Kaplan-Meier analysis for transplantations performed
between 1985 and 1995 [n = 116 (A); n = 176 (B)], and lower graphs (C and D) represent death-censored graft survival for transplantations
performed between 1996 and 2008 [n = 370 (C); n = 457 (D)]. Bold lines represent GG allele carriers, and dashed lines represent
A allele carriers (AA and GA). The presence of the A allele was associated with better graft survival in D+ recipients for both periods
of transplantation [p = 0.014 (A) and p = 0.022 (B)]. In contrast, there was no association in D— recipients [p = 0.696 (B) and

p = 0.540 (D)].

Table 2 Demographic Characteristics of Patients Who Underwent Lung Transplantation From 3 Hospitals in France

D+ patients (n = 85) D— patients (n = 96)
G/G (n = 64) A carriers (n = 21) p G/G (n = 75) A carriers (n = 21) p

Demographic characteristics

Mean donor age, years 45 = 14 44 + 16 0.95 371 =13 44 + 15 0.09

Mean recipient age, years 36 + 14 Afea ] 0.75 36 + 14 39 + 15 0.75

Recipient male (%) 35 (54) 13 (59) 091 44 (58) 11 (52) 0.79

Graft rank >1 (%) 3 (5) 0 (0) 057 0 1 0.22
Cause of lung disease

Cystic fibrosis (%) 33 (52) 10 (45.5) 0.95 44 (58) 10 (48) 0.51

Emphysema (%) 9 (14) 4 (18) 0.84 15 (20) 6 (29) 0.58

Pulmonary fibrosis (%) 6 (9) 1 (4.5) 0.83 Helely 3 (14) 0.50

Other (%) 16 (25) 7 (32) 0.73 11 (15) 2 (9) 0.77
Pre-transplantation CMV serology of recipient

R— (%) 32 (50) 10 (45) 0.00 44 (59) 15 (71) 0.42

R+ (%) 30 (47) 12 (55) 0.71 28 (37) 6 (29) 0.63

Unknown (%) 2 (3) 0 0.98 3 (4) 0 0.82
Transplanted organ (%)

Single lung (%) 14 (22) 4 (18) 0.76 12 (16) 7 (33) 0.14

Double lung (%) 40 (62) 15 (68) 019 52 (69) 12 (57) 0.43

Heart and lung (%) 1(2) 1(5) 0.98 4 (5.5) 1 (5) 0.65

Others (%) 9 (14) 2(9) 0.82 7 (9.5) 1 (5) 0.82

Data are shown as percentage or mean * standard deviation (SD). Chi-square and Mann-Whitney tests were used to compare qualitative and quantitative

data, respectively.

CMV, cytomegalovirus; D—, donor CMV seronegative; D+, donor CMV seropositive; R—, recipient CMV seronegative; R+, recipient CMV positive.
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PD-1.3 SNP was highly associated with survival of recipients of D4+ LTx. Kaplan-Meier analyses of data for patients who

received D+ LTx (n = 85) and D— LTx (n = 96). Uncensored graft survival is shown in the upper graph, and patient survival is shown in the
lower graph. Bold lines represent GG allele carriers, and dashed lines represent A allele carriers (AA or GA). In D+ LTx recipients, the
presence of the A allele was associated with better uncensored graft survival (p = 0.004) and patient survival (p = 0.006). In the D— group
(right graphs), the SNP did not affect uncensored graft survival or patient survival.

according to the PD-1.3 SNP assessing the number of IFN-
y-producing T cells responding to CMV-pp65 peptides in
KTx recipients. We analyzed only homozygous patients
(i.e., AA and GG). Because the duration of CMV infection
might affect the accumulation of dysfunctional T cells, we
expected that the strongest effect of the PD1 SNP (if any)
would be observed in patients infected long before the time
of analysis. Therefore, we analyzed the CMV immune
response in patients infected before transplantation (ie.,
long before the analysis took place). We performed
individual matching on clinical variables likely to influence
the anti-CMV immune response, as described in the
Methods section. We included all R+ patients who were
AA carriers and still being followed in our transplant center
(n = 7); each AA patient was individually matched with
2 GG control patients. The clinical characteristics of each
group are presented in Table 3. As shown in Figure 4, the
number of IFN-y-producing cells responding to pp65
peptides expressed per 10° PBMCs and per 10° lympho-
cytes was 2.6-fold and 4.2-fold higher for AA than matched
GG carriers, respectively.

Discussion

We previously reported that CMV infection in kidney graft
donors was associated with reduced graft survival®
However, the risk factors for graft loss in these patients
are largely unknown. The present study reports a strong and
robust association between a SNP in the programmed cell
death 1 gene PDCDI (involved in viral-induced T-cell
exhaustion) and graft survival in patients who had received

either KTx or LTx from CMV-infected donors, whereas
there was no association in D— patients. The HRs were
very similar in both KTx and LTx recipients. Obtained
in 2 different organ settings, these results not only strongly
support this clinical association but also indicate a non—
organ-specific mechanism. Our case-control study found a
stronger T-cell response to CMV in AA patients. Therefore,
these results were compatible with lower PD-1 activity in
CMV-specific CD8™ T cells from A carrier patients, which
is in agreement with another study that reported defective
PD-1-mediated inhibition of IFN-y production in PBMCs of
AA patients.”” Although disruption of the binding site of
runxl transcription factor caused by the PD1.3 SNP has
been described,’ the exact mechanisms underlying the
association of the SNP with CMV-specific T-cell dysfunc-
tion are uncertain. However, our results are in accordance
with a more exhausted phenotype in blood CMV-specific
T cells in GG patients. A study in mice demonstrated that
tissue-resident viral-specific T cells were more prone to
clonal exhaustion than circulating blood T cells.** Thus, we
may speculate that graft-resident CMV-specific T cells of
GG recipients may be more exhausted and have a poorer
ability to control CMV reactivation within transplanted
organs.

Our findings should encourage the design of studies
aiming to individually tailor CMV prevention strategies to
limit the indirect sequelac of CMV. Opelz and Déhler*
more recently reported that CMV prevention improved
death-censored graft survival in D+R+ and D+R— patients
but not in D—R+ patients. In agreement with this study,
Kliem et al’® showed that 4-year graft survival was
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PD-1.3 SNP was highly associated with survival of recipients of D+ LTx. Kaplan-Meier analyses of data for patients who

received D+ LTx (n = 85) and D— LTx (n = 96). Uncensored graft survival is shown in the upper graph, and patient survival is shown in the
lower graph. Bold lines represent GG allele carriers, and dashed lines represent A allele carriers (AA or GA). In D+ LTx recipients, the
presence of the A allele was associated with better uncensored graft survival (p = 0.004) and patient survival (p = 0.006). In the D— group
(right graphs), the SNP did not affect uncensored graft survival or patient survival.

according to the PD-1.3 SNP assessing the number of IFN-
y-producing T cells responding to CMV-pp65 peptides in
KTx recipients. We analyzed only homozygous patients
(i.e., AA and GG). Because the duration of CMYV infection
might affect the accumulation of dysfunctional T cells, we
expected that the strongest effect of the PD1 SNP (if any)
would be observed in patients infected long before the time
of analysis. Therefore, we analyzed the CMV immune
response in patients infected before transplantation (ie.,
long before the analysis took place). We performed
individual matching on clinical variables likely to influence
the anti-CMV immune response, as described in the
Methods section. We included all R+ patients who were
AA carriers and still being followed in our transplant center
(n = T7); each AA patient was individually matched with
2 GG control patients. The clinical characteristics of each
group are presented in Table 3. As shown in Figure 4, the
number of IFN-y-producing cells responding to pp65
peptides expressed per 10° PBMCs and per 10° lympho-
cytes was 2.6-fold and 4.2-fold higher for AA than matched
GG carriers, respectively.

Discussion

We previously reported that CMV infection in kidney graft
donors was associated with reduced graft survival.”™
However, the risk factors for graft loss in these patients
are largely unknown. The present study reports a strong and
robust association between a SNP in the programmed cell
death 1 gene PDCDI (involved in viral-induced T-cell
exhaustion) and graft survival in patients who had received

either KTx or LTx from CMV-infected donors, whereas
there was no association in D— patients. The HRs were
very similar in both KTx and LTx recipients. Obtained
in 2 different organ settings, these results not only strongly
support this clinical association but also indicate a non-—
organ-specific mechanism. Our case-control study found a
stronger T-cell response to CMV in AA patients. Therefore,
these results were compatible with lower PD-1 activity in
CMV-specific CD8™ T cells from A carrier patients, which
is in agreement with another study that reported defective
PD-1-mediated inhibition of IFN-y production in PBMCs of
AA patients.”” Although disruption of the binding site of
runx! transcription factor caused by the PD1.3 SNP has
been described,”” the exact mechanisms underlying the
association of the SNP with CMV-specific T-cell dysfunc-
tion are uncertain. However, our results are in accordance
with a more exhausted phenotype in blood CMV-specific
T cells in GG patients. A study in mice demonstrated that
tissue-resident viral-specific T cells were more prone to
clonal exhaustion than circulating blood T cells.** Thus, we
may speculate that graft-resident CMV-specific T cells of
GG recipients may be more exhausted and have a poorer
ability to control CMV reactivation within transplanted
organs.

Our findings should encourage the design of studies
aiming to individually tailor CMV prevention strategies to
limit the indirect sequelae of CMV. Opelz and Déhler"
more recently reported that CMV prevention improved
death-censored graft survival in D4R+ and D4R~ patients
but not in D—R+ patients. In agreement with this study,
Kliem et al’® showed that 4-year graft survival was
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Table 3  Demographic Characteristics of Case-Control Study Population
G/G (n = 14)° A carriers (n = 7)° p
Recipient characteristics
Age, years 54 £ 14 b2 N1l 0.97
Cause of renal disease
Diabetes (%) 0 1 (14) 0.71
Glomerulonephritis (%) 1(7) 1 (14) 0.79
Polycystic kidney (%) 5 (36) 2 (28) 0.87
Other (%) 8 (57) 3 (43) 0.88
Graft characteristics
Immunosuppressive treatments in first 3 months
Anti-lymphocyte antibodies (%) 8 (57) 4 (57) 0.64
IL-2R antagonists (%) 6 (43) 3 (43) 0.64
Calcineurin inhibitor (%) 14 (100) 5 (72) 0.19
Azathioprine (%) 1(7) 2 (29) 0.51
Rapamycin (%) 0 (0) 1(14) 0.72
Mycophenolate mofetil (%) 13 (93 5(72) 0.51
CMV serology before transplantation
D4R+ 2 (14) 2 (14) 0.51
D—R+ 12 (86) 12 (86) 0.51
Graft rank 3 (21) sl 0.51
HLA class I AB mismatch 3.0.=1.0 gia e L8 0.57
HLA class II DR mismatch 1.5 0.7 1.1 =09 0.38
Characteristics at the time of blood withdrawal
Age, years 60 + 13 61 + 13 0.45
Immunosuppressive treatments
Calcineurin inhibitor (%) 12 (85) 5(72) 0.45
Azathioprine (%) 1L 0 (0) 0.72
Rapamycin (%) 1(7) 1 (14) 0.79
Mycophenolate mofetil (%) 12 (86) 6 (86) 0.51
Blood count
Full lymphocyte (per mm?) 1,262 * 443 1,481 + 766 0.47
CD8" subpopulation (per mm?) 429 + 436 510 * 289 0.57
CD4* subpopulation (per mm®) 541 *+ 287 707 * 451 0.41
Clinical events after transplantation
CMV disease (%) 0 (0) 0 (0)
Acute rejection (%) 4 (28) 1 (14) 0.86

Data are shown as percentage or mean * standard deviation (5D). Chi-square and Mann-Whitney tests were used to compare qualitative and quantitative

data, respectively.

CMV, cytomegalovirus; D—R+, donor CMV seronegative and recipient CMV positive; D+ R+, donor CMV seropositive and recipient CMV seropositive; HLA,

human leukocyte antigen; IL-2R, interleukin-2 receptor.
*Wild-type homozygous GG patients.

®Homozygous variant AA patients.

improved by ganciclovir prophylaxis only in D4R+
patients. Genotyping of PD-1.3 could identify patients
who may benefit most from prolonged anti-viral treatment to
prevent graft failure.

The strong association between the PD1.3 SNP and FEV
at 6 months observed exclusively in D+ patients might
suggest a causal relationship between bronchiolitis obliter-
ans syndrome, intragraft CMV reactivation, and PDI1.3
SNP. In addition, 59% of graft loss among D+ KTx
recipients was reported to be a consequence of chronic
allograft nephropathy in GG patients, in contrast to 25% in
A carriers (p = 0.033). However, we could not analyze
correlations between pathologic graft lesions, local CMV
replication, and PD1 genotypes because serial biopsies are
not performed in KTx. These results together support the

role of a cellular immune response to modulate local CMV
replication and subsequent chronic allograft damage. To
date, no study has focused on the role of CMV-specific
cellular immunity to predict long-term indirect CMV
effects. Most studies have focused on the early risk
of post-transplant CMV  viremia or disease.”*® Our
results raise the possibility that serial monitoring of the
CMV response might be more appropriate to predict
CMV-associated graft loss.

Our study has some limitations. First, we could not
reliably assess CMV disease in relation to kidney graft
failure and the SNP allele because the incidence of CMV
disease was low (5%). Although it is known that CMV
disease increases the risk of death, there is no evidence to
indicate that CMV disease per se is associated with chronic
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kidney graft dysfunction. For LTx recipients in whom CMV
disease was a cause of death, information about CMV
disease was often lacking, and a prospective study should be
performed to assess the link between PD-1.3 SNP and CMV
disease. Second, the CMV-specific immune response was
assessed in a small number of patients because only a few
AA KTx recipients were available. Therefore, although
matching with GG recipients was based on very stringent
matching criteria, a larger study might confirm these
results. Third, the study period was long, with several
changes in methods used to assess viral replication
and treatments, especially viral prophylaxis regimens.
Nevertheless, the impact of PD-1.3 SNP remained in the
more recent period for KTx recipients, and LTx recipients
underwent transplant after 2000. Therefore, our results
could be considered as relevant to the current field of organ
transplantation.

In conclusion, the presence of variant A allele of the
PD-1.3 SNP conferred protection against graft failure in
recipients of D+ KTx and LTx.
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V. Discussions et perspectives.

Nous montrons dans ces travaux (article n°l) qu'un rein issu d'un donneur infecté par le CMV
est un facteur de risque indépendant de perte de fonction du greffon. Ce risque est nettement
plus important si le receveur est aussi séropositif avant la greffe (D+R+ comparé aux D+R-).
Soulignons qu’aucune analyse du lien entre sérologie CMV du donneur et devenir des
greffons n'a été rapportée dans d’autres types de greffes d’organes. Concernant la
transplantation cardiaque, comme nous l'avons détaillé dans l'introduction de cette theése
(pages 37-38), plusieurs études ont établi un lien entre la survenue d'une virémie CMV et
l'apparition de 1ésions de CAV. Cependant, nous pouvons observer que dans I'étude la plus
récente, (106), qui incluait 72% de patients D+, le lien entre la virémie et la survenue d'une
CAV ¢était principalement attribuable aux patients D+R+, alors que la proportion des patients
D+R- était comparable chez les patients avec et sans CAV. Cette étude laisse présager un lien
significatif entre la séropositivit¢ du donneur et le risque de développer une CAV chez les
sujets R+. Enfin, dans la cohorte multicentrique de greffés pulmonaires de notre étude, nous
avons une association significative entre la sérologie CMV positive chez le donneur et la
survie du patient (p=0.04). Ensemble, ces résultats indiquent que I’infection par le CMV du
donneur d’organe (rein, poumon et cceur) est un parametre significatif de la survie des

greffons a long terme.

Nos travaux ont également montré pour la premiere fois que l'infection du donneur par le
CMYV fagonne la réponse lymphocytaire anti-CMV, notamment CDS8 (article n°2). Ainsi chez
le patient séropositif avant la transplantation, le nombre de lymphocytes T anti-CMV
répondeurs est plus élevé lorsque le rein est issu d'un donneur infecté, laissant penser que le
rein est bien une source importante de virions qui participe a l’inflation du pool de

lymphocytes T CDS8 spécifiques du CMV. L'implantation de cet inoculum viral
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supplémentaire vient donc bouleverser 1'équilibre entre le donneur et le receveur dans un
contexte d'immunosuppression. Cette "superinfection" n'a cependant d'effet sur le niveau de
réponse antivirale qu'a la condition que les cellules du donneur puissent présenter les peptides
viraux par leur molécule HLA de classe I, puisque l'impact de la sérologie positive du
donneur sur la réponse lymphocytaire anti-CMV disparait en I'absence d'identités HLA-I
partagées entre le receveur et le donneur. De plus nous avons montré que l'expansion des
lymphocytes T CDS8 anti CMV restreints par le HLA-A2 chez le sujet D+R- (primo-infecté au
moment de la greffe) nécessite 1'expression de A2 par le donneur. Ce résultat confirme donc le

role des cellules du donneur dans I’inflation des LT CD8 anti-CMV a distance de la greffe.

Nous montrons également que la reconnaissance des peptides viraux présentés par les
molécules HLA-I partagées entre donneur et receveur est non seulement importante a prendre
en considération pour comprendre 1'établissement de la réponse immunitaire spécifique anti-
CMYV, mais est ¢galement un déterminant essentiel du risque accru de dégradation de fonction
des reins D+ (article n°1). Nous faisons ainsi I'hypothése que I'absence d'engagement du TCR
par les lymphocytes T CD8 spécifiques du CMV, incapables de reconnaitre les cellules
infectées du donneur, limite fortement le contrdle de l'infection in situ, qui ferait le lit de la
progression de Iésions chroniques. Le second facteur de risque de développer des 1ésions dans
les greffons rénaux et pulmonaires D+ est le polymorphisme du géne de Programmed Cell
Death 1 (PD-1.3), les patient D+ porteurs d'au moins un alleéle variant A ayant un meilleur
pronostic que les patients homozygotes sauvages GG (article n°3). Nos données indiquent que
les patients homozygotes AA pour le SNP-PD1.3 ont un plus grand nombre de lymphocytes
anti-CMV producteurs d'IFN-y, suggérant que ce polymorphisme pourrait moduler la réponse
immunitaire spécifique anti-CMV. De plus, nous montrons que les patients R+ ayant une forte
réduction du nombre de LT CDS8 apres la transplantation ont un risque accru de perte de

greffon. Ensemble ces données suggerent que la qualité de la réponse lymphocytaire
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cytotoxique anti-CMV est importante pour contrdler la réplication virale dans le greffon et les
Iésions induites par cette derniére, ce qui n’a encore jamais été rapporté dans la littérature

scientifique.

Ainsi nous proposons deux mécanismes a 1’origine du développement des Iésions liées a
l'infection a CMV dans le rein. D'un coté les patients « full-mismatched » en HLA de classe |
dont les lymphocytes T CD8 anti-CMV ne seraient pas capables de contrdler l'infection dans
le greffon (indépendamment de leur capacité a contrdler l'infection d'une cellule du soi) du
fait d’une mauvaise reconnaissance des peptides viraux dans le greffon. D'un autre coté des
receveurs dont les lymphocytes T CDS8 anti-CMV présenteraient un certain degré de
dysfonction empéchant un contrdle efficace de l'infection en dépit de leur capacité a
reconnaitre la cellule allogénique infectée. En accord avec cette hypothése, nous avons
constaté que 1’effet du SNP-PD1.3 disparait totalement chez les patients transplantés rénaux

ne partageant pas d'identit¢ HLA-I avec leur donneur (figure ci-dessous non publiée).

Full HLA-1 mismatched recipients MNon Full HLA-1 mismatched recipients

Deat-censored graft survival
Death-censored graft survival

5 10 15 20 25 L} 5 i 15 20 25

Years after transplantation Years after transplantation

Figure 9: Effect of PD-1.3 SNP according to HLA-I matching.

Variant A allele of the SNP-PD1.3 was associated with graft survival who received kidneys from CMV- infected
donors when at least one HLA-I identity was shared between donors and their recipient (right figure, GG
patients: 279, A-carriers: 85, p=0.001), but not in full HLA-I mismatched recipients (left figure, GG patients: 92,
A-carriers: 30, p=0.657).
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L'effet du polymorphisme PD-1.3 (considéré comme un potentiel facteur de dysfonction des
lymphocytes T cytotoxiques) chez les patients D+ ne peut donc étre observé qu'a la condition
que la cellule allogénique infectée puisse étre reconnue par les lymphocytes T CD8. 1l est
alors intéressant d'envisager que la dysfonction lymphocytaire chez les patients GG puisse se
constituer apres la transplantation en rapport avec des stimulations répétées des LT CDS8 par
les cellules infectées au sein du greffon. En effet, comme cela a été précédemment approfondi
(pages 64-67), le mécanisme de dysfonction des lymphocytes T CDS8 anti-viraux le mieux
décrit est celui de 1'épuisement clonal impliquant fortement PD-1, induit par des stimulations
antigéniques chroniques. A I'heure actuelle, 1'épuisement clonal est considéré comme
caractérisant seulement les infections virales chroniques avec des réplications continues et
soutenues. Son existence n'est pas établie dans l'infection & CMV, ce virus étant considéré
comme incapable d'installer une réplication suffisamment intense et prolongée. Nous
montrons par nos travaux que l'infection CMV chez le patient transplanté¢ d'organe recevant
un rein infecté est tres singuliére, et pourrait présenter des caractéristiques plus proches d'une
infection chronique continue, en particulier au sein du greffon. Ainsi, ce bouleversement de
I'histoire naturelle de l'infection CMV chez le receveur d’un organe infecté par le CMV serait
peut-étre susceptible d'induire un certain degré de dysfonction lymphocytaire CDS8, voire

d'épuisement.

Dans nos résultats non publiés nous avons constaté que le nombre de LT CD8 totaux (trés lié
a l'infection par le CMV), est significativement plus faible chez les patients D+ ayant un
génotype GG que chez ceux porteurs de 1'allele A (figure ci-dessous). Ceci suggere que le

SNP influe sur I’inflation des LT CDS8 effecteurs anti CMV.
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Figure 10: Effect of SNP-PD1.3 on variation of CD8 T cell count after kidney transplantation.
A-carriers have a larger expansion of their CD8+ T-cell count. A (D+ recipients) and B (D-R-
recipients) show the evolution of the CD8+ T-cell compartment between pre-operative day 0 and year-
2 post-transplantation according to presence (grey box) or absence (white box) of A allele of the SNP
PD1.3.

Results are expressed as median (horizontal line), inter-quartile range (boxes) and standard deviation

(outside bars) indicate SD. Mean values are symbolized by a (+) symbol

Ce résultat est compatible avec un épuisement des LT CDS8 anti-CMV chez les patients GG
recevant un rein D+. Il faut d'ailleurs rappeler que les ligands de PD1 sont fortement exprimés
par les cellules tubulaires rénales (261), et qu’ils protegent des 1ésions d'ischémie reperfusion
dans un modele murin (262). Finalement nous proposons le schéma suivant dans le but

d'intégrer 1'ensemble de nos résultats.
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Figure 11: Hypothéses concernant les mécanismes de non-contréle par les LT CD8 anti-CMYV de

I'infection in situ du greffon et des lésions chroniques induites.
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L'ensemble de nos résultats soulévent plusieurs questions non résolues qui nous paraissent
importantes dans la compréhension des mécanismes de la pathogénie de l'infection a CMV
sur des Iésions du greffon et le développement d'une dysfonction lymphocytaire T CDS8 chez

certains patients.

Questions 1: le polymorphisme PD1.3 influence t-il la survie des greffons cardiaques?

Nos résultats sur le lien entre dysfonction du greffon rénal et pulmonaire et le polymorphisme
PD1.3 doivent conduire a des travaux similaires dans d'autres transplantations d'organes
solides comme le cceur (actuellement en cours). Nous avons sollicit¢ 1'équipe de

transplantation cardiaque de Tours qui a réalisé 273 transplantations cardiaques depuis 1991.

Question 2: existe-t-il un épuisement des LT CDS8 anti-CMV chez les greffés rénaux,

secondaire a une réplication plus ou moins chronique du CMYV intragreffon .

Les premiéres études qui visaient a montrer un épuisement lymphocytaire se sont appuyer sur
des criteres phénotypiques et fonctionnelles. Plus récemment ont ét¢ menées des études
analysant la transcription de nombreux genes sur la base de 'utilisation de puces a ARN. Elles
ont montré que plusieurs genes étaient surexprimés ou sous-exprimés lorsque les LT CD8+
présentaient un phénotype épuisé. L'étude des variations de la quantit¢ des ARNm de PD-1,
BATF (pour Basic Leucine Zipper Transcription Factor), IRF9 (pou Interferon Regulatory
Factor 9) et STAT1 (pour Signal Transducer andActivator Of Transcription 1) qui sont up-
régulés en cas d’épuisement (205), mais également du coactivateur transcriptionel Lysine
Acetyltransferase 2B (KAT2B) dont la synthése est diminuée (200), apparait comme une piste
crédible pour étudier 1'établissement éventuel de 1'épuisement chez le patient dans transplanté.
Des travaux réalisés au sein du laboratoire ont permis d'établir la faisabilité de 1'é¢tude de
l'expression de ces genes dans les LT CDS8 anti CMV (triés aprés marquage par les

dextrameres pp65).
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Pour diverses raisons que nous avons préalablement développé, qui tiennent a la biologie du
CMV et a l'impossibilité de réaliser des biopsies itératives, il serait intéressant de pouvoir
suivre de facon réguliére la réplication du virus dans le greffon rénal. Par ailleurs, nous avons
montré que les patients non virémiques n'étaient pas protégés du risque de perte de greffon
associ¢ a la sérologie positive du donneur, alors que leur réponse anti-CMV s'amplifie
significativement suite a la greffe (D+R+ virémie "*¢: 44563816 vs. 219042266 spots IFN-
y/millions de lymphocytes, 5068+3861 vs. 3239+4090 spots IFN-y/mL avec p=0,014). Nous
avions d'ailleurs observé que la virémie n'était pas associée a une augmentation du nombre de
lymphocytes CD8. Ensemble, ces résultats suggerent que la surveillance de la virémie n'est
pas un biomarqueur pertinent pour évaluer la réplication au sein du greffon. Nous pourrions
envisager de surveiller la réplication virale par réalisation de PCR dans les urines. Cette
méthode est la méthode de référence pour diagnostiquer les infections materno-foetales dans
les deux premiéres semaines de vie du nouveau-né. Des techniques de cultures rapides sont
maintenant plus souvent utilisées. Cependant la réplication virale est trés forte dans cette
situation aucune données récente n'est disponible, a notre connaissance, chez le patient
transplanté. Un lien entre la virurie et I'expression des genes impliqués dans 1'épuisement des
LT CDS8 anti-CMV chez les patients partageant au moins une identit¢ HLA-I avec leur
donneur serait un élément important pour affirmer 1’existence d’un épuisement clonal induit

par la réplication virale du CMV au sein des greffons infectés par le CMV.

Question 3: peut-on prévenir le développement des lésions liées a l'infection du donneur?

Enfin, nous pouvons discuter des stratégies thérapeutiques qui viseraient a réduire l'infection
productive dans le greffon dans le but d'améliorer le pronostic fonctionnel de la greffe, alors
que jusqu'ici l'utilisation des traitements antiviraux avaient pour objectif de limiter la morbi-
mortalité associée a la survenue des infections aigues invasives a CMV. Nos résultats

suggerent qu'il faudrait éviter de transplanter des organes de donneurs séropositifs a des

144



receveurs en l'absence de compatibilit¢ en classe I. Cependant, cette mesure préventive
dépend de modifications de criteres d'allocations qui peuvent paraitre compliquées a mettre en

cuvre.

A 1'heure actuelle, seules des molécules chimiques antivirales sont utilisées. Le valganciclovir
et le ganciclovir sont ainsi utilisés en prévention et pour le traitement de la maladie 8 CMV
pendant 3 a 6 mois suite a la transplantation. Leur toxicité, notamment hématologique, limite
cependant leur utilisation au long cours, qui pourrait s'avérer intéressante si l'on en croit
I'amélioration de survie des greffons (décés censurés) chez les patients D+R+ dans un essai
thérapeutique (143) et dans un large registre international (142). Peu d'études chez 1'animal
ont étudiés 1'effet d'un traitement antiviral sur le développement de 1ésions du greffon. Notons
que Britt et al. ont développé un modéle de transplantation rénale allogénique (BALB/c vers
C54BL/6) dans un contexte de primoinfection de (D+R-) avec une souche de MCMV
génétiquement modifié¢e (MCMV Smith157). Ils ont ainsi montré que l'utilisation du
ganciclovir permettait de réduire le développement de 1ésions tubulaires et la composante
inflammatoire interstitielle, tant 1'infiltrat que I'eedéme, avec des biopsies se rapprochant des

souris D-R- (138).

Pour conclure, nos travaux apportent des données originales et robustes sur le déroulement de
la superinfection par un greffon, ses déterminants, et ses conséquences sur la réponse

immunitaire spécifique du CMV et le devenir des greffons.
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Infection du donneur par le CMV et transplantation d’organe : impact sur la
réponse immunitaire spécifique et sur la survie des greffons.

Introduction : I’infection par le cytomégalovirus (CMV) humain est la plus fréquente des infections aprés greffe
d'organe. Des effets indirects a long terme sont fortement suspectés mais restent encore largement incompris.
Notre travail de thése s’est intéressé a mieux comprendre les conséquences de 1’infection du donneur par le
CMYV sur la réponse immunitaire du receveur et sur le devenir de son greffon. Résultat : nous avons initialement
rapporté que l'infection du donneur (D+) par le CMV est un facteur de risque indépendant de perte de fonction
du greffon rénal particuliérement si le receveur est également séropositif avant la greffe (D+R+ comparé aux
D+R-). Le risque est fortement majoré en cas de mésappariement complet en HLA de classe I entre le receveur
et son donneur. Puis nous avons analysé le réle du greffon infect¢ dans le développement de la réponse
lymphocytaire anti-CMV. Nous avons rapporté pour la premicre fois que la superinfection CMV entraine une
augmentation du nombre de LT CD8 répondeurs spécifiques du CMV a distance de la transplantation, a
condition que le donneur et le receveur partagent des identités HLA-I. De plus nous avons montré chez le sujet
D+R- que I'expansion des lymphocytes T CDS8 anti CMV restreints par le HLA-A2 nécessite I'expression de ce
HLA par le donneur. Ces résultats ensemble indiquent le rdle des cellules du donneur dans I’inflation des LT
CD8 anti-CMYV a distance de la greffe. Dans un troisiéme travail, nous avons montré qu’un polymorphisme du
géne de Programmed Cell Death 1 (PD-1.3) influe sur la survie des greffons rénaux et pulmonaires D+, les
patients porteurs de 1’alléle variant A ayant un meilleur pronostic que les patients homozygotes GG. Nos
données indiquent aussi que les patients homozygotes AA ont un plus grand nombre de lymphocytes anti-CMV
producteurs d'IFN-y, suggérant que ce polymorphisme pourrait étre associ¢ a une dysfonction de la réponse
immunitaire spécifique anti-CMV. Conclusion : ensemble ces données suggérent pour la premicre fois que la
qualité de la réponse lymphocytaire cytotoxique anti-CMV pourrait étre importante pour contrdler la réplication
virale dans le greffon et les Iésions induites par cette derniére. Ainsi nous proposons deux mécanismes a
I’origine du développement des 1ésions liées a l'infection 8 CMV dans le rein: défaut de reconnaissance des
cellules allogéniques infectées en cas de mésappariement complet en HLA de classe I et une dysfonction LT
CD8 anti-CMV.

Abstract

Background: cytomegalovirus (CMV) is the leading cause of viral infection after solid organ transplantation.
Despite a large body of literature, the effects of chronic cytomegalovirus (CMV) infection on graft outcome
remain controversial.Results: we first reported that donor CMV infection (D+) was an independent risk factor of
kidney graft loss, especially in pretransplant infected recipients (R+). In addition, we observed that full HLA-I
mismatching was an important determinant of this risk. In a second study, we focused on effect of donor CMV
infection on anti-CMV specific immune response. We reported that CMV superinfection greatly increased the
number of anti-CMV IFN-y-producing T cells, provided that donor and recipient shared at least one HLA-I
identity. Then in D+R- HLA-A2-expressing recipients, we compared the number of anti-CMVpp65 CDS+T cells
restricted by HLA-A2 depending on whether the donor expressed or not HLA-A2. Patients who received non-
HLA-A2 kidneys developed very few anti-CMVpp65 T-cells restricted by HLA-A2 as compared to those who
received an HLA-A2-expressing kidney. This result indicated that presentation of CMV peptides by donor cells
was crucial to stimulate the expansion of pp65-specific memory CD8 T cells. Finally, we established that a SNP
in the Programmed Cell Death 1 gene (PD-1.3) influenced D+ kidney and lung transplants survival, while it was
also associated with the level of anti-CMV specific T-cell response. Conclusion: taken together, these data
suggest that anti-CMV specific immune response is pivotal to control infection within the graft and prevent
subsequent organ damages. We propose two mechanisms to explain effect of donor CMV infection on graft
outcome: (1) inability of anti-CMV CD8 T cells to recognize donor-infected cells in case of full HLA-I
mismatching, (2) dysfunction of anti-CMV CD8 T cells after transplantation in some patients, highlighted by our
genetic study.



