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II.

PRINCIPALES ABBREVIATIONS

ADCC : Cytotoxicité Dépendante de I’ Anticorps

AMR : Antibody Mediated Rejection (Rejet a Médiation Humorale)
BOOP : Bronchiolite oblitérante (Bronchiolite Oblitérante)

CAV : Cardiac Allograft Vasculopathy (Coronaropathie d’allogreffe)
CDR : Complementary-Determining Region (Région Hypervariable)
CMH : Complexe Majeur Histocompatibilité.

CMI : Cell Mediated Immunity assay (test d’immunomonitoring cellulaire)
CMV : Cytomégalovirus

D/R : statut sérologique Donneur/Receveur

DETC : Dendritic Epidermal T Cell (Cellule T y6 murines de 1’épiderme)
DSA : Anticorps Spécifiques du Donneur

EphA2 : Erythropoietin-producing hepatocyte kinase

eA : Ephrine A.

FcyRIIIA : Récepteur activateur au fragment Fc des immunoglobulines de type G (CD16)
g : glomerulite

GPI : glycosylphosphatidylinositol.

HCV : Virus de I’Hépatite C

HHVS : Virus Herpes Humain 8

HLA : Human Leukocyte Antigen

HSPG : héparanes sulfates protéoglycanes

IFTA : Interstitial Fibrosis and Tubular Atrophy (Fibrose Interstiticlle et Atrophie Tubulaire).
IL : Interleukine

IKK : IxB kinase

INF-I : Interféron de type I (INF-I).

IRF : INF Regulatroy Factor

IS : immunosuppression

KIR : Récepteurs inhibiteurs des cellules NK

KTR : Kidney Transplant Recipient (Receveurs de Transplant Rénal)
MEFI : Mean Fluorescence Intensity (Intensitié Moyenne de Fluorescence)
miRNAs : micro-ARNs

NEMO : NF«B essential modulator

NK : Natural Killer

RE : réticulum endoplasmique

RIG-I : retinoic acid-inducible gene I

PCR : Polymerase Chain Reaction

ptc : capillarite péritubulaire

TCR : Récepteur Cellulaire T

TEM : Transition Epithélio-Mésenchymateuse

TEMRA : T Effecteurs Mémoires a différenciation terminale avec réexpression du CD45RA
TG : Transplant Glomrerulopathy (Glomérulopathie d’allogrefte)

TLR : Toll Like Receptor

TOS : Transplantation d’Organe Solide

TVS : Transplant Vascular Sclerosis (Vasculopathie du transplant)

UPR : Unfolded Protein Response

V-D-J : segments variables (V), de diversité (D), de jonction (J)

XM : crossmatch



[II. INTRODUCTION




A. RATIONNEL

La transplantation d’organe solide (TOS) est la stratégie de suppléance d’organes vitaux
dysfonctionnels la plus performante. Les technologies alternatives de suppléance d’organe sont
limitées a la phase aigué pour le cceur, les poumons et le foie (cceur-assistance cardio-circulatoire,
poumons-assistance ventilatoire, membranes d’oxygénation extracorporelle ECMO, foie- systéme de
détoxification des protéines liées a 1’albumine type MARS® Molecular Adsorbents Recirculating
System), ou moins efficace au long cours pour prévenir la mortalité pour le rein (dialyse chronique)
(Wolfe et al., 1999). Depuis la premiére transplantation rénale réalisée chez ’homme en 1952 (Kreis
et al., 2013), la compréhension des phénomeénes immunologiques mis en jeux -identification des
molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (Dausset et al., 1965); reconnaissance du role des
anticorps dirigées contre le donneur (Kissmeyer-Nielsen et al., 1966)- a permis de systématiser la prise
en charge de ces malades autour du maniement de molécules suppressives du systéme immunitaire.
Au-dela de la performance chirurgicale que représente 1’implantation d’un organe vascularisé, c’est
bien le maintien d’une immunosuppression prolongée qui permet de conserver fonctionnel un
allogreffon d’organe solide. Du fait du nombre de transplantations réalisées et du nombre de patients
suivis, la prise en charge en transplantation rénale est a I’avant-garde des évolutions du domaine. De
facon générale, les stratégies thérapeutiques des derniéres années ont conduit au renforcement de la
pression immunosuppressive, ciblant principalement la réponse cellulaire (Meier-Kriesche et al.,
2006). L analyse de cette évolution est nécessaire (Lamb et al., 2011) : pour, améliorer nos pratiques
d’une part ; et pour comprendre les futurs enjeux de recherche transversale de la discipline, d’autre
part.

La diminution du taux de rejets aigus dans la 1°° année, au profit de rejets aigus persistants plus
séveres sans am¢élioration de la survie a long terme ont permis de réévaluer I’importance de la réponse
allogénique humorale (Einecke et al., 2009; El-Zoghby et al., 2009; Gaston et al., 2010), moins bien
controlée par les immunosuppresseurs actuellement utilisés (anticalcineurines, antimétabolites de type
anti purine et corticostéroides). Les anticorps dirigés contre le donneur, notamment contre les
molécules du systéme HLA du donneur (DSA) s’avérent jouer un role essentiel dans la détérioration
aigu€ ou progressive du greffon (Jeannet et al., 1970; Lee et al., 2002; Terasaki et al., 2007).

Dans le méme temps, la pression immunosuppressive expose les patients a deux types de
complications majeures : infectieuses et néoplasiques. La complication infectieuse la plus fréquente est
I’infection a cytomégalovirus (CMV) qui s’associe a une morbi-mortalité significative(Sagedal et al.,
2004). Quant au risque de cancers, il est entre 2,5 et 4 fois plus important que chez des patients non
soumis a un traitement immunosuppresseur au long cours (Engels et al., 2013; Zafar et al., 2008).

Forts de ces pistes de réflexion, nous avons identifi¢ deux contributeurs majeurs a la détérioration du
greffon susceptibles d’impacter la transplantation a 1’ére moderne: DSA et CMV. Dans le déroulement
de P’introduction, nous verrons comment ils interagissent avec les cellules stromales d’interface que
sont les cellules endothéliales et les cellules épithéliales. L’intégrité de ces deux interfaces est corrélée
au maintien de la fonction de 1’organe. L’agression par le CMV ou les DSA induit une palette de
réponses allant de la lyse cellulaire & la modification de la biologie cellulaire. L’intégration des
différents signaux d’agression/de danger (Matzinger, 2002) par ces deux types cellulaires et la réponse
qu’ils y apportent est déterminante dans la génération du processus de détérioration terminale de
I’organe. La particularité de la transplantation rénale est qu’elle leur associe la pression de la réponse
cellulaire allogénique.

Dans le cadre du travail réalisé pour cette thése, nous étudierons d’abord I’implication du CMV et des
DSA dans I’histopathogénie du transplant rénal, selon deux axes originaux.
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Nous nous concentrerons ensuite sur un acteur particulier de I’immunité cellulaire, un sous-groupe
lymphocytaire T: le lymphocyte T vd. Il s’agit de cellules d’interface intervenant dans une immunité
de type transitionnelle associant propriétés innées et adaptatives (Bonneville et al., 2010). Elles
représentent un paradigme immunologique intéressant: censeurs du stress cellulaire elles sont
capables d’interpréter les signatures de soi dérégulé au niveau endothélial et épithélial a la phase
afférente de la réponse immunologique ; hautement réactives et différenciées, elles sont également
susceptibles d’intervenir a la phase effectrice de la réponse immunologique et dans le maintien de
I’intégrité tissulaire (Vantourout and Hayday, 2013). Des efforts considérables ont été réalisés au
cours des derniéres années pour comprendre la spécificité antigénique des lymphocytes T yd et leur
contribution aux réponses immunitaires.

Le groupe de Julie Déchanet-Merville a montré qu’un sous-groupe de lymphocytes T vo (les LT yo
V2™ ) était impliqué dans la réponse dirigée contre le CMV, a fortiori dans un contexte de déficit de
I’immunité cellulaire T of (Dechanet et al., 1999b). Ces lymphocytes T yé induits par le CMV sont
capables, par leur TCR, de reconnaitre a la surface des cellules infectées ou tumorales des antigénes
endogénes communs induits par le stress (Halary et al., 2005). En plus de proposer un stimulus
antigénique chronique, la transplantation rénale et I’immunosuppression prolongée qu’elle implique
offrent ces conditions.

Nous verrons qu’en cherchant a caractériser leur bioréactivité, un nouvel antigéne de TCR 6 a pu étre
identifi¢ : EphA2. Il s’agit d’un récepteur a activité tyrosine kinase largement exprimé, qui possede de
nombreuses propriétés physiologiques mais a en plus la particularité d’étre impliqué lui aussi dans le
maintien de D'intégrité épithéliale (Pasquale, 2010). Dans la partie introductive, nous reviendrons sur
les caractéristiques de cette molécule et de ses ligands naturels (systéme des éphrines-ephrin). Dans le
travail supportant cette thése, nous tenterons de caractériser son role immunologique dans la réponse
T.

Enfin, nous montrerons comment les lymphocytes T yd V32™® pourraient participer a la phase
effectrice de la réponse allogénique en faisant le lien entre CMV et DSA via un mécanisme de lyse
dépendante de 1’anticorps (ADCC) impliquant le CD16.
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B. LE CMV

1. Historique

Les modifications cellulaires caractéristiques de I’infection par le CMV humain (CMV),
(¢largissement de la cellule et présence d’inclusions intranucléaires), ont d’abord été observées dans
les tissus de nouveau-nés atteints et ont conduit a désigner cette affection du nom de maladie des
inclusions cytomégaliques (Ribbert, Jesionek, 1881) (Riley, 1997). L’origine virale de cette
cytomégalie a été suspectée en 1921 (Goodspasture) et établie de fagon indépendante par trois équipes
différentes en 1956 (Smith, 1956) (Rowe et al., 1956) (Craig et al., 1957). Le nom de
« cytomégalovirus » a été proposé en 1960 par 1’équipe de Weller pour désigner le « virus des glandes
salivaires » compte tenu des conditions initiales de son identification (Weller, 1971a; Weller, 1971Db).

2. Virus

Le CMV humain (HHVS sous famille ) a le génome le plus important des virus du groupe herpes
avec environ 235 kilobases codant 165 génes. Le virion est composé d’ADN viral linéaire double brin,
associ¢ aux protéines spermine et spermidine pour former le core, contenu dans une nucléocapside
icosaédrique, et entouré d’une matrice appelée tégument. 11 s’agit d’un virus enveloppé d’une bicouche
lipidique dans laquelle sont enchassées les glycoprotéines du virus (>11). La taille des virions matures
varie entre 200 et 300 nm. Les protéines du tégument jouent principalement un rdle structural dans
I’assemblage du virion et le désassemblage des particules aprés 1’entrée, ainsi qu’un role de
modulation de la réponse immunologique cellulaire de 1’hdte. On retiendra deux phosphoprotéines du
tégument constitutives a elles seules de 35% de la masse protéique de la particule : pp65 (ppULS3) et
pp150 (ppUL32). Les protéines de 1’enveloppe sont impliquées dans les phénoménes d’attachement et
de pénétration du virus ; elles sont aussi les cibles des anticorps neutralisants (Crough and Khanna,
2009).

Enveloppe
Glycoprotéines
Tégument

Capside

ADN linéaire
double brin

Protéines
associees
a'ADN

;!,l:‘ Diamétre du virion . 150-200 nm B

Figure 1 : Structure du cytomegalovirus et particules virales en microscopie électronique, d’aprés Mazeron MC et al,
EMC 2009 (Mazeron et al., 2009)
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Aprés pénétration du virus dans sa cellule cible, une infection productive comporte trois phases
(Figure). La phase trés précoce (IE immediate early) survient dans les deux premicres heures et
comporte la synthése de facteurs de transcription tres précoce (IE1 et IE2 notamment) qui coordonnent
les étapes de la phase précoce (E early) dans les 24 premiéres heures suivant I’infection, conduisant a
la synthése d’une ADN polymérase virale fonctionnelle, permettant la synthése de I’ADN viral, et de
certaines protéines du tégument (pp65, pp52). Puis vient la phase tardive (L /ate) et la syntheése des
protéines structurales (gB, gH). Le cycle de réplication du CMV est lent; dans des fibroblastes
humains infectés, la libération des nouveaux virions commence au mieux apres 48 a 72h. La quantité
libérée est maximale a partir de 72 a 96 heures. Plusieurs milliers de copies de génomes sont produits
dans la cellule infectée et les virions sont libérés sur une période de 24 a 48 heures(Penfold and
Mocarski, 1997). La cellule peut mourir apres 4 ou 5 jours.

Herpesvirus PAMPs Minimum of 11 glycoproteins
" Glycoprotems {virion) QL gH and QB are conserved
« Genomic DNA (virion) Viral « Entry
« RNA structures (replication) | envelope | Egress
= Other? « Host evasion
« Cell-to-cell spread
Viral capsid Viral dsDNA genome New progeny
virions
DNA
«120-220kb

«~100 transcripts

«47-71% GC content

« Conserved AT-rich
regions (such as OriS)

/_

» Host evasion
« Host cell activation

Tegument proteins %
« Host RNA degradation
» Viral gene expression : % i

Capsid Exocytosis — 5~ \
i Tegument proteins ot u
Stimulation of viral et
% —————————— gene expression and | eyl )/ o |
modulation of host cell \ \""
o e @ = v
(-]

’ f

Trans-Golgi
. network ¢
S/ Viral DNA
=y | == apy

& =
Nucleus <_> g %
E #_.#O
Immediate-early genes /
Initial viral transcription % MPAT AT AR g Late genes
and evasion of the host g \‘W Structural
immune system proteins
= =
Early genes
\ Host cell DNA synthesis

Figure 2. Modéle de virion des virus du groupe herpes et du cycle lytique de réplication virale (Paludan et al., 2011).

Il a été montré qu'un quart seulement du génome est consacré a la réplication virale (Dunn et al.,
2003). Le reste du génome permet au virus d’échapper au controle du systéme immunitaire et de
développer également un mode d’infection originale : aprés une primo-infection, il a la capacité
d’entrer en phase de latence (présence d’ADN viral en 1’absence d’expression protéique), entrecoupée
de phases de réactivations (infection active productive). Les mécanismes de la latence sont mal connus
(I'implication de miRNA codés par le virus répresseurs des geénes de la phase trés précoce est
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suggérée) et cette capacité d’hébergement du virus n’a été clairement démontrée que pour les
monocytes du sang périphérique (environ 1 monocyte sur 10000 infecté de facon latente chez
I’individu sain) et les progéniteurs CD34+ de la moelle osseuse. La réactivation survient probablement
de fagon périodique et asymptomatique chez le sujet immunocompétent, mais aussi classiquement a la
faveur d’une immunosuppression, d’une co-infection, d’un stress, d’une inflammation. L’illustration
clinique de cette réactivation a récemment ¢té démontrée chez les patients hospitalisés en réanimation
(Limaye et al., 2008). On sait aussi depuis longtemps que la stimulation allogénique des cellules
mononuclées du sang favorise la réactivation du CMV (Soderberg-Naucler et al., 1997b). Un des
médiateurs clés de cette réactivation est le TNF-a. qui aprés avoir engagé son récepteur, active la
Protéine Kinase C et le NF-KB pour entrainer la transcription des genes IE du CMV et déclencher sa
réplication (Docke et al., 1994; Soderberg-Naucler et al., 1997a).

Le CMV peut infecter une large gamme de cellules de 1’hote, comprenant a la fois des cellules
parenchymateuses des cellules de tissus conjonctif et celles de n’importe quel organe ainsi que la
plupart des cellules hématopoiétiques. Les souches virales de laboratoire présentent souvent des
restrictions spécifiques a certains types cellulaires in vitro (principalement dépendantes de 1’altération
du locus UL128-131 et les protéines de pénétration virale). In vivo, les cellules épithéliales,
endothéliales, fibroblastiques musculaires lisses sont les principales cibles de I’infection (Sinzger et
al., 2008). Selon toute vraisemblance, la transmission inter-individuelle est basée sur I’infection du
systéme épithélial et la dissémination de 1’infection vers les cellules endothéliales et hématopoiétiques
(Smith et al., 2004). La modulation du systéme monocytaire et son utilisation comme véhicule de
dissémination virale a récemment été documentée (Nogalski et al., 2011).

=)

HCMV
Replication

(Bone Marrow)

HCMV
Replication

HCMV
Quiescence

Survival, Migration
and Differentiation

Figure 3. Modéle pour l’infection du CMV humain et de sa dissémination chez 1’hote (Nogalski et al., 2011). Les
cellules épithéliales de 1’hote sont infectées par le CMV contenu dans les fluides corporels. Le CMV se réplique ensuite et
diffuse aux monocytes du sang périphérique par un mécanisme inconnu, ou il apparait établir une infection dite quiescente. Il
a été suggéré que ’infection primaire des monocytes induit leur migration dans les tissus des différents organes, ainsi que
leur survie et leur différenciation en macrophages a longue durée de vie, qui restent permissifs a la replication virale. Ces
macrophages peuvent devenir des sites de persistence de I’infection a CMV dans les tissus de 1’hote. Il a aussi été suggéré
que les macrophages induits par I’infection a CMV pouvaient migrer dans la moelle osseuse et infecter les progéniteurs
myéloides CD34+, également considérés comme des sites de latence du virus.
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Dans les dix derni¢res années, des progrés notables ont été effectuées dans la compréhension des
modifications cellulaires associées aux phases précoces de I’infection ; de I’attachement, de I’entrée et
des phases intracellulaires du cycle viral (Boehme et al., 2006; Halary et al., 2002; Nogalski et al.,
2011; Soroceanu et al., 2008; Wang et al., 2005; Wang et al., 2003). Par ses différents récepteurs, le
CMYV génére au niveau des monocytes un « signalsome » qui lui permet d’utiliser ces cellules comme
véhicule de dissémination (Chan et al., 2009; Nogalski et al., 2011; Nogalski et al., 2013).
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Figure 4. Partenaires impliqués dans les phases précoces de I’infection a CMYV (Rossini et al., 2013). Les glycoproteines
d’envelope (notamment gB) interagissent avec différents récepteurs porteurs d’une activité enzymatique intrinséque: EGFR-
Epithelial Growth Factor Receptor; PDGFR Platelet Derived Growth Factor Receptor, Intégrines (alphavbeta3), DC-SIGN et
la paxilline une molécule de la famille des HSPG (héparanes sulfates protéoglycanes) en plus d’interagir avec les censeurs de
I’immunité innée a 1’origine de I’induction d’Interféron de type I (INF-I).

3. Immunologie du CMV

a) Reconnaissance du CMV par I’immunité innée comme un signal de

danger
Un gros travail a également été effectué sur les différents mécanismes de I’immunité innée impliqués
dans la reconnaissance des motifs associés aux pathogénes dans le cadre du CMV. Les travaux
pionniers sur ce théme (deuxiéme moitié des années 90) et le lien avec les Toll Like Receptor (TLR)
ont valu a Beutler, Steinman et Hoffman le prix Nobel de médecine en 2011. Depuis, les agents
cellulaires identifiés se sont multipliés et la mécanistique d’activation des cytokines proinflammatoires
¢tayées (notamment de la voie interféron de type I ; voir Paludan pour revue sur les virus du groupe
herpes (Paludan et al., 2011)). Pour le CMV, ont été retrouvés impliqués les TLR (Boehme et al.,
2006) (Tabeta et al., 2004), les activateurs cytosoliques des IRF (INF Regulatroy Factor) dépendant de
I’ADN ou DAI (DeFilippis et al., 2010) ou I’inflammasome via 1’adaptateur AIM2 -Absent in
Melanoma, uniquement pour I’infection a CMV murin toutefois (Rathinam et al., 2010). Ces
mécanismes ont été principalement décrits pour les cellules du systéme immunitaire mais leur mise en
ceuvre dans d’autres types cellulaires est documentée (Marques and Boneca, 2011).
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La mise en jeu des mécanismes intracellulaires de I’'immunité « intrinséque » est également
susceptible d’intervenir dans les suites de I’infection au CMV (Bieniasz, 2004).

Herpesvirus
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Figure 5. Mécanismes de reconnaissance et d’activation de ’immunité innée par les herpesvirus (Paludan et al., 2011).
a | Les virions d’herpes sont “percus” par le récepteur TLR2 (Toll-like receptor 2), qui détecte probablement les
glycoproteines virales et induit I’expression de cytokines proinflammatoires, en particulier les interférons de type . L’ADN
génomique est détecté par le récepteur TLR9 dans les endosomes, et par les activateurs dépendants de I’ADN des facteurs de
régulation de ’INF (DAI), la DEAH box protein 9 (DHX9) et DHX36, la protéine AIM2 (absent dans le melanome 2) et la
protein 16 induite par I’INF-y dans le cytoplasme. Les systemes Pol III (RNA polymerase III) et RIG-I (retinoic acid-
inducible gene I) peuvent détecter I’ADN soit dans le noyau, soit dans le cytoplasme. La replication productive d’herpesvirus
conduit a I’accumulation d’espéces d’ARNS, avec des niveaux d’organisation variable. Ces ARNs sont détectés soit dans le
cytoplasme par la protéine MDAS (melanoma differentiation-associated gene 5), soit dans les endosomes par TLR3 et TLR7.
b | Les mécanismes de détection de I’ADN intracellulaire conduisent ensembles a 1’expression de cytokines, y compris des
INF de type de I et a I’activation de I’inflammasome. Les réponses a la détection des ARNs comprennent la production
d’INFs et d’autres cytokines. Les niveaux de réponse 1°, 2° and 3° indiquent une proposition de I’importance relative des
différents événements en aval de ’activation des récepteurs de reconnaissance aux pathogens (PRRs). MAVS, mitochondrial
antiviral signalling protein.

La réponse cellulaire au stress imposée par I’infection virale passe par les mécanismes stéréotypés
d’induction du stress du réticulum endoplasmique (RE), de la stimulation du protéasome, et de
I’autophagie. Il a été montré que le CMV ¢était capable de réguler séquentiellement et extrémement
finement ces différentes mécanismes ((Alwine, 2008) (Cavignac and Esclatine, 2010) pour revues) a
son propre compte. La finalité du virus est toujours double : privilégier les voies métaboliques
intervenant dans sa réplication et éteindre les voies impliquées dans la réponse antivirale (cf infra —
échappement viral). Ceci peut étre illustré par deux exemples : le premier, repris dans la figure
suivante qui montre 1’activation du stress du RE mais la régulation par le virus de la réponse UPR
(Unfolded Protein Response) afin notamment de maintenir la traduction des protéines virales (Isler et
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al., 2005; Stahl et al., 2013). Le second renvoie a une publication récente qui démontre comment le
CMYV, dans un modéle murin, redirige la protéine NEMO (pour NF«kB essential modulator), le
régulateur du complexe inhibiteur IKK (IxkB kinase) vers les autophagosomes pour dégradation dans
les lysosomes. Le résultat net est le maintien de I’activité d’IKK et la diminution de la réponse
inflammatoire aux TLR et a ’IL1 passant par NFxB (Fliss et al., 2012).
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Figure 6. Représentation schématique de I’effet du CMV humain sur UPR (Isler et al., 2005)

b) Réponse de I'immunité adaptative
Les moyens mis en jeu par le systéme immunitaire pour se défendre contre le CMV sont multiples et
se sont diversifiés au cours de 1’évolution, avec les stratégies développées par le CMV pour s’évader
de ce controle immunologique (échappement viral). Leur description détaillée va au-dela des objectifs
de ce chapitre mais est résumée dans la figure ci-dessous (figure 7).
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Figure 7. Représentation schématique de la réponse immune anti-CMV
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Comme on I’a vu, la primo-infection par le CMV chez les individus sains se traduit classiquement par
une phase de réplication dans I’épithélium des muqueuses, a partir duquel le virus se dissémine aux
cellules endothéliales, aux fibroblastes mais également aux monocytes et aux progéniteurs CD34+ de
la moelle osseuse. Lors de la mise en place de la phase de latence dans les monocytes, I’expression de
génes viraux est limitée, diminuant ainsi leur reconnaissance par les cellules effectrices. La
différenciation de ces monocytes infectés par le CMV en macrophages (par I’action de facteurs pro-
inflammatoires type TNF-a par exemple) peut initier une infection productive. Les particules virales
sont alors apprétées par les cellules présentatrices d’antigénes professionnelles. Les cellules
dendritiques font ce lien vers I’immunité adaptative en réalisant la synthése des différents signaux en
un signal immunogene qui pourra étre schématiquement présenté au niveau des organes lymphoides
secondaires apres leur migration et maturation. Durant cette phase afférente de la réponse immune, un
role particulier a été décrit pour les cellules dendritiques plasmacytoides qui sont capables de générer
de I’[L-12 et de ’INF-a en réponse au CMV. Survient ensuite la stimulation spécifique des cellules T,
CDS8 et CD4, et des cellules B, permettant la génération d’anticorps neutralisants (décrits pour la
premiére fois en 1976 (Keller et al., 1976) et utilisés pour le diagnostic sérologique).

Le role essentiel des lymphocytes T dans le contrdle de 1’infection a cytomégalovirus est connu depuis
longtemps (Quinnan and Manischewitz, 1979; Quinnan et al., 1978). Il existe une redondance entre les
différents acteurs de I’immunité cellulaire qui peuvent se substituer I’un a ’autre pour contréler le
virus. Chez la souris, la déplétion seule en lymphocytes T CD8+ n’est pas suffisante pour entrainer la
réactivation d’une infection a CMV (Jonjic et al., 1990). En revanche, en I’absence de cellules NK, la
déplétion en lymphocytes T CD8+ entraine de fagon quasi-systématique une réactivation du CMV
dans les glandes salivaires et les poumons des souris, alors que la déplétion en lymphocytes T CD4+
entraine une infection dans seulement 25% des cas (Polic et al., 1998). Au sein de I’immunité
adaptative, le lymphocyte T CD8+ occupe donc une place centrale et majeure dans le controle de cette
infection. Chez I’homme, le transfert adoptif de lymphocytes T CD8+ spécifique du CMV permet de
contrdler des infections actives a CMV, en particulier chez les patients ayant regu une allogreffe de
moelle. Ces expériences de thérapies cellulaires démontrent clairement et directement le rdle
fondamental du lymphocyte T CD8+ dans I’immunologie adaptative anti-CMV (Riddell et al., 1992;
Walter et al., 1995; Cobbold et al., 2005). Ce type de traitement est aussi en train d’émerger en
transplantation d’organe solide chez les patients résistants aux anti-viraux (Brestrich et al., 2009).
Chez I’homme, aprés une primo-infection a CMV, les lymphocytes T aff CD8+ spécifiques du virus
sont détectés dans le sang environ 20 jours apreés I’apparition de la virémie chez les patients
transplantés rénaux (Gamadia et al., 2003) alors que les lymphocytes T aff CD4+ producteurs
d’interféron-y sont détectés plus précocement, 7 a 10 jours apres la virémie, chez les patient
transplantés rénaux asymptomatiques (Rentenaar et al., 2000). Ces cellules T CD4+ spécifiques du
CMV précédent dans ce cas-la ’apparition des immunoglobulines de type G anti-CMV. L’analyse
phénotypique chez les individus infectés des lymphocytes T aff spécifiques du CMV révéle cette
particularit¢ du CMV d’induire une empreinte immunophénotypique de cellules T effectrices
mémoires conservant 1’expression du CD45RA et a fort potentiel cytotoxique (phénotype TEMRA)
(Kuijpers et al., 2003; van Leeuwen et al., 2002 ; van de Berg et al., 2008). Ces cellules spécifiques du
CMV représentent une part importante du pool total des cellules T mémoires chez un individu
séropositif pour le CMV : 10% des sujets jeunes et jusqu’a 40% des sujets agés (Sylwester et al.,
2005). Leur persistance a fait travailler sur le concept d’inflation mémorielle de la réponse immune
(Snyder et al., 2008), en réponse a un stimulus antigénique chronique (Appay et al., 2002) (persistance
du virus et phases de réactivation intermittente) au dépens de la capacité a initier de nouvelles
réponses immunes (Messaoudi et al., 2004). Ces concepts de restriction de répertoire sont a la base de
I’immunosénescence associ¢e au virus (Koch et al., 2007).
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c) Réponse immune cellulaire non conventionnelle
Parallélement a cette réponse conventionnelle, une réponse cellulaire basée sur les cellules NK et les
cellules T yo a également été largement rapportée.

(1) Cellules NK :

Chez I’homme les démonstrations d’un réle protecteur des cellules NK dans la réponse anti-CMV sont
minces, méme si un papier du groupe de C Biron a rapporté qu’un déficit constitutionnel en NK
prédispose aux infections virales du groupe herpes (Biron et al., 1989). En revanche, Les modéles
murins ont montré (i) un role supplétif non redondant dans des modeles d’infection virale pour ces
cellules (Welsh et al., 1991) ; (ii) que le transfert adoptif de NK garantie une immunité protectrice anti
CMV(Bukowski et al., 1985) (iii) et que ces cellules sont capables d’ADCC (Quinnan and
Manischewitz, 1979). Plus récemment, il a été rapporté des propriétés de cellules mémoires pour ces
cellules NK (Sun et al., 2009) ainsi qu’un rdole dans 1’organisation de la réponse T spécifique en
guidant la contraction de la réponse immune spécifique (Waggoner et al., 2011). Chez I’homme, ils
possédent également des propriétés antivirales, qui nécessite la présence d’IL2 et IL15 (Lang et al.,
2004). Aprés infection chez certains patients TOS explorés, le nombre de cellules circulantes pourrait
chuter (Fildes et al., 2008). Il a également ¢été rapporté que le matching KIR, et le nombre de KIR
activateurs de 1’haplotype B, en particulier dans leur portion télomérique était associée a moins de
survenue d’infection a CMV(Stern et al., 2008; Stern et al., 2011). La méme équipe a enregistré
I’expression des récepteurs activateurs NKG2D et NKG2C au cours de l'infection (Hadaya et al.,
2008), confirmant les données avancées par le groupe de Lopez-Botet sur I’impact du CMV sur le
répertoire NK (Guma et al., 2004; Guma et al., 2006) et son impact fonctionnel sur la réponse anti
virale (Muntasell et al., 2010; Magri et al., 2011).

) Cellules T yo :

(a)  Implication de lymphocytes T y8 V52"® hautement

différenciés dans I’infection 8 CMV
Le groupe de Julie Déchanet Merville a montré I’implication spécifique du sous type de lymphocytes
T yd V&2™ dans la réponse anti CMV. L’observation princeps a été faite chez des patients
transplantés rénaux (Dechanet et al., 1999a; Dechanet et al., 1999b). L’infection par le CMV est
associée a une expansion oligoclonale (restriction de distribution de la taille des CDR3 des chaines
V41 et Vo3 et présence de motifs répétés dans les régions jonctionnelles des chaines V1) significative
(jusqu’a 40% du pool des lymphocytes T CD3+) persistante et spécifique du CMV, de cellules T yd
V32", suggérant une expansion dirigée par le virus. Ces lymphocytes T y8 V32™* sont de phénotype
effecteur mémoire avec réexpression du CD45RA-TEMRA, expriment des récepteurs aux chemokines
de homing intestinal, expriment des récepteurs NK de type KIR et NCR et expriment le récepteur
activateur du fragment Fc des immunoglobulines (FcyRIIIA) leur conférant une capacit¢ d’ADCC
(Couzi et al., 2012b; Halary et al., 2005). En plus d’un phénotype effecteur, ils partagent avec les
lymphocytes T aff CD8+ spécifiques du virus une cinétique d’expansion similaire (Couzi et al., 2009).
Cette forte association entre le CMV et les LT yd a aussi été confirmée dans d’autres contextes ou
I’immunité cellulaire T est déficiente (nouveaux nés  (Vermijlen et al., 2010), enfants
immunodéficients (Ehl et al., 2005) (de Villartay et al., 2005), autres transplantés d’organes
solides(Couzi et al., 2011b) (Puig-Pey et al., 2010), greffés de moelle (Knight et al., 2010) (Scheper et
al., 2013), femmes enceintes (Fornara et al., 2011)), et retrouvée chez les sujets sains séropositifs
(Pitard et al., 2008) (Roux et al., 2013).
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(b)  Fonction antivirale pour les lymphocytes T yo
V§2"ee

En plus de leur association avec l’infection virale, leur expansion est étroitement associée a la
résolution de I’infection (Lafarge et al., 2001), suggérant une fonction antivirale pour ces cellules : le
délai de I’expansion des LT yd est corrélée a la durée de virémie avec une concomitance entre
I’expansion et la négativation de la PCR. Inversement, le retard d’expansion et ’absence de clairance
virale aprés expansion est prédictif de la survenue d’une résistance aux traitements anti-viraux
(Kaminski et al., 2012). En faveur d’un role spécifique antiviral pour ces cellules, il a pu aussi étre
montré que des clones T yd isolés a partir des transplantés ayant développé une infection a CMV
s’activent en présence de fibroblastes infectés par le CMV, les tuent et inhibent la réplication virale in
vitro de fagcon TCR dépendante (Halary et al., 2005). En outre, grace a leur expression de CD16 ils
reconnaissent du virus recouvert d’anticorps anti-CMV (complexes immuns) ce qui induit leur
production d’IFNy, également capable d’inhiber la réplication virale (Couzi et al., 2012b). Ces
données sont appuyées par quelques modéles expérimentaux d’infection a CMV, ou il semble exister
une réponse T yo (massive au niveau des glandes salivaires (Cavanaugh et al., 2003)), avec des
capacités antivirales dépendantes de I’IL-12 (Dyugovskaya et al., 2003a) (Ninomiya et al., 2000). Un
modele murin de souris immunodéficientes pour le CD3, le TCR aff et le TCR y6 a permis a 1’équipe
de confirmer le role des lymphocytes T yo dans I’infection par le MCMV (Capone et al., 2012). Ces
résultats pris dans leur ensemble suggérent bien un role antiviral pour ces lymphocytes T y6 V2™,
Une des explications possibles pour la «révélation» de ce role a la faveur de ces contextes
d’immunosuppression peut étre trouvée dans un modéle ou la lymphopénie léve la régulation
homéostatique des lymphocytes T v en supprimant la compétition pour I’'IL-15 (French et al., 2005)
(Do and Min, 2009). Il est intéressant de mentionner que ces cellules présentent un phénotype assez
diversifi¢ avec une réponse spécifique dépendante du TCR, ce qui sous-tend que la réponse
immunologique qu’ils conduisent contre le virus est finalement assez proche d’une réponse adaptative
classique de type T af.

4. Evasion virale
Le CMV est donc sous haute surveillance immunologique. L’étendue de 1’arsenal spécifique a
disposition est en conflit apparent avec le concept général que le CMV (homme ou animal) est
«maitre » de I’évasion immune. Ces systémes d’évasion détenus par le virus (d’évitement ou
d’atténuation de la réponse immune innée ou adaptative) se sont sophistiqués au cours de la
coévolution avec ses hotes et du degré de complexification des outils de défenses. Le résultat est un
état d’équilibre dynamique tel qu’il peut étre observé a la phase de latence de I’infection. Toutefois,
toute situation aboutissant & une diminution des mécanismes de contrdle (tel qu’il est rencontré en
transplantation) expose a une rupture de cet équilibre et a la reprise d’une infection virale active.La
caractérisation de ces stratégies d’évasion a fortement progress¢ durant ces dernieres années. Leur
description dépasse le cadre de ce travail (voir revues (Crough and Khanna, 2009) (Freeman, 2009)).
On retiendra que le virus parvient a imprimer une succession de modifications a tous les étages du
systéme immunitaire, visant toutes a diminuer son efficacité globale. Un effort tout particulier est
adressé sur la diminution de I’expression des protéines de présentation antigénique (via la synthése de
plusieurs protéines virales spécifiques; les VRAP wviral regulators of antigens presentation
(Lemmermann et al., 2012)). Les principales protéines du CMV impliquées dans ces mécanismes
d’évasion sont reprises dans le tableau ci-dessous (tableau 1). Un exemple de I’immunorégulation des
NK par les protéines du virus sert également d’illustration (figure 8). On peut remarquer que la plupart
des mécanismes d’évasion immune rapportés n’affectent pas la réponse T yd; ce qui pourrait
expliquer la redondance du systéme immunitaire pour faire face au CMV et ’intérét de ces cellules
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non classiques pour maintenir 1’efficacité de la réponse anti CMV, en surmontant les différents
mécanismes d’évasion mis en jeu.

a) Meécanismes d’évasion protéique

Protéines impliquées dans I’Evasion Immune par le CMV humain

Protéine virale

Fonction

ngRLl 1 Sert de récepteur viral au fragment constant Fc des immunoglobulines et bloque I'ADCC.

gpUL16 Lie les molécules MHC non classiques (MICB, ULBP1, ULBP2) et bloque I'interaction avec NKG2D.
gpULI18 Lie LIR1 et interfére avec la reconnaissance NK; agit aussi comme ligand d'HLA-G (Réle in utero ?).
pgUL20 Inhibe la réponse cellulaire T.

gpUL27 Récepteur de chemokines, supposé moduler les effets des interferons I et II.

gpUL33 Récepteur de chemokine "orphelin"; pourrait étre important dans la dissémination virale.

ngL40 Code un peptide se liant a HLA-E et interfére avec la reconnaissance NK.

gpUL78 Récepteur de chemokine "orphelin"; pourrait étre important dans la dissémination virale.

gpULS3 Inhibe I'apprétement d'IE-1 dans le protéasome.

gpUL111a Analogue de I'IL-10 humaine; inhibe I'expression des molécules MHC /I et la prolifération des lymphocytes.
gpUL118 Récepteur au fragment Fc des immunoglobulines G; fonction non définie.

gpUL144 Homologue du récepteur au TNF, fonction non définie.

ngL146 Chémokine IL-8 like puissante (CXC-1 virale); induit le chimiotactisme des polynucléaires neutrophiles.
ngSZ,3,6,10 et11 Inhibent l'expression de MHC I/II. Interaction a tous les stades de I'apprétement et de I'expression.
gpUS28 Récepteur de chemokines ; séquestre les chémokines et pourrait participer a la dissémination virale.

Tableau 1. Protéines impliquées dans I’évasion immune par le CMV humain. Adapté de Crough T et al, Clinical
Microbiology Reviews, Jan 2009 (Crough and Khanna, 2009).

NK cell HCMV-infected cell

Figure 8. Des protéines codées par le CMV humain sont capables de moduler la reconnaissance des cellules infectées
par les cellules NK (Rossini et al., 2013). pUL40 se lie 8 HLA-E et régule positivement son expression a la surface des
cellules, potentialisant ainsi son role inhibiteur (via I’interaction avec le récepteur inhibiteur CD94/NKG2A). pULIS, un
homologue viral des protéines HLA-I se lie au récepteur LIR-1. L expression des récepteurs activateurs NKG2D est inhibée
par pUL16 (qui cible MICB, ULBPI1 et 2) et pUL142 (qui cible MICA et ULBP3). pUL141 prévient I’expression du CD112
et de CD155, ligands des récepteurs activateurs CD226 et CD96, alors que la protein pp65 interfére avec le signal de
transduction du récepteur activateur NKp30. Lignes pleines : interactions possibles resultant en une inhibition des cellules
NK. Lignes en pointillé : géne a I’interaction des récepteurs activateurs avec leurs ligands.
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b) Mécanismes d’évasion par micro-ARNs

Plus récemment, une régulation importante par les micro-ARNs (miRNAs) a également ¢été mise en
¢vidence dans le cadre de I'infection a CMV. Les miRNA sont des petites portions non codantes
d’ARN qui régulent I’expression de geénes au stade post-transcriptionnel en se liant de fagon
complémentaire a leur ARN messager cible, le plus souvent localisés dans leur portion 3’ non
transcrites (UTRs). Il s’agit d’un ancien systéme de régulation des eukaryotes, conservé tout au long
de 1’évolution, qui a I’avantage d’étre a priori non immunogene. Les herpesvirus et le CMV ont
développé leurs propres miRNAs (vraisemblablement >200) qui représentent plus de 20% des ARN
messagers du virus (Stark et al., 2012). Ils se lient a la fois sur des cibles de la cellule héte et des cibles
virales participant a la coordination du cycle viral (pour revue (Tuddenham and Pfeffer, 2011)). Leur
implication dans la modulation de I’'immunogénicité des cellules cibles pourrait étre centrale. Il a ainsi
¢été montré que ’HCMV-miR-UL112 régulait 1’expression du géne de MICB (Stern-Ginossar et al.,
2007). Leur role dans la pathogénicité et ’accélération de la réplication virale (Lee et al., 2013) ainsi
que des arguments convaincants supplémentaires de modulation des cellules cibles (via la régulation
de ’aminopeptidase ERAP par miR US4-1 (Kim et al., 2011) ou la synthése de RANTES par miR-
UL148-D (Kim et al., 2012)) ont aussi récemment ét¢ rapportés.

5. Diagnostic de ’infection 8 CMV
11 est virologique et immunologique.

a) Diagnostic virologique

Le diagnostic de certitude est virologique. La culture cellulaire n’est plus utilisée en routine
diagnostique mais conserve un intérét pour isoler les souches et étudier leurs résistances aux anti-
viraux. Les techniques de détection des antigénes, de type antigénémie pp65, sont progressivement
abandonnées pour les techniques de détection du génome, plus rapides et surtout moins cotliteuses en
temps de lecture. Elles conservent toutefois leur intérét pour la détection de I’infection dans les tissus.
La PCR en temps réel devient la technique de diagnostic de référence et permet de faire simultanément
I’amplification et la quantification du géne d’intérét. Elle permet de caractériser I’ADNémie virale
attestant d’une réplication active et quantifier la charge virale (Kotton et al., 2013). Du fait de
multiples variabilités entre laboratoires de virologie -choix de la cible, sonde, méthode d’extraction-
(Pang et al., 2009) (Hayden et al., 2012), un standard international WHO a été développé depuis 2010.
11 devrait rendre possible une quantification de la charge virale homogéne et reproductible et permettre
la réalisation d’études internationales multicentriques (Hirsch et al., 2013).

b) Diagnostic immunologique

La sérologie permet d’établir si le patient a été ou non antérieurement en contact avec le CMV
(marqueur de rencontre). Elle n’a pas de place dans le diagnostic de I’infection en clinique. En
pratique, la sérologie doit étre réalisée avant la transplantation chez le donneur (D) et chez le receveur
(R) pour établir le statut D/R et guider les mesures de prévention, mais la sérologie aprés la
transplantation a peu d’utilité clinique (Humar et al., 2005) et ne doit pas étre recommandée en routine
(Kotton et al., 2013). Il pourrait y avoir un intérét au développement de tests évaluant I’'immunité
cellulaire (Cell Mediated Immunity assay CMI) pour caractériser le véritable statut immunologique
par rapport a une rencontre antérieure avec le virus et ainsi requalifier le statut sérologique (Sester et
al., 2003), en particulier quand son interprétation est délicate (transfusion récente, dans les 12 premiers
mois de vie (immunisation passive transmission maternelle) (Schmidt et al., 2012) et en cas de forte
immunosuppression).
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Un effort a été réalisé pour développer des CMI transférables en clinique. Les méthodes sont diverses.
Les principales sont reprises dans la figure 9 ci-dessous et leurs caractéristiques détaillées dans le
tableau 2 (pour revue récente, voir (Egli et al., 2012)). Un test idéal donnerait la quantification des
cellules T CD4 et CD8 (nombre de cellules CMV spécifiques) et la fonction (nombre de cellules CMV
spécifiques fonctionnelles), et devrait mesurer I[FN-y mais aussi d’autres marqueurs additionnels 1L.-2,
CD107, TNF-0. En pratique, un test idéal doit étre simple a réaliser, rapide, reproductible, étre
performant dans sa capacité a prévoir 1’événement clinico-biologique et avoir un bon rapport
cout/efficacité.
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Figure 9. Méthodes de mesure de la réponse cellulaire T spécifique du CMV (Egli et al., 2012). Les méthodes actuelles
pour déterminer la réponse cellulaire T spécifique du CMV comprennent la cytométrie en flux, le test ELISPOT, enzyme-
linked immunosorbent spot assay), des tests ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), I’analyse de profils de réponse
cytokinique, le marquage par des tetramers, 1’analyse du repertoire des TCR (spectratyping) et des protocoles d’expanson.
Abbréviations: CFSE, carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester; CMV, cytomegalovirus; DC, dendritic cell; ELISA,
enzyme-linked immunosorbent assay; ELIspot, enzyme-linked immunosorbent spot assay; IFN, interferon; IL, interleukin;
PE, phycoerythrin; PMA, phorbol 12-myristate 12-acetate; SEB, staphylococcal enterotoxin B; TCR, T cell receptor; TNF,
tumor necrosis factor.
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Quantiferon-CMV Marquage des
Luminex cytokines Marquage Tétrameére
(Cellestis Ltd) cytokines TestELISpot intracellulaires (Cytomeétrie en flux)
(Cytométrie en flux)
- Sang total Sang total
Matériel Sang total OuPBMCs PBMCs ouPBMCs Sang total
Quantité 3ml 4-7 ml 7 ml 4-7ml 4 ml
Durée 48 h 48 h 48 h 24 h 4h
. . I Peptides, lysats, Peptides, lysats, Peptides, lysats,
Antigéne Peptides, mitogéne mitogéne mitogéne mitogéne Aucun
. - - - CMV spécifique Epitope spécifique des
Réponse CMV spécifique CMV spécifique CMV spécifique Celllles T cellules T
Marqueurs Fréquence et
. Panel de Différentes cytokines . : . phénotypes. Fonction:
Fonction IFN-y UVmL cytokines variées | possibles (ex: IFN-y) phenotyplqu'es vares | ecessité d’associer a
+ cytokines rcs
Polyvalent Rapide, Simple,
distinction des
certification CE Polyvalent S o Faible coat spécificités
Sensibilité élevée, PP
. épitopiques
Avant . . . bonne fréquence de
arees Seuilvalide | faible ’i]auret:r:t(ijt: ™| détectiondes
déchantillon cellules spécifiques
Simple, Large
couverture HLA
Cellles T CD8 Pas de différence
unlquemen'f, ak?sence Laborieux entre CD4 et CD8 Laborieux Codt,
de numération,
Inconvénients influence du ectour Multiol Labori LITIIItjeAaeizrtar;a::ZI:s-
traitement IS ecteur Multiplex aborieux et ¢ quelq
épitopes
Lecteur ELISpot

Tableau 2. Avantages et inconvénients des différents tests de CMI. Adapté d’Egli et al, CID 55(2012) (Egli et al., 2012)

6. Epidémiologie et manifestations du CMV

a) Epidémiologie

Le cytomégalovirus (CMV) humain n’infecte que ’homme qui est son unique réservoir. Le virus peut
étre transmis par la plupart des fluides biologiques (salive, sang, sperme, lait, urines), transfert
transplacentaire, par une transplantation d’organe solide ou par une greffe de cellules souches
hématopoictiques. La transmission survient sur un mode endémique sans recrudescence saisonniere.
Elle nécessite un contact étroit et intime du fait de la fragilité du virus dans le milieu extérieur. La
séroprévalence varie de 30 a 90% dans le monde. En Europe de I’Ouest, elle avoisine les 50% a 50 ans
(Crough and Khanna, 2009). Elle suit une distribution bimodale avec un premier pic pendant la petite
enfance et un second chez le jeune adulte. Le premier résulte de la transmission mére-enfant du virus
et de la transmission horizontale, particulierement fréquente entre enfants (Numazaki and Chiba,
1997). En Europe, environ 25% des enfants de 2 ans sont déja infectés. Le second pic est
probablement largement di a une transmission sexuelle. Entre 14 et 18 ans, environ 60% des jeunes
adultes sont ainsi contaminés.

b) Manifestations cliniques
Chez les sujets immunocompétents, I’infection est le plus souvent bénigne et spontanément résolutive
aprés la mise en place d’une réponse immune spécifique (>90%). Quand le systéme immunitaire
cellulaire est déficient, le phénotype clinique de I’infection symptomatique différe. Les différents
aspects cliniques sont repris dans le tableau ci-dessous (tableau 3).
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Aspect cliniques de I'infection 8 CMV chez I'homme

Type de Patient Aspects cliniques

Individus sains Généralement asymptomatique.
Rarement : fievre, pharyngite, myalgies, adénopathie, splénomégalic voire trés
rares formes sévéres de polyradiculonévrite, myocardite et hépatites.

Feetus/nouveau né avec infection|Ictére, Hépatosplénomégalie, pupura, microcéphalie, hypotonie, convulsions,
congénitale choriorétinite, surdité {Fowler, 1992 #1312} a.

Receveurs TOS Syndrome CMV : Fiévre. Malaise.

Atteinte viscérale : pneumopathie, enterocolite, oesophagite ou gastrite, hépatite,

plus rarement : rétinite, néphropathie, cystite, myocardite, pancreatite.

Receveurs de greffe hématopoiétique Pneumopathie+++, entérocolite, oesophagite ou gastrite,

plus rarement : rétinite, encéphalite, hépatite

Patients avec infection a VIH/SIDA Rétinite+++, entérocolite, oesophagite ou gastrite
syndrome de restauration immunitaire avec inflammation du segment postérieur

plus rarement : atteinte neurologique, hépatite, pneumopathie.

Patients hospitalisés en réanimation Surreprésentés dans les syndromes de détresse respiratoire aigué des patients
ventilés {Papazian, 1998 #1470}b {Chiche, 2009 #1263} c. Réactivation chez 1/3 des
malades et association avec un surrisque de mortalité et d'hospitalisation
prolongée {Limaye, 2008 #1424}d.

Tableau 3. Aspects cliniques de I’infection a CMV chez I’homme. a(Fowler et al., 1992) ; b(Papazian et al., 1998) ;
¢(Chiche et al., 2009) ; d(Limaye et al., 2008)

c) Manifestations biologiques

L’infection a8 CMV peut s’accompagner d’un syndrome mononucléosique, d’une hyperlymphocytose,
d’une atteinte médullaire avec neutropénie, thrombopénie et/ou anémie, d’une cytolyse hépatique et
parfois d’une cholestase, d’anomalies immunologiques (cryoglobulinémie mixte, facteur rhumatoide,
hypergammaglobulinémie polyclonale, anémie hémolytique avec test de Coombs positif, anticorps
anti nucléaires). Quand elle est au stade maladie avec syndrome invasif tissulaire, elle peut aussi
s’accompagner d’une augmentation des paramétres biologiques traduisant la dysfonction d’organe
(troponine, créatinine...).

7. Le CMYV en transplantation d’organes solides

a) Définition
L’infection a cytomégalovirus (CMV) est I’infection virale la plus fréquente en transplantation
d’organes solides. Le risque d'infection a CMV varie selon les statuts sérologiques du donneur (D) et
du receveur (R) au moment de la transplantation. En 1'absence de prophylaxie, I’infection a CMV
survient chez 60-80% des D+R- (3), 50-60% des D+R+ et 25-50% des D-R+ (Sagedal et al., 2000). En
fonction du statut sérologique du donneur (D) et du receveur (R) et du mode de transmission, on
distingue :

- la primo-infection chez les patients séronégatifs pour le CMV recevant un rein provenant d’un
donneur séropositifs (D+R-),

- la réactivation chez les patients séropositifs pour le CMV (D-R+)

- la surinfection chez les patients séropositifs pour le CMV recevant un rein provenant d’un
donneur séropositif (D+R+).

Apres rencontre avec le CMV, plusieurs formes d’infection peuvent étre distinguées :

- Infection latente : présence du génome du CMV non réplicatif, virémie négative, sérologie
positive, contrdle efficace du systéme immunitaire.
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- Infection active : CMV réplicatif avec une virémie plasmatique.
- Maladie a CMV : infection a CMV symptomatique sur le plan clinique avec de la fiévre et/ou
une atteinte d’organe.

b) Facteurs de risque

Chez les receveurs séropositifs pour le CMV, les facteurs de risques associés a une réactivation
sont les suivants (Fishman, 2007): utilisation de sérum anti-lymphocytaire (Gaber et al., 2010),
immunosuppression a base de mycophénolate mofétil, traitement d’un rejet aigu, retard a la reprise de
fonction, nombre d’incompatibilités HLA a la greffe interférant avec 1’efficacité de la réponse anti-
CMYV, prédispositions génétiques (polymorphismes de PDI1 (Hoffmann et al., 2010), d’IL12R
(Hoffmann et al., 2008)), I’inflammation, I’age avancé, et un état général altéré. Le passage d’une
infection active a une maladie 8 CMV est corrélé avec le niveau initial et le pic de la charge virale, la
dynamique de la réplication du CMV, la durée de la virémie, et ’expression par le virus de genes
d’évasion immune (Boeckh and Geballe, 2011).

c) Effets du CMV
Le CMV est aussi associé a une morbidité et une mortalité significative (Sagedal et al., 2004) aprés
transplantation d’organes solides de par ses effets directs en rapport avec la maladie a CMV
(syndrome CMV et CMYV invasif) mais aussi de par ses effets indirects en rapport avec I’infection a
CMYV asymptomatique que 1’on peut classer en trois catégories : CMV et Iésions sur le greffon (cf
infra), CMV et immunosuppression systémique et CMV et risque cardiovasculaire (figure 10).
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Figure 10. Effets direct et indirects de I’infection a cytomégalovirus aprés greffe rénale. PBMC : Peripheral Blood
Mononuclear Cells (Cellules mononuclées du sang), IS : immunosuppression, SRIS : Syndrome de Réponse Inflammatoire
systémique, TVS : Transplant Vascular Sclerosis (Vasculopathie du transplant), CAV : Cardiac Allograft Vasculopathy
(Coronaropathie d’allogreffe), BOOP : Bronchiolite oblitérante, VBDS : Vanishing Bile Duct Syndrom (Syndrome de
raréfaction des canalicules biliaires), EBV : Epstein Barr Virus, PTLD : Post Transplant Lymphoproliferative Disease
(Lymphomes post transplantation), HTA : Hypertension artérielle, SAR: Sténose de D’artere rénale, post-Tx: post
transplantation, AEG : Altération de I’Etat Général. a(Hodson et al., 2008), b(Opelz et al., 2007), c(Funch et al., 2005),
d(Vliegen et al., 2004), e(Cheng et al., 2009), f(Simanek et al., 2011), g(Audard et al., 2006), h(Hjelmesaeth et al., 2004).
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d) Prise en charge

La morbi-mortalité avérée du CMV justifie la mise en place de stratégies de prévention pour lesquelles
on distingue une stratégie prophylactique (administration d’une thérapie antivirale pour une durée
prédéfinie pour tous les patients a risque) et une stratégie préemptive (surveillance réguliére de la
virémie et instauration d’une thérapeutique antivirale, uniquement quand le virus est détecté¢ dans le
sang, c'est-a-dire traitement des infections a CMV uniquement). La prise en charge du CMV en
prévention ou a la phase curative (Asberg et al., 2007) fait appel a des molécules antivirales basées sur
I’inhibition de I’ADN polymérase virale pUL54 au premier lieu desquelles on trouve les analogues
nucléosidiques : notamment le ganciclovir et sa prodrogue le valganciclovir. La difficulté de prise en
charge du CMV apres transplantation réside dans le fait que ['utilisation d’antiviraux ne suffit pas
puisque 1’éradication du virus et son controle a long terme implique aussi un contréle immunologique
par les lymphocytes T et les IgG spécifiques du CMV.

Aucune stratégie n’a montré un réel bénéfice I’une sur I’autre (Kotton et al., 2013). Les incidences
d’infections et de maladies a CMV des derniéres études publiées sont reprises dans le tableau 4.

D+R- D+R+ D-R+ N

PROPH — PROPH PREEMP PROPH PREEMP PROPH PREEMP

6M 3M
INFECTION CMV

Khoury, 2006
(Khoury et al., 2006) 44 54 18 54 27 75 98
Kliem, 2008 (Kliem
et al., 2008) 52 74 10 56 0 25 148
Reisching, 2007
(Reischig et al.,
2008) 75 83 56 96 60 86 70
Helentera, 2010
(Helantera et al.,
2010) 37 127
Humar, 2010 (Humar
etal., 2010) 37,4 50,9 326
Van der Beek, 2010
(van der Beek et al.,
2010) 52 69 78
Couzi, 2012 (Couzi
etal., 2012a) 34 60 112
Witzke, 2011
(Witzke, 2011) 15,6 53,8 3,6 22,2 296
Atabani, 2012
(Atabani et al., 2012) 70 53 44 368
Mean 37,2 51,3 68,3 24,9 62,6 22,7 50,4 1623
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MALADIE CMV

Khoury, 2006 (Khoury
et al., 2006) 19 8 5 0 0 0 98

Kliem, 2008 (Kliem et
al., 2008) 148

Reisching, 2007
(Reischig et al., 2008) 0 33 13 0 0 0 70

Helentera, 2010
(Helantera et al., 2010) 34 127

Humar, 2010 (Humar
etal., 2010) 16,1 36,8 326

Van der Beek, 2010
(van der Beek et al.,

2010) 0 0 78
Couzi, 2012 (Couzi et

al., 2012a) 16 26 112
Witzke, 2011 (Witzke,

2011) 4.4 19,2 3,6 5,6 296
Atabani, 2012 (Atabani

etal., 2012) 32,5 2,5 0,9 368
Mean NA 14,4 19,9 7,5 5.4 1,2 1,6 1623

Tableau 4. Incidence (%) des infections et maladies 8 CMV a I’ére moderne, en fonction de la stratégie de prévention
appliquée. Le diagnostic d’infection CMV est fait par mesure de la charge virale. PROPH Traitement prophylactique.
PREEMP Traitement préemptif. NA Non Appliquable.

Si la stratégie prophylactique semblait I’avoir emporté, chez les D+/R- (Kotton et al., 2010), chez les
R+ (Walker et al., 2007; Weclawiak et al., 2010; Witzke et al., 2011), et de par son efficacité
¢conomique (Luan et al., 2011; Luan et al., 2009), la derni¢re conférence de consensus a rééquilibré la
donne, en intégrant des papiers récents de suivi au long cours (Reischig et al., 2012; Spinner et al.,
2010), ’analyse des effets secondaires de molécules (leucopénie) (Hurst et al., 2011; Kalil et al., 2009)
et la certitude que seule une stratégie préemptive rigoureuse pouvait donner lieu a la comparaison
((Greiner et al., 2012) périodicité du screening, rapidité de mise en place du traitement d’attaque,
validation de seuils virologiques (Martin-Gandul et al., 2013)). Si bien qu’aujourd’hui, les traitements
préemptif et prophylactique sont considérés comme des préventions équivalentes. Le choix de la
stratégie peut donc se faire librement a 1’échelle du centre, en fonction de si on veut faire porter le cotit
de la prévention sur le patient ou sur le soin (McGillicuddy et al., 2010) (coflit de la molécule versus
cout biologique et temps médical). La conséquence de cette évolution est le regain d’intérét pour les
CMI qui semblent les mieux a méme de caractériser le risque virologique. Le tableau 5 reprend les
différents moments-clé du suivi ou ils pourraient avoir un role.
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Clirical Scenario

CMY DR~ on primary prophylaxs

CMV R with other nsk factors (eg, lung
transplant, ATG induction)

Suggested Frequency of Immune Monitaring

At the completion of prophylaxs and monthly
for 1y positransplant

Preemptive strategy: monthly till 1y
postiransplant
Prophytaxis: starting at completion of

Suggested Clinical Management

For negative assay, ongoing prophylass
or frequent monitorng

For positive assay, no further
prophylaxis or monitoring

For negative assay, ongoing prophylaxs
or frequent montonng
For positive assay, no further

prophylaxis or monitoring

For negative assay, ongoing prophylaxis
or frequent monitoring

For positive assay, no further
prophylaxs or monitoring

prophylass till 1y postransplant

Posttherapy for acute rejection Monthly for 3 mo posttherapy

At the completion of therapy and monthly
for 2 mo

Recent completon of therapy for ChWMY
disease (predicton of relapse)

For negative assay, ongoing prophylaxs
or frequent monitoring

For positive assay, no further
prophylaxis or monmitoring

For negative assay, ongoing prophylaxs
or frequent monitorng

For positive assay, no further prophylaxis
of monitoring

For negative assay, stan therapy For
POSITVE 8558y CONTINUE TO MoNitor

Recent completion of therapy for CWY
virermia (prediction of relapsel

At the cornpletion of therapy and monthly
for 3mo

Low-level virermia At the onset of virermia and weekly for 3 wk

Tableau 5. Scénarios cliniques potentiels et périodicité des différents tests d’immunomonitoring du CMV(Egli et al.,
2012).

Les résultats des études publiées jusqu’a present sont difficilement transposables en pratique clinique:
pas de comparaison des différents tests, aucune valeur de performance diagnostique —Se, Sp,VPP,
VPN- convaincantes, des petits effectifs de groupes hétérogénes (voir les revues (Egli et al., 2012;
Kotton et al., 2010) et plus récemment (Cantisan et al., 2013; Manuel et al., 2013a)) et aucune ¢tude de
prise en charge antivirale tenant compte des tests de CMI. La place pour un CMI alternative basé sur
I’analyse des lymphocytes T yd existe.

e Lésions de Iallogreffon induites par le CMV
Le CMV est un facteur de détérioration du greffon : la persistance d’une réplication virale est a
I’origine d’effets indirects qui englobent la génération de 1ésions du greffon.

(1) Lien entre rejet aigu et CMV :

Cette association a été validée en transplantation rénale sur des études de cohortes matchées anciennes
(Dickenmann et al., 2001; Nett et al., 2004; Pouteil-Noble et al., 1993; Reinke et al., 1994; Sagedal et
al., 2002; Toupance et al., 2000), ou sur des études de prévention retrouvant une moindre survenue de
rejets dans le bras des patients ayant bénéficié d’une stratégie prophylactique donc ayant eu moins
d’infections a CMV (Lowance et al., 1999; Reischig et al., 2008; Potena et al., 2006). Elle n’est plus
retrouvée dans aucune étude depuis 10 ans et I’application d’une prévention systématique. Le lien
entre réponse allogénique « aigué » et réponse immune anti CMV n’a pas non plus été démontré
(Nickel et al., 2009).

2) Lien entre rejet chronique et CMV :

Le probléme de définition du rejet chronique rend I’évaluation de cette association difficile (a savoir la
part lésionnelle chronique imputable a la réponse allogénique). Dans la plupart des types de TOS, le
CMYV a toutefois été retrouvé associé avec les lésions histologiques caractéristiques de rejet chronique
(Foie et syndrome de raréfaction des canalicules biliaires (O'Grady et al., 1988) (Evans et al., 2000),
Cceeur et coronaropathie d’allogreffe (Grattan et al., 1989) (Loebe et al., 1990) (Koskinen et al., 1999)
(Petrakopoulou et al., 2004), Poumons et bronchiolite oblitérante (Keenan et al., 1991) (Paraskeva et
al., 2011)).
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En transplantation rénale, ce lien entre CMV et 1ésion histologique stéréotypée de rejet chronique n’a
pas ¢été démontré. En revanche, ont été rapportés:

Impact de I’infection a CMV sur la survie du greffon (Humar et al., 1999; Sagedal et al.,
2004) et la pente de dégradation de la fonction rénale (Kliem et al., 2008) (N KTR =148, 72
préemptifs, 72 prophylactiques : dégradation de la fonction rénale (AClairance de la créatinine
Max —Min) plus importante chez les patients avec infection (25 +/- 14,2 mL/min, N=39 versus
18,1 +/-12,5mL/min, N=87), et pertes du greffon significativement plus importante a 4 ans,
quand survenue d’une infection (25% vs 9%, p=0,0117)).

Moins bonne survie du greffon quand persistance du CMV en intragreffon (N KTR=63 dont
17 avec persistance du CMV) (Helantera et al., 2006). Observation d’une surreprésentation
des lésions d’épaississement fibreux de I’intima, uniquement chez les patients ayant eu un
rejet aigu, associée a une augmentation d’ICAM 1, de PDGF-AA, et de TGFpB1 (Helantera et
al., 2003) (Helantera et al., 2005).

Effet de la virémie sur la dysfonction du greffon (N=55 transplantés rénaux (KTR)
pédiatriques, 22% de virémie infraclinique) (Smith et al., 2010).

Virémie a CMV associée a la survenue précoce de Iésions de fibrose et d’atrophie tubulaire
(FIAT) (biopsies protocolaires a M3, N KTR=118, OR=3.8, p=0.02) (Reischig et al., 2009).
Présence du CMV dans les Iésions de dysfonction chronique d’allogreffe rénale (23/24
transplantectomies R+) et niveau d’expression intrarénal associé a la survie du greffon
(Dzabic et al., 2011).

Traitement préemptif (vs prophylactique) associé a une meilleure survie, des taux plus bas de
FIAT avec inflammation, et des niveaux d’expression intrarénaux d’ARNm de génes
impliqués dans la fibrogénéese (Reischig et al., 2012).

Traitement préemptif associé¢ a une moins bonne survie du greffon (N KTR=1239, HR 1.63
[1.01-2.64], p=0.04) (Manuel et al., 2013Db).

3) Détérioration endothéliale et épithéliale médiée par le CMV

Les cibles cellulaires endothéliales et épithéliales jouent vraisemblablement un réle majeur dans ce
processus. L’agression cellulaire induite par le virus est susceptible de générer plusieurs types de

réponses, schématisés dans le tableau suivant (tableau 6).

Cellule endothéliale

Cellule épithéliale

Lyse cellulaire
compléete

Modification histologique en rapport avec
atrophie tubulaire. Perte des fonctions
d’interface (Ex rein : sécrétion/réabsorption
hydroélectrolytique).

Lyse cellulaire
incompleéte/
Modification de
la biologie
cellulaire

1-Activation de la cellule endothéliale(Bentz
and Yurochko, 2008). Réle immunologique
allogénique(Waldman et al., 1993),
modifications fonctionnelles (ex :
dysrégulation NO synthase (Koh et al.,
2004)).

2-Signaux de survie, engagement dans un
processus de prolifération (Caposio et al.,
2011), modifications histologiques en
rapport (sclérose vasculaire du transplant)
(Grattan et al., 1989; Potena et al., 2009,
Streblow et al., 2008).

1-Activation de la cellule épithéliale. Role
immunologique. Génération d’un

« épimmunome » (Swamy et al., 2010).
2-Engagement dans un processus de
dédifférenciation cellulaire et de transition
¢épithélio-mésenchymateuse(Shimamura et
al., 2010), sécrétion de molécules
profibrosantes(Helantera et al., 2005),
modifications histologiques en rapport
(fibrose interstitielle) (Reischig et al., 2012;
Reischig et al., 2009).

Tableau 6. Mécanismes supposés de détérioration endothéliale et épithéliale médiée par le CMV.
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Les lésions de coronaropathie d’allogreffe en transplantation cardiaque illustre parfaitement ce lien
entre CMV, cellule endothéliale activée/dérégulée et réponse angiogénique. Les bases expérimentales
a cette association sont solides et anciennes (Speir et al., 1994) (Zhou et al., 1996) (Streblow et al.,
1999) (Bentz and Yurochko, 2008), (pour revue (Caposio et al., 2011)). Elles sont reprises dans la
figure ci-dessous. Le groupe de Portland a notamment travaillé sur la capacit¢ du CMV a induire la
libération d’un « sécrétome » de cytokines et de facteurs de croissance par la cellule endothéliale
activée (Botto et al., 2011), essentiel dans I’activation de I’angiogénése (figure 11) mais également
susceptible d’intervenir dans la régulation de la réponse immune dans un contexte allogénique.

Au regard de ces données de la littérature, il est étonnant qu’aucune signature histologique chronique
n’ait pu €tre associée a ’infection a CMV en transplantation rénale. A travers ce travail, nous partirons
de I’analyse d’une cohorte de patients transplantés, ayant été biopsiés sur indication et pour lesquels
nous disposions d’un suivi virologique pour questionner ce lien entre CMV et Iésion histologiques
chronique.

1- Dissemination virale aux cellules endothéliales (EC) and SMC
2- Libération (secrétome) de facteurs angiogéniques et de MMP
3- Dégradation de la paroi vasculaire

4- Migration/xx de EC et formation de neotubules

5- Recrutement de cellules murales et stabilisation du néovaisseau

Figure 11. Effet pro-angiogénique du CMYV (Caposio et al., 2011).
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C.  Les Anticorps spécifiques du donneur (DSA)

Depuis les travaux séminaux d’Ehrlich sur la sérothérapie puis la démonstration de ses capacités
lytiques, I’anticorps tient une place importante dans I’approche immunologique moderne. Sa
production a été rattachée aux lymphocytes B et a leur différenciation et maturation en plasmocytes
(Roitt et al., 1969). La reconnaissance du role pathogéne des anticorps anti donneur a permis trés tot
de comprendre les causes des rejets hyperaigus vasculaires conduisant au pertes immunologiques
précoces des premicres transplantation rénales (Kissmeyer-Nielsen et al., 1966). Dans un contexte
allogénique, la cible élective de ces anticorps est le complexe de molécules hautement polymorphique
du systeme HLA (Dausset et al., 1965; Jeannet et al., 1970). C’est de cette compréhension qu’ont été
mis au point les tests de crossmatchs qui servent encore aujourd’hui de test ultime de compatibilité, en
confrontant le sérum du receveur aux cellules du potentiel donneur dans un test fonctionnel effectué
juste avant la greffe (Patel and Terasaki, 1969).

BOX Systeme HLA

Les molécules du complexe majeur dhistocompatibilité (ou Human Leukocyte Antigen — HLA chez 1’homme)

constituent un systeéme de reconnaissance du soi, présent & la surface de I’ensemble des cellules nucléées de

I"organisme, et jouant un réle fondamental dans la réponse immunitaire physiologique via leur capacité a présenter

des peptides antigéniques aux cellules lymphocytaires T. Génétiquement, le systéme HLA correspond a un ensemble

de génes localisés sur le bras court du chromosome 6 chez 1’homme, 4 la partie distale de 1a bande 6p 21-3,

recouvrant une région de 3800kB. Ces génes sont subdivisés en 3 catégories : les génes codant pour les molécules

HLA de classe I, de classe 1T et de classe TIT (mal caractérisée, pas de réle équivalent dans la présentation

antigénique). Ces génes HLA présentent 3 caractéristiques notables (i) le polymorphisme, (ii) la codominance

(expression de I’alléle de chaque géne porté par chacun des deux chromosomes chez les patients hétérozygotes), (iii)

une liaison étroite (transmission en bloc d’un haplotype de génes a la descendance.avec peu de recombinaison). La

variabilité génotypique (1010 combinaisons théoriques possibles) donc phénotypique est immense, expliquant que
deux individus non apparentés n’ont qu’une trés faible probablité d’exprimer les mémes molécules HLA. Cette
variabili¢ génotypique est pondérée par un déséquilibre de liaison entre certains alléles.

Structure : Les molécules HLA sont des glycoprotéines membranaires.

L Molécules HLA de la classe I : Les trois principales molécules HLA de classe I sont les molécules HLA-
A, -B et —C. Elles sont constituées de 1'association non covalente d'une chaine lourde a (45 kD), codée
par les génes situés sur les loci A, B et C, et d'une chaine 1égére commune, la p2-microglobuline (12 kD).

La chaine lourde o est une glycoprotéine composee de trois parties

v une partie N terminale extra-membranaire, d'environ 280 acides aminés. Celle-ci est elle-m&me composée de

trois domaines al, o2, a3. Les domaines a1 et o2, les plus distaux par rapport a la membrane cellulaire, sont
polymorphes ; c’est & ce niveau que se situe le site de fixation peptidique permettant de présenter les peptides
antigéniques aux TCR des lymphocytes T-CDS8. Le domaine a3, plus conservé, est la région d'association avec
la P2-microglobuline.

v une partie transmembranaire, d'environ 20 acides amings

v une partie C-terminale intra-cytoplasmique, constituée de 4 acides aminés.

La B2-microglobuline est constituée par un seul domaine extra-membranaire. Le géne codant est situé sur le
chromosome 15, ne faisant donc pas partie de I'ensemble des génes codant pour le systéme HLA, et n’est pas
polymorphe. La molécule posséde une fonction de stabilisation et de transport de la chaine lourde o a la membrane
cellulaire. Leur distribution est ubiquitaire.
1L Molécules HLA de classe II : Les molécules HLA de classe I ontune structure trés proche de celle des
molécules HLA de classe I. Elles sont formées de 1'association non covalente d'une chaine a (34 kD) et
d'une chaine légére p (29 kD).
Contrairement aux molécules HLA de classe I, les chaines a et B sont ici parfaitement homologues, composées,
toutes les deux, d'une partie N terminale extra-membranaire, d'une partie transmembranaire et d'une partie C-
terminale intra-cytoplasmique. Les principales familles de molécules HLA de classe I1 sont codées par des génes
situés sur les loci DR, DP et DQ. Chacun de ces loci contient un géne codant pour une chaine o (DRA, DPA et
DQA) et une chaine § (DRB, DPB et DQB), chaque géne présentant de trés nombreuses formes alléliques, a
I"exception de DRA, codant pour la chaine o du DR, qui est trés peu polymorphe (3 alléles identifiés seulement). Le
locus DR présente la particularité de comporter plusieurs génes DRB. Le géne DRB1 code la chaine B principale, qui
associée a la chaine DR o forme la molécule HLA-DR. En fonction de I’alléle exprimé au locus DRB1, un autre géne
DRB3, DRB4 ou DRBS, présent et exprimé au sein de I’haplotype, peut s’associer également & une chaine DR.a pour
former une molécule dite de surspécificité DR52, DR53 ou DR351 respectivement. Les parties extra-membranaires
des chaines o et [§ sont constituées, chacune, de deux domaines al, a2, B1 et 32. Les domaines al et f1 constituent 1a
encore des régions hypervariables, abritant le site de fixation peptidique qui permet de présenter les peptides
antigéniques aux TCR des lymphocytes T-CD4.
Les molécules de classe 1T ont une distribution beaucoup plus restreinte que celle des molécules de classe I : elles
sont retrouvées sur les cellules présentatrices des antigénes (cellules dendritiques, monocytes/macrophages,
Iymphocytes B), sur les lymphocytes T activés, ainsi que sur des cellules endothéliales des vaisseaux.
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1. Immunogénicité du systeme HLA
Les molécules HLA de par leur polymorphisme signent la singularit¢ individuelle a I’échelle
cellulaire. Elles constituent le principal stimulus antigénique en situation allogénique. Cet aspect
justifie la recherche d’un donneur présentant la meilleure compatibilité possible en terme de typage
HLA avec le receveur ; le nombre d’incompatibilités ou mismatch HLA étant inversement corrélé a la
survie du greffon (Opelz and Wujciak, 1994).

La réponse immunologique qu’elle engendre revét les deux aspects classiques de I’'immunité
adaptative avec une réponse cellulaire T et une réponse anticorps. L’immunologie de la greffe s’est
focalisée pendant pres de trente ans sur la réponse cellulaire T du fait notamment de la forme prise par
les rejets aigus classiques @ médiation cellulaire avec une infiltration du greffon par les lymphocytes
(Racusen et al., 1999). Le développement des drogues immunosuppressives jouant sur I’activation
cellulaire T (notamment via les anticalcineurines qui bloquent le signal 1 en aval du TCR (Halloran,
2004)) ont permis progressivement de contrdler cette réponse cellulaire T : le taux de rejets aigus est
ainsi passé de plus de 40% dans les années 80 a moins de 10% aujourd’hui chez des patients a faible
risque immunologique (Meier-Kriesche et al., 2004). L’enregistrement de cette diminution du taux de
rejets aigus dans la 1°° année s’est fait de fagon concomitante 4 deux autres constats (i) les rejets aigus
résiduels ont un phénotype plus sévére et répondent moins bien aux traitements conventionnels, (ii) la
survie a long terme des greffons n’a pas connu la méme amélioration (Lamb et al., 2011).
L’amélioration des techniques de dépistage et d’identification des DSA associée a une redéfinition du
phénotype histologique des lésions médi¢es par les DSA a permis d’éclairer cette évolution en
¢tablissant le role déterminant des DSA dans la détérioration aigué et chronique du greffon.

2. Dépistage et Identification des DSA

a) Facteurs de risque
On rappelle que les trois paramétres classiquement reconnus comme favorisant I’apparition de DSA
sont une grossesse, une transfusion de produits sanguins et une transplantation antérieure. Récemment,
les modalités d’immunisation anti HLA ont été affinées par trois études originales

- Tout événement « proinflammatoire » (en pratique du syndrome coronarien aigu au sepsis
sévere) est capable de générer une immunisation anti HLA (Locke et al., 2009). Les
vaccinations sont classiquement retrouvées comme favorisant 1’immunisation (10% des
patients (Katerinis et al., 2011)) méme s’il n’a pas été montré que ce type d’immunisation
pouvait avoir un impact sur le devenir du transplant.

- Les femmes n’ayant pas développé d’anticorps anti HLA aprés leurs différentes grossesses ont
moins de risque de développer une alloimmunisation apres transplantation (Gatault et al.,
2012), suggérant I’existence de phénotypes plus tolérogenes.

- Le rebond d’immunisation anti HLA traditionnellement décrite apres transplantectomie
(« sponge trap ») serait fortement corrélé a I’arrét de toute immunosuppression : 50% de DSA
apres transplantectomie (Del Bello et al., 2012).

b) Techniques
Les outils immunologiques a disposition pour caractériser les DSA ont connu une sophistication et une
complexification croissante, permettant un réel gain de sensibilité. Briévement, on est pass¢ d’une
technique basée sur un test fonctionnel de lyse des cellules du donneur via une cytotoxicité des
anticorps obtenue par adjonction de complément de lapin (CDC) (Patel and Terasaki, 1969), a une
identification en cytométrie en flux d’une fixation d’anticorps dirigée contre les cellules T ou B du
donneur (Cook et al., 1987), puis a I’utilisation de tests dits en phase solide. Pour ces derniers, les tests
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ELISA (Lefaucheur et al., 2008) avec molécules d’HLA coatées sur plaque ont été progressivement
suppléés par des tests utilisés en cytométric basés sur des billes recouvertes de molécules HLA
synthétiques (plusieurs spécificités HLA pour un test dit de Flow PRA utilisé en dépistage, a une seule
spécificité HLA, de résolution souvent allélique, pour un test dit de Single Antigene Flow Bead SAFB
utilisé en identification). Ces outils sont accessibles en pratique de routine. Ils offrent en plus
I’avantage d’une évaluation semi quantitative de la force du DSA par l’intensit¢ moyenne de
fluorescence (MFI) de fixation des anticorps du sérum sur les billes, a la réserve prés que celle-ci n’est
pas validée par les autorités de tutelle (FDA (Archdeacon et al., 2011)). Ces nouveaux outils ouvrent
des perspectives intéressantes en identifiant des DSA qui passaient inapergus jusqu’alors.

Testing Antibodies Sensitivity | Specificity
Detected
(A) Complement HLA and non-HLA  + +++
Dependent o& A (
| [

Cytotoxicity (CDC) T-Cell: HLA |

Donor cells + recipient B-Cell: HLA 1=l

serum (Y) +AHG (Y)+

complement (<) = lysis v ‘
(%) and color change

(B) Flow X-matching HLA and non-HLA o+ ++
Donor cells +

reclple nt serum T-Cell: class |
+FITC tagged antibody  B-Cell: class I>Il == =
= |laser detects FITC ) ‘

recording “channel shift”
Ay
O~
» v a

Figure 12. Différents tests classiquement utilisés pour la détection des DSA (Nishio-Lucar et al., 2013). (A) In the CDC
method, donor cells are incubated with recipient serum, mixed with antihuman globulin antibody and complement. Cell lysis

(C) Solid Phase HLA- HLA-Specific +++ +
Testing

Beads coated in HLA +  Mixed class | orll

recipient serum + FITC  beads as 'screens’.

tagged antibody =laser  Single antigen

detects FITC recording  beads determine

“mean fluorescence specificity of HLA

intensity” antigen

causes a color change and represents positive antibody recognition. (B) In flow crossmatching, donor cells are mixed with
recipient serum and fluorescently labeled antihuman globulin Ig (FITC). A flow-cytometer then counts labeled cells and
reports the mean fluorescence intensity (MFI). (C) In solidphase HLA-testing, synthetic beads coated with HLA are mixed
with recipient serum and FITC. Flow cytometer then measures the fluorescence of labeled cells and reports the MFI.
Sensitivity in this chart relates to the ability to detect a DDA. Specificity relates to the outcome of a clinically significant
antibody-mediated rejection. Y (black) donor-specific antibody, Y (orange) antihuman globulin (AHG), (C) Complement
lysis, FITC fluorescently labeled antibody, HLA human leucocyte antibody.

c) Limites
Les modalités de I’utilisation optimale de ces tests a haute sensibilité ne sont pas pleinement
consensuelles (Tait et al., 2013). Les seuils qui permettent de reconnaitre un anticorps anti HLA
comme un DSA sont au cceur des controverses. Les spécificités HLA a considérer comme pathogenes
¢galement (HLA Cw, HLA DP).
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Au-dela, c’est :

- TD’acces a la transplantation qui est en jeu. Un seuil trop bas risque de limiter 1’accés a la
transplantation (en déclarant ’antigéne HLA antigéne interdit), un seuil trop haut d’exposer
les patients a un risque immunologique,

- en post greffe, la stratégie diagnostique (biopsie du greffon a la recherche d’argument pour des
lésions histologiques a médiation humorale) et thérapeutique qui est discuté.

Pour utiliser au mieux ces tests, il faut en connaitre les limites. Leurs principales sont reprises dans le
tableau ci-dessous (tableau 7).

Technological advantages and limitations of Luminex HLA SAB

Technological advantages Technological limitations
Qualitative: enables precise identification of all antibody Some positive results can be caused by antibodies to
specificities in complex sera (DSA) denatured HLA.
Comprehensive: distinguishes antibodies to all common alleles Occasional high background binding requiring repeat testing
for HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DRB1, HLA-DRB3/4/5, and absorption protocols.
HLA-DQAI, HLA-DQBI1, HLA-DPAI1, HLA-DPB1
Semiquantitative: enables determination of antibody levels Variable HLA protein density on beads. Blocking factors may
(high, intermediate, and low) cause false-negative or misleading low assessment of
antibody levels (prozone?). IgM and C1 can block
IgG binding.
Sensitive: enables detection of weak antibody levels
Rapid: enables real-time antibody monitoring for DSA. HLAI Lot-to-lot variation requiring validation. Vendor-specific
transplantation. Pretransplantation and posttransplantation variation.

antibody monitoring (assist diagnosis of AMR). Virtual XM
Enables detection of non-HLA-specific antibodies (e.g, MICA)

Detection and differentiation between immunoglobulin class Reagents not standardized
and isotype (e.g., complement fixing and noncomplement
fixing C4d and Clq)

AMR, antibody-mediated rejection; DSA, donor-specific HLA antibodies; HLAI, HLA incompatible; MICA, major histocompatibility complex class
I-related chain A; SAB, single-antigen beads; XM, crossmatch.

Table 7. Avantages et limites des tests Luminex SAFB (Tait et al., 2013).
Ces limites peuvent étre surmontées par différentes approches complémentaires (entre autre) :

- Amélioration des processus de fabrication pour homogénéiser la répartition des molécules
HLA synthétiques sur les billes.
- Programmes d’évaluation de qualité au sein des différents laboratoires. Limiter les variabilités
inter tests. Définir les protocoles. Identifier localement les billes les moins fiables.
- Dilution des sera, application d’EDTA pour limiter I’effet prozone (Guidicelli et al., 2013) ;
- Traitement des billes a I’acide pour identifier des molécules HLA dénaturées,
- Analyse des immunoglobulines (Ig) impliquées dans le test et de leur capacité a activer le
systéme immunitaire :
e capacités a activer localement le complément (i) par analyse de la liaison au Clq (Otten et
al., 2012) (Loupy et al., 2013), (ii) analyse de la formation locale de C4d.
e sous-classes Ig (Honger et al., 2011), gycosylation différentielle du fragment Fc (Raju,
2008).
e capacités hydrolytiques des IgG envers les facteurs de coagulation VIII et XIX(Wootla et
al., 2008).

d) Impact

(1) A la greffe
Caractériser les DSA a JO de la greffe fait partie des recommandations de bonne pratique.
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(a) Dans la littérature
Nous disposons maintenant d’un recul suffisant pour établir que la présence de ces DSA préformés a
la greffe impacte significativement le devenir de la transplantation rénale (Rejets Aigus a Médiation
Humorale-AMR et survie du greffon), a fortiori quand ils sont associés a un crossmatch positif mais
¢galement quand ils sont isolés : OR d’AMR a 3.78 [1.34-2.15] et OR de perte du greffon a 1.7 [1.34-
2.15]. Les études ayant évalué cette question sont reprises ci-dessous (figure 13 et tableau 8).

Risque d’AMR

Patients Yo
study Year included AR (95% CI) Weight
All flow XM negative |
Patel 2007 60 6.83 (0.81,57.65) 1.68
Gupta 2008 111 T | 0.90(0.35,2.31) 17.26
Viad 2009 278 —— 470(1.48,1520) 2.74
Willicembe 2011 480 = 262 (1.48,4.72) 18.55
Verghese 2010 82 — T 167 (0.40,6.93)  4.74
Higgins 2011 51 —o—-l 152 (0.65, 3.51) 15.42
Couzi 2011 57 (Excluded) 0.00
Subtotal (l-squared = 32.3%, p = 0.193) <> | 1.98 (1.36, 2.89) 80.39
Flow XM not performed |
Aubert 2009 113 —I—o—) 23.77 (1.02, 553.68) 0.25
Amico 2009 334 —_—— 594 (3.50,10.08) 20.69
Lefaucher 2010 402 | =+ 13.26 (5.58, 31.58) 6.31
Dunn 2011 587 b——4 3.67 (1.95, 6.93) 12.36
Subtotal (l-squared = 53.8%, p = 0.090) i <> 6.52 (4.53,9.37) 39.61
Overall (I-squared = 68.9%, p = 0.001) @ 3.76 (2.94,4.85)  100.00

T l 1
Favors DSA A 1 10 Favors no DSA

Risque de perte du grefton

Patients %
study Year included RR (95% Cl) Weight
All flow XM negative I
Patel 2007 60 i 1.95 (0.13, 29.68) 0.89
Gupta 2008 111 —-0—|— 0.90(0.35.2.31) 10.03
Viad 2009 278 —_——— 1.90 (0.65,5.58) 3.95
Willicombe 2011 480 —_— 2.16(0.03,5.08) 6.58
Verghese 2010 82 —‘——— 3.33(1.26,8.81) 3.33
Higgins 2011 51 1.73(0.31,9.57) 245
Subtotal (l-sguared = 0.0%, p = 0.570) <> 1.76(1.13,2.74) 27.23
Flow XM not performed |
Gibney 2008 55 ——I—O_ 3.70 (0.78,17.680) 2.13
Berg-Loonen 2008 27 _|0—|— 1.07 (0.17,6.64) 2.55
Aubert 2009 113 T > 2.89(0.12,67.03) 0.41
Amico 2009 334 I—O— 1.97 (1.12,3.44) 16.75
Caro-orleas 2011 883 —_ 1.59 (1.14,2.23) 47.55
Dunn 2011 587 0.36 (0.02,5.90) 3.38
Subtotal (I-squared = 0.0%, p = 0.715) # 1.67(1.27,2.21) 72.77
Overall (I-squared = 0.0%, p =0.810) 4} 1.70(1.34,2.15) 100.00

I
T T

Favors DSA .1 1 10 Favors no DSA

Figure 13. Métaanalyse de ’effet des DSA a JO sur le risque de rejet 2 mediation humorale (AMR) et de perte du
greffon (Mohan et al., 2012). Forest plots for risk stratified by flow crossmatch results. (High panel) Risk of AMR with and
without DSA. (Bottom) Risk of graft failure with and without DSA. For all forest plots, the solid line represents the null
effect. The dotted line represents the summary effect for the studies included in the analysis. The shaded boxes are
proportional to the relative weight of the studies used in each analysis. The center dot within the box represent the point
estimate for that study and the horizontal line passing through each square represents the confidence interval of each study
point estimate. The center of the diamond represents the summary effect and the lateral tips of the diamond represent the
confidence intervals of the summary estimate.
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Tableau 8. Différentes études ayant évalué I'impact des DSA préformés (Tait et al., 2013). AHG, anti-human
immunoglobulin; AMR, antibody-mediated rejection; BMT, bone marrow transplantation; CDC, complement-dependent
lymphocytotoxicity; CR, cellular rejection; DD, deceased donor; DSA, donor-specific HLA antibodies; F, flow; FC, flow
cytometry; GS, graft survival; HI, highly immunized; KL, combined kidney-liver transplantation; KP, combined kidney-
pancreas; L, liver; LD, living donor; LMix, Luminex mix; LSC, Luminex screen; M, multivisceral; NA, not applicable; ND,
not determined; Ped, pediatric; PRA, panel reactive antibody; SAB, single-antigen beads (Luminex or flow); XM,

crossmatch.



(b) A Bordeaux
L’évaluation du risque immunologique intégre les résultats du crossmatch en cytométrie en flux en
plus de I’analyse des DSA et du crossmatch en microlyphocytotoxicité. Notre expérience confirme les
résultats de la littérature en terme de survenue de rejets aigus et de 1ésions a médiation humorale mais
pas en terme de survie du greffon qui n’apparait pas statistiquement significative (durée moyenne de
suivi 41 mois).
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A, B.
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Figure 14. Expérience bordelaise de I’'impact des DSA préformés en fonction des résultats du FCXM. Définition DSA+
(MFI SAFB >500 pour Anticorps anti HLA dirigé contre molécule HLA exprimée par le donneur, en inculant HLA Cw et
HLA DP). Définition FCXM+: Mean Channel Shift >20 sur les lymphocytes T (Couzi et al., 2011a) et MCS > 70 sur les
lymphocytes B avec un auto XM n’augmentant pas dans les mémes proportions (<1.5). Définition AML ptc+g>0 avec ou
sans augmentation de créatinine (Rejets Aigus Humoraux cliniques et infracliniques). A. Kaplan Meier survie sans rejet pour
les patients avec ou sans DSA, B. Kaplan Meier survie sans lésions de la microcirculation enregistrées a 1’occasion de
biopsies de greffon sur indication, C. Kaplan Meier survie sans rejet pour les patients avec ou sans DSA, Kaplan Meier survie
sans lésions de la microcirculation enregistrées a 1’occasion de biopsies de greffon sur indication,, D. Kaplan Meier survie
sans lésions de la microcirculation enregistrées a 1’occasion de biopsies de greffon sur indication, Kaplan Meier survie sans
Iésions de la microcirculation enregistrées a 1’occasion de biopsies de greffon sur indication.

A la lumiére des résultats publiés dans la littérature (Gloor and Stegall, 2010; Montgomery et al.,
2011) et I’absence d’impact sur la survie du greffon, la hiérarchisation du risque immunologique a ét¢
modifiée : les seuils de positivité de ces FCXM (concept d’ARC Acceptable Reactive Crossmatch
(Leone et al., 2012) pour des greffes HLA incompatibles) ont été revus a la hausse pour étre
considérés comme positifs : le seuil de canaux de fluorescence (MCS) a été monté de 20 a 45 pour les
lymphocytes T et de 50 a 70 pour les lymphocytes B, sans que ce seuil sont complétement consensuel.
De la hiérarchisation du risque immunologique découle la stratégie immunosuppressive (avec un
niveau de preuve qui reste toutefois faible). La synthése de ce protocole est présentée dans le tableau
ci-dessous (tableau 9).
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IMMUNISATION o ° ° °
Q anti HLA+
&
2 9
=& DSA+ JO (MFI >500) o o ° °
o an
o 2
S g FCXM+J0 5 5 5 o
2 £ | (MCS LT>50 et/ou MCS LB>70)
= E
g Risaus immunclogi RISQUE RISQUE
. Sque rmmunologique VERT ORANGE
. . ATG+RTX
Induction Anti IL2R ATG Vg (x3)
= Libre CI
E IS (Protocoles) FK/MMF FK/MMF
CS Arrét précoce Maintien Maintien

Tableau 9. Protocole de prise en charge a JO de la transplantation rénale a Bordeaux. Anti IL2 Basiliximab, ATG
Thymoglobuline, CI contreindication a la greffe, CS Corticostéroides, DSA Donor Specific Antibodies, FK Tacrolimus,
FCXM Flow Cytometry Crossmatch, IS Immunosuppression, IVIg Immunoglobulines polyvalentes MCS Mean Chanel Shift,
MMF Mycophénolate Mofétil, RTX Rituximab, Ttt traitement a la grefte.

2) Apres la greffe
La dynamique d’évolution des DSA aprés la greffe se dessine comme un paramétre tout a fait
intéressant de monitoring dans la mesure ou il semble associ¢ au pronostic (Lefaucheur et al., 2007)
(Everly et al., 2009; Everly et al., 2010). Les critéres observés pourront &tre (i) persistance/ou non du
DSA, (ii) diminution de sa MFI, (iii) évolution du nombre de DSA impliqué, (iv) association a un
DSA de novo.

L’apparition de DSA ou DSA de novo (dnDSA) chez des patients immunisés anti HLA ou non
immunisés a la greffe a fait I’objet de nombreuses études utilisant ces nouveaux outils diagnostiques
dans une perspective clinique d’immunomonitoring. Les premieres études les ont recherchés chez les
patients présentant une perte de greffon. On peut retenir de fagon schématique qu’ils sont retrouvés
chez plus de 50% des patients qui perdent leur greffon suggérant bien leur implication majeure dans le
processus de détérioration du greffon (Lee et al., 2002) (Worthington et al., 2003). Plus récemment,
plusieurs équipes ont rapporté leur expérience de I’application de ces tests dans des protocoles locaux
de monitoring prospectif ou dans des études transversales. Les principales études sont reprises dans le
tableau 10. A partir de plus de 1500 patients, dépistés et identifiés pour leur dnDSA avec des techiques
a haute résolution, on dégage que I'incidence des dnDSA est voisine de 15% (qu’on fasse une
moyenne simple ou pondérée sur le nombre de patients par étude) a raison d’une immunisation de
12% la premicre année (risque maximal dans les six premiers mois) puis de 5% par an (Rebellato et
al., 2011). De plus, elles confirment la forte association des dnDSA avec la survenue de rejets aigus,
de Iésions a médiation humorale, de dégradation du greffon et de perte du greffon.

Les axes de recherche de ce theme des dnDSA se concentrent aujourd’hui sur (i) la mise en évidence
du réle prépondérant des DSA anti DQ, avec de vraisemblables stratégies d’allocation basée a terme
sur I’absence de mismatches DQ pour limiter au maximum le risque de cette immunisation néfaste sur
le devenir du greffon, (ii) I’analyse de la capacité a fixer le Clq pour les DSA identifiés dans un test
SAFB (Lefaucheur et al., 2013b) (Freitas et al., 2013).
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Papier Ref N Durée Technique % dnDSA  Impact
(Hourmant et al.,
Hourmant, JASN 2005 2005) 543 Sans ELISA 5,50% DG, PG, TG
Mao, AJT 2007 (Mao et al., 2007) 54 Sans Cytometrie  22% PG
Li, Transplant Int 2008 (Li et al., 2008) 87 6mois Cytometrie 5% AML, PG
Lach 1. .
Lachmann, Transplantation 2009 (2 Ozg)ma"" 1015 sans Cytometrie  12% PG
Hidalgo et al.
Hidalgo, AJT 2009 (2 0;) 9a) BOCt& 145 Crossectional  Cytometrie  22% AML, PG
Gill, Transplantation 2010 (Gill et al., 2010) 84 lan Cytometrie  11% RA
DeVos et al.
De Vos, Clin Transplant 2011 (2 OT l)os ctak, 389 3ans Cytometrie  25% RA, DG, PG
Kanter Berga, Transplant Poc 2011 gll(a;:)elr llierga ot 321 Crossectional Cytometrie 7% RA
Ntokou et al., .
Ntokou, Transplant Int 2011 (2 o o )0“ G597 >sans Cytometrie  15% PG
Rebellato, Clin Transplant 2011 ;%Tli;llato etal, 224 >3ans Cytometrie  12% -
De Vos , Kidney Int 2012 (2]32/)05 tals 347 26mois Cytometrie  18% PG
. . (Ginevri et al., . N AML, DG,
Ginevri, AJT 2012 2012) 82 4,3ans Cytometrie  23% PG
Liefeldt et al.
Licfeldt, AJT 2012 (2 01162; Gd 126 3ans Cytometrie  17% AML, PG
Wiebe et al.
Wicbe, AJT 2012 (2 o 1‘;)6 Gd 315 62ans Cytometrie  15% AML, PG
. . (Willicombe et . . N AML, TG,
Willcombe, Transplantation 2012 al., 2012) 505 Crossectional Cytometrie  18% PG
haudhuri 1.
Chaudhuri, JASN 2013 (2% 1;‘;‘1 uretals 130 2ans Cytometrie 6% RA, DG, PG
K t al. . .
De Kort, AIT 2013 (z‘fi 3)0“ €8 638 Crossectional  Cytometrie  12% AML, PG
Everly, Transplantation 2013 (2](3)\1/§r)ly etal, 189 10ans Cytometriec ~ 25% PG
. (Kamar et al., . .
Kamar, Clin Transplant 2013 2013) 122 36mois Cytometrie  7,50% AML
MOYENNE 5913 15%
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Tableau 10. Principales études ayant évalué I’incidence et ’impact des DSA de novo (dnDSA). AML Iésions
médiées par les anticorps dont rejets a médiation humorale AMR, DG Dégradation Greffon,dnDSA de novo DSA PG
Perte Greffon, RA Rejet Aigu, TG Glomérulopathie du Transplant.

3. Phénotype du rejet a médiation humorale

Le rejet a médiation humorale (AMR) est dit improprement « clinique » quand il s’associe a une
détérioration biologique de la fonction du greffon et « infraclinique » quand la fonction du greffon est
altérée (telle qu’on peut analyser la fonction rénale : créatinine, débit de filtration glomérulaire estimé,
protéinurie). Le diagnostic d’AMR passe par la réalisation d’une biopsie du greffon. Les dernicres
classifications internationales de Banff (Solez et al., 2007) (Solez et al., 2008) (Sis et al., 2010b)
(Mengel et al., 2012b) distinguent les rejets certains des suspicions de rejets en fonction de
I’exhaustivité¢ des différents critéres regroupés pour en faire le diagnostic (tableau 11). En effet,
comme formulée par Mengel (Mengel et al., 2012a), le phénotype des AMR passe par trois niveaux de
preuves : preuve sérologique, preuve immunopathologique et preuve histologique (figure 15).

Banff 97 disgnostic categories for renal allograft biopsies—Banff ‘09 update
1. Normal
2. Antibody-mediated changes (mey coincide with categories 3, 4 and 5 and 6)
Due to documentation of circulating antidonor antibody, C4d,! and allograft pathology
C4d deposition without morphologic evidence of active rajection

Cdd+, presence of circulating antdonor antivodies, no signs of acute or chronic TCMR or ABMR fi.e. g0, cg0, ptcd, no pic lemination
(<5 layers by electron microscopy), no ATN like minimal inflammation). Cases with simultaneous borderline changes are
considered as indeterminate

Acute antibody-mediated rejection’

CAd-+, presence of circulating antidonor antibodies, morphologic evidence of acute tissus injury, such as (Type/Grade)

1. ATN-like minimal inflammation

1. Capillary and or glomerular inflammation fptc/g >0) andfor thromboses

Il Arterial - v3

Chronic active antibody-mediatad rejection”

C4d+, presence of circulating antidoncr antibodies, morphologic evidence of chronic tissue injury, such as glomerular double
contours and/or peritubular capillary basement membrane multilayering and/or interstitial fibrosis/tubular atrephy and/or fibrous
intimal thickening in arteries

3. Borderline changes: "Suspicious’ for acute Tcell mediated rejection (may coincide with categories 2 and &, and €)

This category is used whan no intimal arteritis is present, but there ara foci of tubulitis t1, t2 or t3) with minor interstitial infiltration (i0

or i1) or intarstitial infiltration (i, i3) with mild {t1) wubulitis
4. Teall mediated rejection (TCMR, may coincide with categories 2 and 5 and 6)
Acute Tcell madiatad rejection (Typa/Grade:)

|A. Cases with significant intarstitial infiliration (>25% of parenchyma affected, i2 or i3} and foci of moderate tubulitis (12)

1B. Cases with significant interstitial infiltration (-25% of parenchyma affected, i2 or i3] end foci of severe tubulitis (13)

lIA. Casas with mild to moderata intimal artaritis (v1)

118. Cases with severe intimal arteritis comprising >25% of the luminal area (v2)

1ll. Cases with ‘transmural’ arteritis and/or arterial fibrincid change and necrosis of medial smooth muscie cells with accompanying
lymphocytic inflammation (v3]

Chronic active Tcell mediated rejection
“chronic allograft arteriopathy” (arterial infimal fibrosis with mononuclear cell infiltration in fibrosis, formation of nec-intima)
5. Interstital fibresis and tubular atrophy. no evidence of any spacific etiology

{may include nenspecific vascular and glomerular sclerosis, but severity graded by tubulointersiitial features)

Grade

1. Mild interstitial fibrosis and tubular atrophy (<25% of cortical area)

Il. Moderate interstitial fibrosis and tubular atrophy (26-50% of cortical area)

1ll. Severe interstitial fibrosis and tubular atrophy/ loss (=50% of cortical area)

6. Other: Changes not considered 1o be due 1o rejection- acute and/or chronic (For diagnosas see table 14 in (49); may include isolated
@, cg, or ev lesicns and coincide with categories 2, 3, 4, and 5]

ATN, acute wbular necrosis.
The 2009 updates are underlined. All existing scoring categories (g, 1, v, i, ptc, ¢g, ct, ¢i, ¢v, ah, mm) remain unchanged (45, 49).
! Please refer 1o Bantf 2007 classification paper (45)
Suspicious for anubody-mediated rejection if C4d (in the presance of antibody) or alloantibocy (C4d+) nat demenstrated in the presence
of morphologic evidence of tissue injury.

Tableau 11. Classification histologique de Banff d’analyse de biopsies de greffon rénales (Solez et al., 2008)

Preuve sérologique
DSAs circulants

Preuve immunopathologique
Marquage péritubulaire de C4d

Preuve histologique
« Lésions médiées par les anticorps »
Enl'absence d’autres diagnostics

Figure 15. Phénotype des rejets a médiation humorale. Adapté de Mengel, M. Transpl Int. 2012 (Mengel et al., 2012a).
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a) Preuve Sérologique :
Elle a été largement étayée dans le paragraphe précédent.

b) Preuve Immunopathologique :
La distinguer du reste du tableau est pertinent. Il s’agit d’envisager un marqueur diagnostique qui
apporte des arguments pour attester qu’il y a eu in situ au sein du greffon, un anticorps dirigé contre le
donneur.

(1) C4d

Actuellement, elle est basée sur la mise en évidence de dépdts de C4d dans les capillaires
péritubulaires (Feucht et al., 1993). Le C4d est un marqueur indirect a posteriori de I’activation de la
C3 convertase de la voie classique (C4bC2a). Il indique donc la présence d’un anticorps qui a activé
suffisamment de complément par son fragment Fc pour générer des dépots de C4d liés de fagon
covalente a la microcirculation. Il possede donc une double dimension fonctionnelle et spécifique. Sa
présence suggere que 1. ’anticorps anti donneur impliqué était capable d’activer le complément
(IgG1/G3, IgM, détectables par le Clq appliqué au test SAFB), 2. la voie d’activation du complément
s’est poursuivie conduisant a (i) la production du complexe d’attaque capable de lyser la cible
allogénique sur laquelle s’est plant¢ le DSA, (ii) la production de résidus C5a fortement
chemoattractants pour le reste du systéme immunitaire. On percoit toutefois d’emblée sa limite
principale : il occulte complétement la possibilité d’autres types d’action pathogéne du DSA qui
passerait par un mécanisme indépendant du complément.

) Effets indépendants du complément des DSA sur leurs
cibles

D’autres types d’effets médiés par les DSA ont été rapportés :

(a) Effets médiés par le fragment Fc des DSA.

- Lyse dépendante de I’anticorps ou ADCC : Elle a été rapportée et explorée il y a prés de 40
ans (D'Apice and Morris, 1974; Pierce et al., 1979). Elle a été¢ redémontrée dans des modeles
expérimentaux de souris immunodéficientes et déficitaires en complément chez qui on pouvait
induire les 1ésions d’artériopathie du transplant aprés transfert passif de DSA avec un fragment
Fc fonctionnel (Hirohashi et al., 2010; Lee et al., 2007). Elle est fortement suggérée par
I’analyse des transcrits de biopsies avec rejets a médiation humorale qui retrouvent un
enrichissement en transcrits d’INF-y : ce qui pourrait correspondre a 1’activation produite par
I’engagement des récepteurs activateurs au fragment Fc ; CD16-FcyRIIIA présent sur les
cellules NK (Hidalgo et al., 2010) (Hidalgo et al., 2012). Elle est a la base de nouveaux tests
fonctionnels d’évaluation de la réponse humorale ; allo-CFC, cytométrie en flux sur cellules
NK en conditions d’ADCC avec les sérums des patients (Toyoda et al., 2010) (Toyoda et al.,
2012). Elle fait le lien avec les Iésions histologiques inflammatoires de la microcirculation
dans lesquelles sont retrouvées des cellules au contact des cellules endothéliales des capillaires
péritubulaires et glomérulaires.

- Initiation du recrutement (Valenzuela et al., 2013) puis phagocytose des cellules cibles par les
monocytes.

(b) Activation de la cellule endothéliale.
Les travaux du groupe d’E Reed ont montré dans un modele contrdlé, que les DSA étaient capables
d’activer directement la cellule endothéliale surlaquelle ils étaients fixés. Malgré 1’absence de
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molécules de signalisation intracellulaire, les molécules anti HLA agrégées par la fixation de
I’anticorps pourraient recruter d’autres protéines membranaires via des interactions hétérotypiques en
cis au sein de radeaux lipiques fonctionnels : fonction d” « open conformers » et recrutement de la 34
intégrine, du FGFR ... (Arosa et al., 2007). En aval, différentes voies de signalisation peuvent étre
activées avec des réponses qui vont de la survie a la prolifération (figure 16).

Low Dose of Anti-HLA Ab High Dose of Anti-HLA Ab
” |L |L FGF
P Z3 - ) QL

Extracellular

Cytoplasm
FAK/Src/Paxillin \/
mTORC2 mTORC1
J MAPK

:l Sers7s Thr' S6K Thrta/Seriad

* rnrm'l ‘ \‘ o
., (seRP

Bel-2/Bel-xL & IP O

| b

Cell Survival Cell Proliferation

Accomodation Rejection

Figure 16. Dualité d’action des anti-HLA sur la cellule endothéliale (Jindra et al., 2008)

Au-dela, cette activation endothéliale est importante car elle fait le lien avec 1’activation du systéme
de la coagulation dont on pense qu’il est aussi impliqué dans la pathogénie des AMR (Kirk et al.,
2009). Une de ces manifestations histologiques est la microangiopathie thrombotique qu’on peut
observer dans certaines atteintes d’AMR séveres.

La mise en évidence de surexpression des transcrits d’activation endothéliale dans les biopsies de
greffons avec AMR est une confirmation clinique des hypotheses soulevées par ces modeles (Sis et al.,
2009). L’effet des DSA ne se résume pas a une lyse dépendante du complément mais passe aussi par
une activation endothéliale au terme d’interactions sublytiques et de lyse dépendante de cellules de
type ADCC.

En conclusion, le marquage C4d n’est pas un marqueur satisfaisant de la preuve immunopathologique
de la présence d’un DSA pathogene et sa place est aujourd’hui réévaluée. 11 est fluctuant d’une biopsie
a I’autre et sa capacité prédictive a discriminer une évolution vers le rejet chronique est écrasée en
analyse multivariée par I’existence de lésions histologiques de la microcirculation et la présence de
DSA classe II (Loupy et al., 2011b). Il existe donc une place pour d’autres marqueurs de cette preuve
immunopathologique.

¢ Preuve histologique
En reprenant 1’analyse histologique de biopsies rénales sur indication, le groupe d’Edmonton a
proposé de regrouper les différents items de la classification de Banff en différents clusters
fonctionnels. Ont ainsi été définis les 1ésions médiées par les anticorps (AML) qui regroupent a la fois
une inflammation de la microcirculation (ptc+g) et une détérioration de la microcirculation (Sis et al.,
2010a). La méme équipe a proposé ’utilisation du score ptctg. Dés qu’il est supérieur a 0, il signe
I’inflammation de la circulation. Sa présence est fortement associée a 1’existence de DSA circulant en
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plus d’avoir une valeur pronostique sur le risque d’évoluer vers la perte du greffon (Sis et al., 2012).
C’est le parametre histologique le plus spécifique des 1ésions médiées par les anticorps. Des 1ésions
équivalentes ont été rapportées en transplantation cardiaque (Loupy et al., 2011a).

A un stade avancé, la glomérulopathie du transplant pourrait aussi étre une signature tardive des
Iésions médiées par les anticorps: elle est associée a des ¢léments inflammatoires de la
microcirculation dans plus de 70% des cas, avec des dépots de C4d dasn pres d’1/3 des cas et des DSA
circulatns dans la %2 des cas (Sis et al., 2007) (Gloor et al., 2007) (Issa et al., 2008).

D’autres types de 1ésions histologiques ont aussi été associés au diagnostic d’AMR :

- Les lésions vasculaires séveres (AMR grade III) qui pourraient en réalité recouvrir une entité
distincte (Lefaucheur et al., 2013a).

- Les lésions d’artériosclérose accélérée (épaississment fibreux de I’intima) qui répondent aux
modeles expérimentaux murins sur les effets des DSA (Hill et al., 2011).

- Les lésions de microangiopathie thrombotique (Satoskar et al., 2010) (Meehan et al., 2011).

- Enfin la constitution d’organes lymphoides tertiaires pourraient jouer un role dans la
pathogénie histologique des DSA. On sait depuis 10 ans que la présence de lymphocytes B et
de plasmocytes dans I’interstitium du greffon est associée a un pronostic plus sévere (Sarwal
et al., 2003) (Zarkhin et al., 2008). Ceux-ci pourraient s’organiser au niveau d’organes
lymphoides tertiaires (OLT) de novo apparaissant au sein du greffon (Thaunat et al., 2005)
avec différentes explications possibles : la récapitulation du programme embryonnaire
d’organogénése lymphoide (Thaunat et al.,, 2010b), I’hypothése d’un défaut propre de
drainage lymphatique participant a sa néogénération (Thaunat et al., 2006), la production
locale d’anticorps allogéniques et auto immuns dans un contexte dérégulé¢ (Thaunat et al.,
2012) et inflammatoire médié par Th17 (Deteix et al., 2010)) Ces organes lymphoides ne
seraient pas accessibles a un traitement (Thaunat et al., 2008) et ont surtout été retrouvés dans
les greffons dysfonctionnels.

Toutefois, malgré 1’existence de scores histologiques internationaux, il existe une grand variabilité
interobservateurs (Gibson et al., 2008) ; si bien que cette preuve histologique doit étre replacée par
rapport aux deux autres éléments de définition du phénotype d’AMR.

4. Histoire naturelle
On parvient in fine a une histoire naturelle du DSA qui a été reformulée par Loupy et Jordan a partir
du mode¢le initial de Colvin (Colvin and Smith, 2005), en y intégrant les éléments les plus récents
(Loupy et al., 2012) (figure 17).

Ce type d’approche a permis d’attribuer pres des 2/3 des pertes de greffons tardives a des phénoménes
impliquant les DSA et la réponse humorale (Einecke et al., 2009) (Gaston et al., 2010). Celle-ci est
moins bien controlée par les thérapeutiques immunosuppressives en place et particulierement délétere
chez les patients non observants (Wiebe et al., 2012) (Sellares et al., 2012). Au-dela de la
reconnaissance de nouveaux DSA et son association avec un phénotype d’AMR qui permet de
hiérarchiser le risque immunologique en fonction du pronostique a différents temps forts de la
transplantation (tableau 12), c¢’est la question thérapeutique qui est posée. Quelle option choisir pour
interférer avec cette histoire naturelle et a quel moment I’administrer ?
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Figure 17. Histoire naturelle de la détérioration de I’allogreffon médiée par les anticorps anti-donneur (Loupy et al.,
2012). DSAs can come from two sources: either from preformed DSAs or de novo DSAs. If DSAs are complement activating (i.e. IgG1 and
1gG3), the classic complement pathway is rapidly activated through IgG binding and activation of Clq. C4d deposition in peritubular
capillaries may be present and may oscillate with time. High expression of intragraft endothelial-specific transcripts (ENDATS) is observed
indicating ongoing damage. Endothelial injury will manifest by microvascular inflammation lesions: glomerulitis and peritubular capillaritis.
In presensitized patients, these lesions are universally observed, monomorphic in nature, and tend to persist over time triggering accelerated
interstitial fibrosis and tubular atrophy, graft arteriosclerosis (Banff classification cv) and transplant glomerulopathy (Banff classification cg).
Chronic ABMR lesions are not reversible and will worsen with time. Regardless of whether the initial clinical presentation is acute
deterioration of function or indolent, the disease will progress. Graft function decreases at different rates depending on the severity of initial
presentation, type of treatment and response to treatment. Abbreviations: ABMR, antibody-mediated rejection; DSAs, donor-specific anti-
HLA antibodies; ENDATS, endothelial-associated transcripts; g, glomerulitis; IFTA, interstitial fibrosis and tubular atrophy.

Clinical phenotype* DSA status  C4d status Comments
Acute clinical ABMR +++ Positive Classical form of ABMR defined by BanfT criteria
Indolent ABMR +4 Positive Truncated form of ABMR
Microcirculation inflammation  + Negative Muted form of ABMR
No humoral lesions + Positive Accomrmodation?*
May develop full-biown ABMR or indolent ABMR
No humaral lesions +/= Negative May change category and develop Inte full-blown ABMR or indolent

ABMR In the future

Tableau 12. Différentes présentations des lésions a médiation humorale en pratique Clinique (Loupy et al., 2012).
*Risk of progression to chronic ABMR and kidney failure decreases down the table. *Patients without graft pathology but with circulating
DSAs and C4d deposition may have the process known by the underlying term of ‘accommodation’; this entity is seldom observed among
DSA-positive kidney recipients and most of these patients will develop subsequent ABMR lesions.

5. Thérapeutique

Les traitements actuellement disponibles qui ciblent la réponse B bénéficient d’un trés faible niveau de
preuve d’efficacité (rituximab (Lefaucheur et al., 2009) (Loupy et al., 2010) (Sautenet et al., 2013) ;
IVIg (Glotz et al., 2002) (Montgomery et al., 2011), Plasmaphéréses et immunoadsorption (Morath et
al., 2011), bortezomib (Sberro-Soussan et al., 2010) (Walsh et al., 2012), eculizumab (Stegall et al.,
2011)) et pourraient étre associés a un sur-risque infectieux (Kamar et al., 2010). En outre, la mise en
ceuvre de thérapeutiques ciblant la cellule B expose a une déstabilisation des équilibres de régulation
en déplétant le pool de lymphocytes B transitionnels aux propriétés régulatrices, dont la conséquence
en transplantation rénale pourrait étre préjudiciable (sur-risque de rejet aigu) en fonction du moment
de I’injection (Clatworthy et al., 2009) (Thaunat et al., 2010a). Ces restrictions sont également a mettre
en perspective avec les résultats obtenus chez les patients greffés rénaux tolérants opérationnels qui
présentent dans leur sang circulant une signature fortement enrichis en transcrits B (Newell et al.,
2010) (Sagoo et al., 2010) ainsi que la possibilité de transférer cette tolérance dans un modeles animal
par la réinjection cellules B (Le Texier et al., 2011).
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6. Lésions de I’allogreffon
En conclusion, on a vu la capacit¢ des DSA a induire un phénotype clinique, biologique et
histologique en transplantation rénale. Ils semblent effectivement contribuer de fagon déterminante a

la détérioration du greffon. Il est frappant de retrouver dans les modeles expérimentaux et chez
I’homme plusieurs similitudes au niveau des cellules cibles endothéliales et épithéliales entre CMV et
DSA. Le tableau 13 en fait une synthése. On retiendra en particulier la lésion vasculaire chronique qui
est partagée entre CMV et DSA (sclérose vasculaire du transplant et artériosclérosis du transplant) et

de facon plus anecdotique

pourrait étre induite par certains types d’infections a CMV dans un modéle murin).

Cellule endothéliale

Cellule épithéliale

Lyse cellulaire
compléte

1-Cytotoxicité dépendante du Complément. Dépots de
C4d (Feucht et al., 1993). Réle sous classe Ig (Bindon
et al., 1988; Lefaucheur et al., 2013b).

2- Cytoxicité cellulaire médiée par 1’anticorps
(ADCC) via les récepteurs aux Fc des
immunoglobulines (FcyRIIIA-CD16) (Hirohashi et
al., 2010). Role de cellules CD16+ effectrices INF-y+
(Hidalgo et al., 2012; Hidalgo et al., 2010; Sellares et
al., 2013). Role sous classe Ig (Bruhns et al., 2009;
Raju, 2008).

Modification histologique en

rapport avec atrophie tubulaire.

Perte des fonctions d’interface
(Ex rein :
sécrétion/réabsorption
hydroélectrolytique).

Lyse cellulaire
incompléte/
Modification de
la biologie
cellulaire

1-Activation de la cellule endothéliale (Modéles
expérimentaux (Read et al., 1994; Saadi and Platt,
1995; Tedesco et al., 1997; Yamakuchi et al., 2007) et
corrélaton histologique (Sis and Halloran, 2010). Role
immunologique allogénique. Recrutement
leucocytaire/ expression de molécules d’adhésion.
Activation des voies de la coagulation (Drachenberg
and Papadimitriou, 2013; Xu et al., 2006),
Modifications du cytosquelette (Ziegler et al., 2012) et
fonctionnelles (ex : dysrégulation NO synthase (Koh
et al., 2004)).

2-Signaux de survie (Bach et al., 1997), engagement
dans un processus de prolifération (Zhang et al.,
2010b), modifications histologiques en rapport :
artériosclérose accélérée (Modeles expérimentaux
(Galvani et al., 2011; Russell et al., 1994; Shi et al.,
1996; Uehara et al., 2005)/et corrélation histologique
(Hill et al., 2011))

3- Inflammation chronique type Thl (Dean et al.,
2012; Homs et al., 2009)

1-Activation de la cellule
épithéliale ?

2-Engagement dans un
processus de dédifférenciation
cellulaire et de transition
épithélio-mésenchymateuse
(indirect via (Einecke et al.,
2010; Vongwiwatana et al.,
2005)), modifications
histologiques en rapport
(fibrose interstitielle) (Solez et
al., 2008)

Tableau 13. Mécanismes supposés de détérioration endothéliale et épithéliale médiée par les DSA.

la néogénése lymphatique d’OLT partagée entre DSA et CMV (elle
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D. Les lymphocytes T yo

La transplantation rénale fournit un contexte immunologique remarquable : une nouvelle homéostasie
immunologique apparait comme la résultante de 1’équilibre entre réponse allogénique et pression
immunosuppressive. La relation hote-greffon modifie le rapport au danger immunologique. Les
relations hotes-pathogénes et hotes-tumeurs sont redéfinies dans un univers distinct de 1’univers
physiologique. Ainsi, le role de certaines populations lymphocytaires non classiques, habituellement
minoritaires ou mal définies (cellules NKT, ...), a été réévalué, notamment parce qu’elles pourraient
avoir une sensibilité différente de celle des populations classiques aux immunosuppresseurs. Dans ce
contexte, les lymphocytes T yd pourraient avoir une place car les éléments qui régulent négativement
leur expansion sont diminués (compétition des cellules T aff pour I’IL-15 et I’IL-7 (Do and Min, 2009;
French et al., 2005)). Leur rdle a longtemps été négligé car elles ne semblaient pas alloréactives (Jutte
et al.,, 1990; Vaessen et al., 1991). Il s’agit pourtant de cellules polyréactives d’interface, peut-€tre
moins sensibles a I’immunosuppression (Mentzel et al., 1993) (Pawelec et al., 1995) qui justifient
pleinement qu’on s’y intéresse.

1. Génétique et Structure

L’histoire des cellules T yd débute en 1984 avec I’identification de la chaine y sous la forme d’un géne
réarrang¢ dans un clone T aff (Saito et al., 1984). Le locus 6 a ensuite ¢été identifié a I’intérieur du
locus codant pour la chaine o du TCR aff (Chien et al., 1987). Les lymphocytes T yd sont caractérisés
par leur récepteur cellulaire T (TCR): il s’agit d’un récepteur hétérodimérique comprenant deux
chaines polypeptidiques contenant chacune deux domaines de la superfamille des immunoglobulines
(Barclay, 2003) avec un domaine amino-terminal (NH2) V et un domaine carboxyterminal (COOH) C,
stabilisées par un pont disulfure. Sa structure compléte a été obtenue a la fin des années 2000 (Li et al.,
1998) (Allison et al., 2001). Les lymphocytes T yd posseédent bien des caractéristiques de I’immunité
adaptative dans la mesure ou ils sont capables de créer de la diversité dans la génération de leur TCR
par des mécanismes de réarrangements géniques combinatoires (combinaisons aléatoire des différents
segments géniques) et jonctionnels (ajout et élimination aléatoire de nucléotides aux jonctions V-(D)-
J). Les protéines constituant les chaines du TCR sont codées par des génes réarrangés au niveau
somatique a partir d’un pool de segments variables (V), de diversité (D), de jonction (J) et constants
(C). Le chromosome 7 porte la famille de génes codant pour la chaine y (160kb, comprenant 14 génes
variables (V) dont 6 sont fonctionnels, 5 génes jonctionnels (J) et 2 génes codant pour la région
constante (C) mais pas de génes de diversité (D)). Le chromosome 14 porte le locus 8, a I’intérieur du
locus o (1000kb, comprenant 8 segments V mais seulement 3 vrais génes (Vo61, 2 et 3) les 5 autres
pouvant réarranger avec les régions constantes o ou & (Kazen and Adams, 2011), 4 segments J, 3
segments D et une région unique C) (Lefranc, 1990).

A la différence des récepteurs des autres acteurs de 'immunité adaptative capables de créer de la
diversité somatique, le TCR v est généré avec moins de diversité combinatoire du fait d’un nombre
restreint de segments V. Cette apparente restriction est pourtant contrebalancée. La spécificité
antigénique du TCR est portée par trois régions hypervariables appelés CDR (pour Complementary-
Determining Region). Les régions CDR1 et CDR2 sont codés par des segments V alors que la région
CDR3 est codée par une recombinaison V-(D)-J. Si la diversité potentielle de la chaine y est limitée du
fait de I’absence de segments D (approximativement 100), la diversité potentielle générée par les
recombinaisons aux jonctions V-D-J de la chaine 8 est la plus large de I’ensemble des récepteurs a
I’antigéne (approximativement 10'®) : les segments D peuvent étre dupliqués, lus dans un sens ou dans
I’autre, inversés (Elliott et al., 1988), tout en maintenant les potentialités des enzymes codés par RAG
(Recombinating Activating Gene) d’excision et d’addition aléatoires de nucléotides au niveau de
chacune des jonctions. La figure ci-dessous fait la synthése de cette diversité (figure 18).
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Figure 18. Diversité potentielle des séquences d’acides amines des récepteurs immuns. (Chien and Bonneville, 2006).
The calculated potential amino acid sequence diversities in immunoglobulin (Ig) (without allowance for somatic
hypermutation) and of3 and y 8 TCR genes are shown. The first two hypervariable regions of Ig and TCRs (CDR1 and CDR2)
are encoded within the V gene segments. The pairing of the random V gene segments (VH and VL, Va and VB, Vy and V§)
generates the combinatorial diversity listed as V region combinations. The third hypervariable regions (CDR3s) are encoded
within the D and the J gene segments and are listed as junctional combinations. The mechanisms for diversity generation
used for this calculation include different D and J gene segment usage, N nucleotide addition of up to six nucleotides at each
junction, variability in the 3’ joining position in V and J gene segments and translation of D gene segments in different
reading frames. Numbers are corrected for out-of-frame joining, codon redundancy and N region mimicry of germline
sequences as detailed in Elliot et al. (Elliott et al., 1988). The last few amino acids from the TCR V gene segments also
contribute to CDR3 diversity, but their effects are negligible and are not included in the calculation.

La conséquence de ces réarrangements géniques est la génération d’une protéine a la surface tertiaire
unique avec des variations dans la taille et la variabilité¢ des régions CDR3 entre les différents TCRs yd
(associant souvent un CDR3 court pour la chaine y et long pour la chaine 6 ; 8-21 acides aminés).

% of CDR3s

Figure 19. Distribution de la longueur des CDR3 de différentes chaines de récepteurs immuns spécifiques d’antigéne
(Chien and Konigshofer, 2007). The CDR3 length is defined as four amino acids less than the number of amino acid residues
between the J region-encoded GXG triplet, where G is glycine and X is any amino acid, and the nearest preceding V region-
encoded cysteine. Histograms show percentages of CDR3 sequences at given lengths in human chain families.
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Cette structure de la partie variable du TCR v3 a fait dire a Chien que la reconnaissance de son ligand
par le TCR vo s’apparentait plus a une reconnaissance de type lymphocyte B que lymphocyte T aof
(Chien and Konigshofer, 2007). Malgré I’existence d’un progéniteur commun pour les lymphocytes T
v6 et o (Dudley et al., 1995) et de leur maturation thymique intriquée (Bonneville et al., 1989) (Silva-
Santos et al., 2005) (Kisielow et al., 2011) et de leur expression partagée du CD3, le TCR du
lymphocyte vd tel qu’il a pu étre analysé en crystallographie (Li et al., 1998; Allison et al., 2001; Shin
et al., 2005; Willcox et al., 2012; Xu et al., 2011) ressemble peut-étre finalement plus a un BCR qu’a
un TCR of} (Poljak et al., 1973). Son architecture lui permet également de ne pas €tre restreint par une
reconnaissance de 1’antigéne au sein d’une structurede chargement type molécule présentatrice de type
CMH tel qu’on peut le voir avec le TCR af}. Ceci est a pondéré par les résultats montrant I’implication
de tous les CDR, y compris CDRI et 2 dans l’activation des cellules T Vy9Vd2 par les
phosphoantigénes (Wang et al., 2010a) ce qui suggérent, au moins pour ce sous type qu’une molécule
de présentation intermédiaire est nécessaire.

A noter qu’ il a été récemment montré que I’engagement des lymphocytes T off avec le ligand
complexé aux MHC durant la sélection thymique et I’activation périphérique T n’imposait qu’une
contrainte modérée sur la structure du TCR méme. Ce qui fait dire aux auteurs que la restriction au
ligand par le CMH n’est pas portée par le TCR et que I’interface d’interaction est plus « opportuniste
que prédéterminée » (Holland et al., 2013). Ces résultats répondent a ceux du groupe de Singer : un
répertoire de lymphocytes T aff non restreint au CMV peut étre généré en 1’absence de CD4 et CD8
(Van Laethem et al., 2007). La disponibilité de Ick serait essentielle (Van Laethem et al., 2013) : elle
serait exclue du signalosome TCR par les corécepteurs saufsi le ligand des corécepteurs et du TCR est
commun - ce qui est le cas quand le TCR est restreint par le CMH et associ¢ a CD4 ou CDS. A
I’inverse, en I’absence de corécepteurs, la Ick est libre et alors les TCR a3 sont sélectionnés par
n’importe quel antigéne exprimé dans le thymus, tel qu’ils ont pu le montrer avec CD155. C’est
vraisemblablement dans cette perspective qu’il faut replacer [’activation et la sélection des
lymphocytes T yd double négatif pour CD4 et CDS.

En outre, ’analyse des régions variables CDR impliquées dans I’interaction du TCR yd avec son
ligand suggére étonnamment que les déterminants de la reconnaissance antigénique des TCR yd
seraient codés par des portions de segments germinaux VDJ, alors que celle des TCR off
principalement codée par les nucléotides ajoutés/délétés aléatoirement au niveau des jonctions entre
les segments germinaux. De plus, la génération du répertoire yd associe une phase de maturation
thymique et extrathymique (Parker et al., 1990). Cette double constatation a fait formuler I’hypothése
intéressante (mais non vérifiée) que les composants du TCR yd codés par les segments germinaux
permettaient de reconnaitre un nombre limité d’épitopes antigéniques associés a différentes molécules
dépendantes du contexte, et que la capacité adaptative du TCR yd permettrait de moduler I’affinité¢ du
TCR pour ’antigéne et ses molécules associées (Born and O'Brien, 2009). Ce mécanisme ne serait
alors pas si ¢loigné des étapes d’hypermutations somatiques de la cellule B au niveau du centre
germinatif,

L’organisation du systéme immunitaire adaptatif en un systéme tripartite existait déja chez la lamproie
(trois récepteurs distincts, deux liés a la membrane et un sécrété), organisme charniére dans I’évolution
du systéme immunitaire puisqu’un des premiers a disposer de capacités de réarrangement génique
(combinatoire exclusivement) (Boehm et al., 2012). Il a été maintenu sur plusieurs millions d’années.
Les principales différences sont reprises dans le tableau 14.
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Characteristic af T cells o T cells B cells
Antigen-receptor configuration  CD3 complex + aff TCR CD3 complex +v8 TCR lg
Theoretical receptor number ~10% ~10% ~10"
Antigen recognition Peptide + MHC Protein and non-protein Pratein and non-protein
MHC restriction Yes Rare No
Phenotype CD4+ or CD&" Most are CD4-CD8; ilELs CD19+CD20"
are CDB{aux)*
Frequency in blood 65-75% 1-5% (25-60% ingut) 5-10%
Diistribution Blood and lymphoid Blood, epithelial and Blood and ymphoid
tissuss lymnphoid tissuss tissuies
Effector capability CTLs (CD8") CTLs lg production
Cytokine release (T 1/T,2)  Cytokine release (T,1>T,2)
Function Imimune pratection and Immunoregulation and Humoural immunity

pathogen eradication immunosurveillance

CTLs, cytotowc T lymphocytes; IIELs, intestinal intragpithelial T lymphocytes; Ig, immunoglobulin; T, cell, T helper celi; TCR, T-cell
receptor. Data adapted from REFS 64,65,

Tableau 14. Différences entre les trois compartiments du syst¢éme immunitaire adaptatif : lymphocytes T of,
lymphocytes T y6 et lymphocytes B (Carding and Egan, 2002).

Les lymphocytes T y6 empruntent des caractéristiques aux deux autres systémes mais leur maintien au
cours de 1I’évolution ne peut s’expliquer que par un gain fonctionnel permettant un avantage évolutif.
Nous allons voir comment, au travers de 1’¢tude de leur ontogénie et des trois parameétres qui semblent
a méme de définir au mieux chaque lymphocyte T yd

- Un TCR 6 spécifique d’un ligand,
- Un tropisme tissulaire,
- Une fonction.

2. Ontogénie
Les lymphocytes T yd sont les premiers lymphocytes T a se développer chez les vertébrés. Ils sont
prédominants pendant tous les stades précoces du développement feetal. Ils suivent un développement
programm¢ avec la génération de plusieurs vagues successives de TCRs associant différentes chaines y
et & en fonction du tissu vers lequel ils migreront. La figure 20 récapitule ainsi ce qui est connu chez la
souris (Carding and Egan, 2002) mais le principe semble étre le méme chez I’homme des la huitiéme
semaine de développement foetal (Havran and Allison, 1988) (Krangel et al., 1990).
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Figure 20. La génération de cellules Y6 T murines suit un développement programmé (Carding and Egan, 2002). y6 T
cells bearing T-cell receptors that are encoded by specific Vy-gene segments (see graph) are exported from the thymus at
defined periods of fetal and neonatal development, and then migrate to and populate different epithelial-rich tissues in adult
animals. The development of some Vy7+ intestinal intraepithelial lymphocytes might be thymic independent.
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L’évolution quantitative et phénotypique des lymphocytes T y6 du sang chez ’homme a été analysée
chez des nouveau-nés, des enfants et des adultes (De Rosa et al., 2004), permettant de démontrer que
le répertoire était rapidement orienté vers 1’utilisation de caractéristiques jonctionnelles récurrentes,
une restriction des chaines utilisées, privilégiant ’association Vy9V62 et un profil de cellules
mémoires (figure 21).
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Figure 21. Evolution des phénotypes naifs dans différentes sous-populations lymphocytaires chez I’homme (De Rosa et
al., 2004). The percentages and absolute counts of and T cells that are naive drop early in life. Data for CD4 (upper row),
CDS8 (second row), V1 (third row), and V2 (lower row) T cells are shown. Subsets have been gated as CD3, EMA (live),
scatter-gated lymphocytes. Naive cells have been additionally gated by two markers in some subjects (CD45RO CD11adull,
squares), or by three markers in other subjects (CD45RO CD11ladull CD27bright, E). The absolute counts for the overall
subset (left panels) and the naive subsets (middle) are plotted for the cord, pediatric, and adult blood samples. Absolute
counts have been calculated by multiplying the subset frequency relative to lymphocytes by the absolute lymphocyte count
determined from the complete blood count. An asterisk indicates a significant difference (» 0.05) between adjacent groups.
The graphs on the right indicate the percentage of cells within the indicated subset that is naive plotted vs age. The age axis is
displayed with three scales (02, 2—14, above 14 years) so that the infant and pediatric scales are expanded. The percentage
of cord blood cells that are naive is grouped on the /ef side in these graphs.

Cette évolution est compatible avec une stimulation répétée par des antigénes environnementaux ou
une stimulation chronique par des ligands endogeénes surexprimés durant les stades précoces du
développement, comme autant de « rites de passage » (Kalyan and Kabelitz, 2013). Les lymphocytes
T 3 subissent vraisemblablement un mécanisme de sélection positive basée sur I’interaction avec ces
ligands (Wells et al., 1991). La maturation du compartiment T yd a en tout cas lieu précocement dans
le thymus et en extrathymique. Il faut retenir que dans le sang circulant, les lymphocytes T yd sont
majoritairement des lymphocytes portant un TCR associant les chaines Vy9 etV2, présentant un
phénotype de cellules mémoire.
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Figure 22. Diagramme schématique des changements dans la diversité du répertoire au cours du développement chez
I’homme. (Kalyan and Kabelitz, 2013). At birth, y5 T cells show high junctional diversity, which is generated through the
addition of ‘P’ (palindromic) and ‘N’ (nontemplated) nucleotides while combining the V-D-J segments of their TCR. Despite
the limited variable genes available for yo T cells, their potential for junctional diversity rivals that of aff T cells. However,
with age, the diversity that is observed at birth gets noticeably restricted, especially for the main pool of circulating cd T
cells, the VyY9Va2 T cell subset, which are a minor population in cord blood but become the predominant subset in circulation

by 1 year of life. TCR, T cell receptor.

Ces lymphocytes T y6 Vy9Va2 circulants sont a différencier des lymphocytes T y6 V2™* (non
Vy9Va2). Ceux-ci sont majoritaires aux stades précoces du développement puis progressivement
minoritaires. Leur localisation est plus tissulaire que sanguine (cf infra). Leur phénotype est
initialement naif, mais il est vraisemblable que dans leur niche, ils présentent aussi un phénotype
mémoire différencié. Il a ét¢ montré que le CMV et ’dge impactait le pool de lymphocytes T 3
V2™ circulants indépendamment du thymus en assurant une expansion, une restriction de répertoire
et un switch phénotypique vers un profil de cellules mémoire (Vermijlen et al., 2010) (Pitard et al.,

2008; Roux et al., 2013) (figure 23).
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Figure 23. Changement dans la fréquence des sous-types de cellules yd V52" et V52P* avec I’4ge et I’infection 4 CMV
(Roux et al., 2013). Percentage of V2P (left panel) or V82"# (right panel) y3 T cells in young (Y, n=26), middle-aged (M,
n=26), and old (O, n=28) adults, according to CMV serostatus. Bars indicate the median. The Mann—Whitney or Kruskall—

Wallis tests were used for comparing two groups or three or more groups, respectively. *p , 0.05, **p , 0.01, ***p , 0.001
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PREPROGRAMMATION THYMIQUE

Un gros travail est actuellement réalis¢ chez la souris sur les modalités d’une préprogrammation
développementale du répertoire T vo. Il a permis d’identifier le role de SKINT-1, dont I’expression au
niveau des cellules épithéliales thymiques mTEC serait un composant essentiel de la différenciation
des lymphocytes T yo €pithéliaux cutanés DETC (dendritic epidermal T cells) Vy5V3d1 (Boyden et al.,
2008) et qui sont eux-mémes capables d’activer I’expression du régulateur de 1’autoimmunité AIRE
dans les mTEC et donc de participer a la la sélection du répertoire T aff (Roberts et al., 2012). Ce
travail a conduit a différencier deux populations de lymphocytes T yd (Jensen et al., 2008) (Ribot et
al., 2009), (i) I’une majoritairement productrice d’IL-17 (qui proviendrait de progéniteurs cellulaires T
différents, se différenciant en amont de I’engagement thymique (Kisielow et al., 2011), capables de
maturer malgré 1’absence d’interaction avec 1’antigéne (pas de sélection positive) du fait de la mise en
jeu de signaux indépendants de survie, aboutissant a un phénotype préactivité CD44"€" CD62"Y,
CDI127""  CD27°%, TCR ") (ii) I’autre majoritairement productrice d’INF-y (avec une
différenciation thymique, et une rencontre avec 1’antigéne assurant une sélection positive) . Leur
polarisation pourrait aussi étre sous la dépendance de SKINT-1 pour les DETC (Turchinovich and
Hayday, 2011) et favorisée par I’IL-7 (Michel et al., 2012). La programmation de ces lymphocytes T
v6 producteurs d’IL-17 ne serait pas dépendant du TCR mais d’un réseau de facteurs de transcription
composés de 4 groupes d’HMGB (High Mobility Group Box): SOX4, SOX13, TCF1 et
LEF1(Malhotra et al., 2013), avec une signature transcriptomique propre (Narayan et al., 2012) pas
forcément spécifique des lymphocytes T yd mais plus largement d’une lignée lymphocytaire
apparentée au systéme inné de réponse (innate-like). Les cellules T yo productrices d’IL-17 pourraient
n’étre générées que durant la vie feetale et persister ensuite par un mécanisme d’autorenouvellement
leur assurant une durée de vie prolongée (Haas et al., 2012). Ce travail a permis en outre de souligner
de nouveau le role de I’activation forte de Notch dans le développement T yd (Van de Walle et al.,
2013). Toutefois, 1’équivalent de ces cellules T yd CD27- IL17+ n’a pas été mis en évidence chez
I’homme. Il faut donc voir ces modeles comme des systémes apportant un support a la réflexion sur la
génération du répertoire T v mais en aucun cas transposable en 1’état.

Le répertoire T yd varie en effet significativement entre les especes, a la fois dans le nombre des
lymphocytes T y6 composant le pool lymphocytaire et la diversité des régions portant la variabilité
(Su et al., 1999) (Kazen and Adams, 2011) : 5% chez ’homme et la souris, 20% chez le poulet et le
lapin et 30% chez le mouton et la vache. Ceci suggére que les pressions évolutives ont modulé le
répertoire T 0, illustrant la plasticité de ce systéme aux différents antigenes du milieu extérieur et
intérieur.

3. Les antigénes activateurs des TCR y6

a) Nature des antigénes connus
Un des grands enjeux dans la compréhension de la biologie des lymphocytes T yd est d’identifier leurs
antigénes activateurs. On a vu que la génération des lymphocytes T yd est complexe et encore
imparfaitement comprise avec des mécanismes de sélection positive thymique et extrathymique et une
possible programmation développementale indépendante de I’antigéne. On a vu que ce sous-groupe
lymphocytaire est hétérogéne dans la composition des chaines de son TCR, dans sa distribution entre
le sang et les tissus périphériques. Ce qui suggere que les antigénes exposés et reconnus vont I’étre
dans des contextes différents et par des cellules a I’arsenal de reconnaissance et de coactivation
différent. On a vu que le TCR 73 associe en théorie une diversité combinatoire restreinte a une
diversité jonctionnelle quasi infinie. Ce qui suggere que le nombre d’antigénes reconnus est soit
extrémement restreint, soit lui aussi quasi-infini. Dans les faits, I’analyse du répertoire yd en périphérie
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montre qu’il est souvent trés restreint par rapport au répertoire aff. Donc les cellule T yd sont capables
de reconnaitre un trés large éventail d’antigénes mais se maintiennent en périphérie dans un systéme
de contraintes trés fortes expliquant cette relative restriction de répertoire.

Les paradigmes actuels font des lymphocytes T yd des cellules immunologiques « empathiques »
(Kalyan and Kabelitz, 2013) a I’interface entre I’immunité innée et adaptative, a I’interface entre
milicux extérieurs et intérieurs, capables de « sentir la souffrance » mais dont la fonction premicre est
le maintien de l’intégrité. Elles doivent par conséquent étre capables d’interpréter les différents
signaux activateurs avec « a-propos ». La nature générale des antigénes activateurs des lymphocytes T
v6 recouvre deux grands champs 1. Un antigéne codé par le pathogéne, qui sera a priori rencontré dans
un tissu spécifique ; 2. Une molécule codée par le soi qui reflétera un état dérégulé tissulaire (figure
24).

Safe
non-5Self
Missing
SELT_ MK cell ]ﬁTm—DEngﬂ'DUS
non-Self
Distr=ssead
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Figure 24. Représentation simplifiée du continuum de la protection immune et I’homéostasie des cellules T Yo entre les
cellules NK innées et les cellules T aff adaptatives (Kalyan and Kabelitz, 2013). At the two extreme ends, NK and off T
cells are particularly well equipped to respond to the ‘missing self’ and the ‘dangerous non-self’, respectively. Between these
two extremes, we are chronically faced with the challenge of making peace with the ‘safe non-self” and dealing with the
inevitable ‘distressed self’, and it is within this more complex realm y3 T cells excel. It should be recognized that these
different ‘selves’ and the immune response(s) that they trigger exist in a continuum and are modulated by the context in
which they are presented. Both NK and aff T cells work with yd T cells to fill in the gaps of this spectrum—with NK cells
contributing to responding to the ‘distressed self” and aff T cells having some regulatory training to temper the response to
the ‘safe nonself’. NK, natural killer.

Récemment, deux types de populations T yd qui différent dans leur rapport a I’antigéne ont été
distinguées 1. Des lymphocytes T vo a tropisme lymphoide (« lymphoid-homing ») qui s’activent dans
la circulation et subissent une expansion clonale sur un schéma propre a la réponse adaptative
conventionnelle, 2. Des lymphocytes T y6 apparentés au systéme inné (« innate-like ») qui croisent
immunité innée et adaptative avec (i) I'utilisation d’un TCR invariant ou semi-invariant (TCR
Vy9Va2), (ii) une capacité d’activation et de mobilisation fonctionnelle rapide, (iii) sans la nécessité
de passer par une expansion clonale préalable (Vantourout and Hayday, 2013).

Durant les vingt-cinq derniéres années, de nombreux et divers antigénes activateurs de lymphocytes T
v6 ont été proposés (tableau 15).
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TCR Antigéne Références
Constant, Science 1994 (Constant et al., 1994),
HUMAIN Vyove2 Phospho-Antigénes Morita, Science 1994 (Morita et al., 1995),
Tanaka, Nature 1995 (Tanaka et al., 1995)
+F1-ATPase Scotet, Immunity 2005 (Scotet et al., 2005)
Vavassori, Nat Immunol 2013 (Vavassori et al.,
+Butyrophilin 2013) Harly, Blood 2012 {Harly, 2012 #41)
Wang, JI 2013(Wang et al., 2013)
Vy9V32 Clone Enterotoxine A du staphylocoque  Rust, Nature 1990 (Rust et al., 1990)
Vy9V$2 Clone Homologue GroEL Fisch, Science 1990 (Fisch et al., 1990)
Vy9V32 Clone HSP 65 Born, Science 1990 (Born et al., 1990)
Vy9Vé2 Clone HSP 60 O’Brien, PNAS 1992 (O'Brien et al., 1992)
Vyova2 Toxine tétanique HLA restreinte Kozbor, JEM 1989 (Kozbor et al., 1989)
Va2 ULBP4 Kong, Blood 2009 (Kong et al., 2009)
Variés Phycoérythrin Zeng, Immunity 2012 (Zeng et al., 2012)
vy s e 8 il 9,
V41 (Clone) CDla/d+lipides de pollen Agea, JEM 2005 (Agea et al., 2005)
V51 (sang) scu?;}?a:f;:?éres chargés en Bai, Eur J Immunol 2012 (Bai et al., 2012)
V41 (Clone) Lipohexapeptides Vincent, JI 1998 (Vincent et al., 1998)
Va3 CDl1d Mangan, JI 2013 (Mangan et al., 2013)
Vy1.3Va2 Histidyl-ARNt synthéthase Bruder, JCB 2012 (Bruder et al., 2012)
Vy4V85 (Clone) EPCR ;?&(/)illlzc)ox, Nat Immunol 2012 (Willcox et al.,
Vy9Val (Clone) EphA2 non publié (Harly et al., 2012)
Vy4V3a5 (Clone) FHC (Free Heavy Chain) non publié (Marlin et al., 2012)
V51 (Clone) HLA-A2 et HLA-A24 1C9i(éc9(;ne, Eur J Immunol 1989 (Ciccone et al.,
. ingren, Science 2 ingren et al., 2 R
MURIN Variés H2-T10, H2-T22 gmf siieiz:zggs (()gl?ir(l\Zt a}lg. ,ezoi)sz; .
Variés Phycoérythrin Zeng, Immunity 2012 (Zeng et al., 2012)
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Matis, Science 1989 (Matis et al., 1989), Schild,

k
E Cell 1994 (Schild et al., 1994)

Vy2V3§5 (Clone) I

Johnson, JI 1992 (Johnson et al., 1992),

Vy2Va8 (Cl HSV-gl téine I . .
¥ (Clone) SV-glycoprotéine Sciammas, JI 1994 (Sciammas et al., 1994)

V31 (Clone) Cardiolipin apolipoprotéine H Born, Scand J Immunol 2003(Born et al., 2003)

V&1 (Clone) Insuline peptide (B:9-23) Zhang, J Autoimmun 2010(Zhang et al., 2010a)

Fu, PNAS 1993 (Fu et al., 1993), O’Brien,

Vy1-V56/4 HSP 60 .
¥ S PNAS 1992 (O'Brien et al., 1992)

Tableau 15. Exemples d’antigénes activateurs de TCR yd
Trois criteres doivent en théorie étre réunis pour qualifier un antigéne activateur de TCR v4 :

- Des données expérimentales solides en faveur de la spécificité du TCR y6 pour I’antigéne
candidat (blocage du TCR 9, blocage du ligand, transfert du TCR dans une lignée
reportrice,...)

- La mise en évidence de I’interaction directe entre le TCR vo et ’antigéne candidat par des
techniques biochimiques (résonance plasmonique de surface, alphascreen, etc..).

- La démonstration de I’existence d’une population yé spécifique de 1’antigéne in vivo et d’un
contexte physiopathologique qui fait intervenir une réponse des LT v contre cet antigéne

Seuls quelques rares antigénes présentent ces caractéristiques.
On mentionnera

- Les lymphocytes T yd Vy9Vs2, exclusivement humains, reconnaissent les phosphoantigénes
et sont un bel exemple de réactivité croisée entre antigénes du soi dérégulé et antigénes
provenant de pathogénes (pour revue (Champagne, 2011)). La transformation tumorale (Gober
et al., 2003) comme |’infection (ex dans (Feurle et al., 2002) (Spencer et al., 2008)) peuvent
conduire a leur génération via une altération du métabolisme des mévalonates. Différentes
molécules utilisées en pratique clinique interférent également avec cette voie métabolique
(statines (Jameson et al., 2010) et biphosphonates (Kunzmann et al., 1999)). Plusieurs types de
phosphoantigénes activateurs ont été identifiés. Leur reconnaissance implique une stabilisation
avec les monocytes (Davey et al., 2011) (Eberl et al., 2009) et la mise en jeu de protéines
accessoires pour lesquels I’interaction physique a pu étre démontrée avec le TCR (Scotet et
al., 2005) (Vavassori et al., 2013).

- Différents TCR y6 humains, murins et bovins interagissent avec une molécule d’algue, la
phycoérythrine, déja connue pour étre un antigéne reconnu certaines cellules B (Zeng et al.,
2012). La liaison de la phycoérythrine induit chez les lymphocytes T yd (i) I’expression
membranaire de CD44, (ii) la diminution de CD62L et (iii) une réponse aux cytokines
proinflammatoires IL-1 et IL-23 par la sécrétion d’IL-17. Cette activation dirigée par
I’antigéne se fait sur un mode de réponse adaptative de type T off mais avec une mise en
ceuvre plus rapide sans expansion clonale extensive. La qualification de la phycoérythrine
comme ligand réunit les 3 critéres sus-cités, méme si le contexte physiopathologique qui
pourrait requérir une réponse des lymphocytes T yd contre la phycoérythrine reste trés
énigmatique.

- MICA (Human MHC Class I homolog) a été identifié comme un antigéne activateur de clone
v O1A/B-3. MICA est exprimé en réponse a un stress cellulaire au niveau épithélial et
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endothélial et il est modulé dans les mémes situations que celles qui activent les lymphocytes
T v9, ce qui en fait un antigéne candidat intéressant. La difficulté est qu’il se lie aussi a
NKG2D, largement exprimé par les cellules T yd (Bauer et al., 1999) (Das et al., 2001). 1l
pourrait donc intervenir de fagon séquentielle a la fois au niveau du signal 1 et du signal 2. Si
I’interaction directe avec le TCR a pu finalement étre caractérisée (au niveau des portions
CDR 1 et 2 de la chaine 8) (Xu et al., 2011), la généralisation de MICA comme ligand
d’autres TCR yd n’a pas été obtenue.

- Le modéle développé au sein de I’équipe de Julie Déchanet-Merville a permis 1’identification
de plusieurs antigénes activateurs de TCR yd (Willcox et al., 2012). II est basé sur la double
réactivité antivirale et anti tumorale de lymphocytes T yd V2™* induits par le CMV (Halary
et al.,, 2005). En plus des données sur les propriétés antivirales de ces cellules déja
mentionnées dans la partie sur le CMV, la réactivité anti-tumorale ex vivo a été confirmée in
vivo avec la mise en évidence (i) d’une association entre un haut pourcentage de LT yo
circulant induits par le CMV et un moindre risque de cancer dans une cohorte rétrospective de
patients transplantés rénaux (Couzi et al., 2010) ; (ii) et du potentiel antitumoral de LT yd
réactifs contre le CMV dans un modéle murin de souris immunodéficientes (Devaud et al.,
2009) (Devaud et al., 2012). Ensembles, ces résultats suggérent que les LT yd V52"* induits
par le CMV sont capables de reconnaitre des antigénes endogénes induits par le stress (auto-
antigénes de stress), plutot que des antigénes dérivés de particules virales spécifiques,
rejoignant ainsi le concept de reconnaissance du soi dérégulé. La stratégie adoptée pour leur
identification associe (i) le transfert de TCR yd issus de clones générés a partir de PBMC
d’individus infectés par le CMV et présentant une double réactivité anti-virale et anti-tumorale
dans des lignées «reporter » de type JRT3 (lymphome T n’exprimant de TCR), (ii)
1’¢laboration d’un panel de cellules cibles induisant la réactivité spécifique du TCR de cette
lignée reporter, (iii) puis une immunisation de souris par une de ces lignées cellulaires cibles,
(iv) la génération d’hybridomes et le screening des anticorps monoclonaux bloquant
spécifiquement la réactivité dépendante du TCR de la JRT3 (v) et enfin I’identification de
I’antigéne cible par spectrométrie de masse. Elle a permis d’identifier trois ligands : EPCR
(Willcox et al., 2012), une molécule HLA sans B2-microglobuline de type FHC (Free-Heavy-
Chain) (Marlin et al., 2012) et EphA2, pour lesquels la démonstration de I’interaction directe a
pu étre faite. Nous reviendrons sur I’un d’eux EphA2 plus loin.

b) Surveillance lymphocytaire du stress
Les lymphocytes T yd sont donc capables de reconnaitre des antigénes de nature diverse, générés dans
des situations de dérégulation cellulaire et tissulaire. C’est dans cette capacité a “censurer la
dérégulation cellulaire” que réside vraisemblablement leur avantage évolutif. Cette hypothese a fait
I’objet d’une formulation conceptuelle: les lymphocytes T yd contribuent a la surveillance
lymphocytaire du stress (« lymphoid stress surveillance » (Hayday, 2009) voir figure 26).

Par rapport a I’activation lymphocytaire conventionnelle via la cellule dendritique lors de la phase
afférente d’une réponse adaptative classique, les lymphocytes T yd pourraient avoir deux avantages

- La rapidité de la mise en ceuvre de la réponse effectrice (sans passer par les étapes de
migration/maturation des cellules dendritiques puis d’expansion clonale et de différenciation
des lymphocytes T aff). Les lymphocytes T y6 sont des cellules résidentes dans les tissus et
armées, directement mobilisables pour exercer leurs fonctions effectrices.

- La capacité a percevoir les modifications des cellules des barriéres épithéliales (voire
endothéliales) en réponse au stress cellulaire induit par la transformation ou I’infection.
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Le stress est a ’origine d’un certain nombre de modifications phénotypiques. Celles-ci ne sont pas
toujours pergues comme des signaux de danger par les cellules dendritiques. L’intervention d’autres
cellules peut s’avérer importantes pour limiter la dissémination tumorale ou infectieuse locale le temps
que la réponse adaptative soit fonctionnelle; ou au contraire empécher la mise en place d’une
inflammation locale immunogene (cf infra). Cette propriété essentielle fait des lymphocytes T y6 une
cellule d’interface entre immunité innée et adaptative.

Les cellules épithéliales sont capables de communiquer sur leur état avec le systéme immunitaire. Le
réseau d’informations ainsi transmis (“marqueurs de décision épithéliale”) a été dénommé
“épimmunome” (pour revue (Swamy et al., 2010)). Le principe est repris dans la figure ci-dessous
(figure 25). L’exemple le plus représentatif est la capacité de la cellule épithéliale a réguler la voie de
signalisation NFkB pour maintenir une homéostasie immunologique locale en limitant la production
de cytokines proinflammatoires et contrdler I’inflammation chronique intestinale (Nenci et al., 2007;
Zaph et al., 2007). Un autre exemple qui s’applique directement aux lymphocytes T yd est la capacité
des keratinocytes a activer les lymphocytes T yo DETC de la peau adjacente a une blessure cutanée de
souris (Komori et al., 2012). Le crible de I’état de la barriere épithéliale par les lymphocytes T 3
pourrait méme étre permanent. C’est ce que Chodaczek et collégues (Chodaczek et al., 2012) ont
montré trés €légamment chez la souris: les TCR yd des DETC sont constitutivement agrégés et
fonctionnellement actifs a 1’état basal en formant de véritables synapses immunologiques qui
polarisent et attachent les projections de ces cellules dendritiques T yd au niveau des projections
épidermoides des keratinocytes. Cette synaptogéneése immunologique dépend des régions variables
CDR des TCR, de la kinase Lck et des intégrines aE7 mais pas du type de lignée y6 ni du récepteur
NKG2D. En réponse a un stress appliqué aux tissus, la signalisation du TCR n’est pas augmentée
substantiellement mais le TCR se redistribue vers 1’épiderme basal et les cellules de Langerhans. Ces
derniéres s’activent et initient une réponse adaptative. L’ensemble de ces données suggerent que les
DETC orchestrent une surveillance de barriére proactive en reconnaissant des ligands exprimés a 1’état
basal qui se modifient aprés un stress.
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Figure 25. Axes moléculaires de I’interaction de I’épithélium avec les cellules immunes (Swamy et al., 2010). Upon
exposure to commensals, pathogens, allergens, or physico-chemical dysregulation (1), epithelial cells release antimicrobial
defensins, but also send instructions by means of soluble mediators to migratory DCs and systemic lymphocytes (2), to
intraepithelial lymphocytes (3) or to specialized subsets of tissue-associated subepithelial T cells (4). They also communicate
with IELs by stimulatory (5) and costimulatory (6) ligand-receptor interactions. T cells reciprocate by expressing cytokines
and other effectors that profoundly regulate epithelial cell biology—for example, induction of apoptosis or growth promotion
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Figure 26. Les lymphocytes T 76 pourraient emprunter un chemin alternatif pour obtenir une large réponse immune
systémique et contribuer a la surveillance lymphocytaire du stress (Vantourout and Hayday, 2013). a | The textbook view
of the activation of an adaptive immune response is shown. Immature dendritic cells (DCs) capture pathogens and then
mature while migrating to the lymph nodes. Once there, they prime B cells and conventional (af) T cells, which can migrate
back to the infected tissue and produce antibodies and mount effector responses, respectively. b | This very specific, albeit
slow, response is complemented by yo T cells, which, in response to various sources of stress (as depicted by the upregulation
of RAE1 expression and the altered expression of other molecules on the stressed epithelium) mount local effector responses
in addition to triggering the adaptive immune system. In contrast to antigen-specific afy T cell responses, many yd T cell
responses are achieved within hours, following their sensing of local change and perturbation. This is termed ‘lymphoid
stress-surveillance’. AHR, aryl hydrocarbon receptor; CAR, coxsackievirus and adenovirus receptor; IFNy, interferon-y; IL,
interleukin; JAML, junctional adhesion molecule-like; TCR, T cell receptor.

D’autres types de récepteurs peuvent transmettre des informations sur le statut du
microenvironnement, en régulant positivement ou négativement les cellules T yd. L’intégration de ces
stimuli exogénes de I’environnement est illustrée par le récepteur aux hydrocarbures aromatiques (tels
qu’on les trouve dans I’alimentation ou d’autres composés du milieu extérieur comme la dioxine).
L’AHR (pour Aryl Hydrocarbon Receptor) est exprimé au niveau des cellules épithéliales et des
cellules immunologiques résidentes (Lymphocytes Intra Epithéliaux IEL ys, DETC, Th17). Son
engagement conduit a des modifications susceptibles de modifier I’état d’activation des cellules sur
lesquelles il agit (Veldhoen et al., 2008). Surtout, les souris déficientes en AHR ne sont pas capables
de maintenir sur le long terme les DETC et les IEL y6 (Li et al., 2011).

c) Costimulation
Au-dela de I’antigéne interagissant avec le TCR v9, les cellules épithéliales ou endothéliales stressées
fournissent le “contexte” qui prédispose ou non a I’activation, en fournissant la costimulation. Cette
costimulation se fait sur un mode séquentiel et pas dans le méme temps.

On peut citer:

- NKG2D. 1l en est ’exemple paradigmatique. Largement exprimé sur les cellules T 9, il
interagit avec son ligand MICA chez I’homme ou RAE-1 chez la souris, ligand qui est
justement exprimé en situation de stress ou d’agression par les cellules épithéliales ou
endothéliales. Dans un modéle murin, I’induction d’une forte expression de RAE-1 conduit a
une réorganisation dynamique des DETC et des cellules de Langerhans puis a une infiltration
par des cellules T aff (Strid et al., 2008).
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- LFAl. Son ligand ICAMI1 (CD54) est induit par I’infection a CMV sur les cellules
endothéliales et permet au clone T LES y4385 exprimant LFA1, de lyser les cellules qui
expriment EPCR (antigene activateur de TCR LES). L implication du couple de costimulation
LFA1/ICAMI1 a été rapportée dans d’autres modéles d’activation lymphocytaire T o
(Corvaisier et al., 2005). Les intégrines lymphocytaires jouent également un role de
modulation de I’activation médiée par le TCR yé (Orsini et al., 1993) tout comme le couple
CD2/LFA3.

- IL1 et IL18. Ces cytokines sont secrétées apres activation de 1’inflammasome et de la pro-
caspase 1. On peut postuler qu’elles contribuent a I’activation des lymphocytes T yd apres
transformation ou infection. L’IL18 a effectivement ét¢ montrée participer a I’expansion et la
différenciation de cellules T yo (Tsuda et al., 2011) (Lalor et al., 2011).

- JAML (Junctional Adhesion Molecule-Like) est une molécule de costimulation non
conventionnelle qui se lie au récepteur au Coxscakie virus (aussi récepteur de 1’adénovirus) et
active la méme voie des PI3K (phosphoinositide 3 kinase) que les molecules CD28 et NKG2D
(Witherden et al., 2010). Elle est exprimée sur les DETC et les yo de I’épithélium intestinal
chez la souris.

- CD100 (Semaphorine 4D) est aussi une molecule de costimulation non conventionnelle
interagissant avec plexin B2 présente sur les keratinocytes. Son engagement induit I’activation
d’ERK (extracellular-signal regulated kinase) et favorise une réponse stéréotype d’activation
des DETC (Witherden et al., 2012).

- CMH classe I. Les molecules HLA de classe | exprimées par le lymphocytes T yd ont été
rapportées comme capables de moduler le seuil d’activation de clones T yd exprimant la
chaine V63 et réactifs contre des cellules lymphomateuses via une interaction avec CD85j
(ILT2) sur la cellule cible (Harly et al., 2011).

D’autres molecules de costimulation ont été rapportées pour les lymphocytes T v, notamment toute
une série de récepteurs activateurs ou inhibiteurs de type NK (Natural Killer), tel que repris sur la
figure ci-dessous (figure 27).

CMK-R:
CCRS

@a cxcna TCR&y
IL2R

IL12R

Cytokines:
INF-y
TNF-0.
Chemokines:

Cytotoxic effectors: m::j‘ p

Perforin # RANTES

Granzyme ¢

Granulysin®

¥ Tcell

Figure 27. Récepteurs membranaires des cellules T yd (Rey et al., 2009). Receptors have been classified as activating
receptors (green), which mediate cytolysis, adhesion or co-stimulatory receptors (brown), which contribute to positive
signals, and inhibitory receptors (red), which inhibit cytolysis. NK and gd T cells express certain common receptors, such as
NKG2D and KIR. Integration of these signals contributes to regulation of NK or gd T-cell activities, which include
activation, proliferation, cytokine or chemokine secretion and cytolysis in part by the release of cytotoxic granules containing
perforin or granzymes. Bold type indicates the principle receptors.
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Enfin et de facon plus intuitive, quand la barriére épithéliale est rompue, d’autres signaux
immunologiques peuvent étre transmis au systéme immunitaire (type translocation de composés
microbiens lipidiques (Brenchley et al., 2006), eux-aussi susceptibles d’activer les lymphocytes T v9,
via CD1 ou pas).

4. Tropisme tissulaire des lymphocytes T y6

Tres tot, il a été établi que la distribution des lymphocytes T yd était profondément différente de celles
des lymphocytes T af3. Si elles peuvent étre présentes dans le sang (cf supra), elles semblent surtout
avoir un profil de cellules résidentes tissulaires. A ce titre, elles font partie des lymphocytes
intraépithéliaux (IELs) (Bonneville et al., 1988). A la fin des années 80, un gros travail sur la
distribution anatomique des T yd été realisé (Falini et al., 1989), en essayant de caractériser
I’utilisation de ces chaines y et & et d’évaluer leur représentativité au sein des différents tissus (Borst
et al., 1991). Cette distribution se modifie en fonction des situations pathologiques rencontrées
(Modlin et al., 1989).

On peut retenir que:

- Les lymphocytes T vd tissulaires sont principalement de type V52" .

- Leur migration au sein des tissus survient par vagues au cours du développement foetal
(Itohara et al., 1990) (Krangel et al., 1990).

*  Chez la souris, il a ét¢ montré que la maturation thymique au contact des mTEC exprimant
SKINT-1 induisait la selection positive des progéniteurs de DETC mais aussi I’expression de
CCRI10 (adressage a 1’épiderme).

= Chez I'homme, le schéma géneral rejoint la distinction “innate-like” versus “lymphoid-
homing” lymphocytes. Les différents types de lymphocytes expriment des marqueurs
d’adressage (récepteurs au chemokines) en fonction de leur nature. Par exemple, les
lymphocytes T yd V82™* induits par le CMV chez les transplantés rénaux présentent le
récepteur CXCR4 et aEP7, qui sont des marqueurs d’adressage intestinal (correspondant
potentiellement au site de rencontre avec le CMV) (Halary et al., 2005). Le phénotype de
différenciation des lymphocytes pourrait étre associé a leur localisation : naives dans le sang
circulant, effecteurs/mémoires dans les ganglions et effecteurs mémoires a différenciation
terminale au niveau des tissus inflammatoires (Dieli et al., 2003).

- 1l est possible qu’ils terminent leur maturation au contact des antigénes rencontrés dans le
microenvironnement épithelial. Pour preuve, la composition du répertoire est différente entre
les tissus et le sang circulant (Holtmeier et al., 2001).

- Leur nombre absolu n’est pas trés important. IIs sont dispersés, souvent isolés ou en petit
groupe de deux a cinq cellules, parfois localisés au contact des cellules épithéliales (cf supra
(Chodaczek et al., 2012)) ou ou contact des cellules dendritiques immatures résidentes dont ils
régulent Iactivation.

- Leur fonction au sein de ces tissus est une fonction de “defense de I’épithélium” (Kabelitz et
al., 2005), ce qui implique la mise en jeu a la fois de mécanismes effecteurs lytiques (controle
intestinal précoce du “pathobionte” (Ismail et al., 2011)) mais aussi de mécanismes
régulateurs (régulation de la réactivité bronchique (Lahn et al., 1999)).

- IIs sont aussi rencontrés dans d’autres types de tissus tels les organes lymphoides secondaires
(ganglions lymphatiques ou pulpe rouge de la rate (Bucy et al., 1989)) ou ils peuvent exercer
diverses fonctions de régulation de la réponse immune (cf infra) .
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5. FONCTIONS DES LYMPHOCYTES T v6
Elles sont reprises dans la figure 28. A la phase efférente de la réponse immune, le lymphocyte yd
semble pouvoir jouer plusieurs roles, suggérant une grande plasticité fonctionnelle. Ce qui représente
la encore un potentiel avantage sélectif, qui pourrait justifier son maintien dans 1’évolution.

Fonctions réparatrices
Action sur les kératinocytes via
IL1, TGF[ Workalemahu J1 2003

Lyse de cellules IGF1 Toulon JEM 2009
infectées ou
transformées

Maturation cellules

dendritiques
/ Leslie JEM 2002,
L

Production de cytokines Réle de CPA
et de chémokines « LT yo T pour les LT af

Vermijlen JI 2007 Brandes Science 2005,

/ \ PNAS 2009

Fonctions régulatrices...

quperatlon avec les LB TIL de K mammaires Peng Immunity 2007
Fonction Tth Caceamo PLOS One 2012 Maladie Coeliaque Bhagat JEM 2008
Switch IgG1/ IZE Wen 111996, 1998 Réactivité Bronchique Lahn Nat Med 1999

Grossesse Szereday Am J Reprod Immunol 2003

Figure 28. Principales fonctions associées aux lymphocytes T Y6, adapté de Vantourout et al, Nat Rev Immunol
2013(Vantourout and Hayday, 2013) CPA Cellule Présentatrice d’Antigéne, IGF Insulin Growth Factor, Ig Immunoguline,
LB Lymphocyte B, LT Lymphocyte T, Tth T Follicular Helper Lymphocyte) TGF Tumor Growth Factor, TIL Tumor
Infiltrating Lymphocyte.

On mentionnera pour illustration:

- Leurs capacités réparatrices (via IL1, TGFp (Workalemahu et al., 2003), ou IGF1 (chez les
DETC (Sharp et al., 2005) ou les LT y6 humains (Toulon et al., 2009)) qui viennent compléter
leur arsenal lytique. On remarquera que cette capacité réparatrice recouvre une dimension
ontologique dans la perspective du maintien de I’intégrité tissulaire par les lymphocytes T vd.

- Des fonctions coopératrices

» Interaction avec la cellule B: Les lymphocytes T y3 V&2 contribuent a la boucle de
rétrocontrdle positive de formation des organes lymphoides secondaires (Ansel et al., 2000)
via la synthése de CXCL13 (Vermijlen et al., 2007) qui interagit avec le CXCRS des
lymphocytes B. Ils ont un réle compensateur des lymphocytes T off dans un mod¢le de souris
immunodéficientes afy KO, autorisant la production d’IgG1 (y compris d’auto anticorps) et
d’IgE aprés stimulation infecticuse (Wen et al., 1996). Un r6le de cellules Tth (follicular
helper) leur a été récemment attribué (Caccamo et al., 2012).

= Interaction avec les cellules myéloides : Les lymphocytes T agissent en collaboration avec les
cellules dendritiques (DC) et permettent de requalifier ’information traitée par les DC sur
I’intégrité globale du tissu et de décider si la réponse a adresser aux différents stimuli doit étre
immunogeéne ou tolérogene. Ils contribuent notamment a la maturation des DC par les

63



lymphocytes T yd V82" (Leslie et al., 2002). Ils mettent en place des mécanismes redondants
permettant de surmonter les stratégies d’évasion au systéme immunitaire par différents
pathogenes comme les mycobactéries: les lymphocytes T yd V2P potentialisent 1’action des
cellules dendritiques traitées par bisphosphonates (Conti et al., 2005). Ils interagissent
¢galement avec les macrophages (Dalton et al., 2004) et les monocytes (Eberl et al., 2009).

= Leurs capacités de cellules présentatrices de 1’antigéne (Brandes et al., 2005).

6. Implication pathologique

Le tableau ci-dessous reprend différentes situations pathologiques ou les lymphocytes T yd ont été
impliqués (tableau 16).

Type LT

Situations pathologiques REFERENCES Origine 1

Principales conclusions

INFECTIONS

(Autran et al., 1989; Boullier et al.,
1995; De Maria et al., 1992; De
Paoli et al., 1991; Fausther-
VIH Bovendo et al., 2008; Fenoglio et Homme
al., 2009; Hudspeth et al., 2012;
Poccia et al., 1996; Poles et al.,
2003; Rossol et al., 1998)

Augmente LTy3V§1 Pas de
role anti viral propre.
LT yd Cytotoxicité anti CD4.
Vd2neg Contribuerait a la
lymphopénie CD4. Réle anti
candida sp ?

(Bukowski et al., 1994; Johnson et

H i LT
SV al., 1992; Sciammas et al,, 1994)  O°US ¥
LTS Augmentation des LT yd
VHC (Agrati et al., 2006; Agrati et al., Homme Vs 2Yneg ot dans’ le foie VHCH,
2001) corrélation avec le score
pos . .
histologique.
Orthopoxvirus (Agrati et al., 2006) Homme LT yo
LT yo
HHVS B t al., 2008 H
(Barcy et al., ) omme Vo2neg
. Li et al., 1996; Poccia et al., 1999; . .
Mycoabactéries (Lieta occlacta LT yo Production PAg. Réaction
Uyemura et al., 1991; Uyemuraet Homme
(BK/Lepre) Vé2pos granulomateuse.
al., 1992)
Bactéries utilisant la
voie non mévalonate
pour la production (Feurle et al., 2002) (Tam et al., . LTy Va2 .

+ .
d’isoprénoides (ex 2001) (Klimpel et al., 2003) Homme+Souris pos Production PAg
Escherichia Coli,

Nocardia, Leptopsira...)
L . (Shibata et al., 2007; Wu et al., LTyo Régulation Th17.
Escherich 1 H
scherichia Coli 2009){ omme Vé2neg Phagocytose via CD16
Clone réactif contre
. . (Collins et al., 2008; Glatzel et al., LTvs lipohexapeptides. Activation
Borrelia B fe H
orrelia Burgdorferi 0> Vincent et al., 1998) omme Vé2neg  TLR. Limité au liquide

synovial
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Production PAg. Expansion.

taetal.,2011;1 t al. LT
Plasmodium ECO(I);'aIfaI? };ome ’1 91;061;e etk Homme V62Y805 Fonctions effectrices.
» -Ang ’ p Maturation DC
LT yd Production Pag. E ion.
(Kasper et al., 1996) (Egan et al., . ! rocue 19n ag. Bxpansion
Toxoplasmose 2005) Homme+Souris Vé2neget Destruction macrophages
pos infectés SNC
LTvd
Onchocerca volvulus (Munk et al., 1993) Homme Y
Vd2neg
MALADIES
AUTOIMMUNES
LTvyo
Maladie Coeliaque (Bhagat et al., 2008) Homme Vd2neget Fonction régulatrice
pos
(Blink and Miller, 2009; . R
Effect th, . Rol
Oksenberg et al., 1993; Schirmer et LTyo Thle; 21{1; II; a C}O)gle6ne o
Slérose en plaque al., 2013; Shimonkevitz et al., Homme+Souris Vé2neg et o .
Corrélation pronostique avec
1993; Sutton et al., 2009; Sutton et pos ) hut
al.. 2012) es rechutes
LTvs Modification de répertoire.
et al., 2002; Kelsen et al., 2011) g . g . P
pos infliximab ?
PR et arthrites (Holoshitz et al., 1989; Olive et al., LT yd Corrélation avec
A Homme .
réactionnelles 1992) Vé2pos mycobactéries.
Polvmvosite (Bruder et al., 2012; Hohlfeld et Homme LTS Clone réactif avec activité
ymy al., 1991; Pluschke et al., 1992) ¥ anti ARNt synthétase
LT ys . ,
Sclérodermie (Giacomelli et al., 1998) Homme Vd2neg et Augm’entanon dans linfiltrat
cutané
pos
Effe hogéne. Rol
Psoriasis (Caietal., 2011) Souris LT yo ccteur pathogene. Role
Th17.
Effecteur pathogéne. Role
P tal., 1996; T t al.
Glomerulonéphrite (2 0611;% 3\72 e’t ol 2’0 Ol;;mer etak Souris LT3 T%ll 7. Prote.ction .modé.le
néphropathie adriamycine
Diabéte (Zhang et al., 2010a) Souris LTys Clone réactif contre peptide
insuline
MODE DE VIE
(Kamath et al., 2003; Nantz et al., LTvys Induction bhosphoantieénes
Alimentation 2006) Revue (Kalyan and Kabelitz, Homme Vé2neg et avec le the’p P g
2013) pos T
. Mobilisation de LT yd
hol Al tal., 201 H LT
Stress psychologique (Anane et al., 2010) omme v TEMRA aprés stress
Svndrome d'année du Activation et expansion des
sg:lmeil P (Dyugovskaya et al., 2003b) Homme LTvys LT vé. Effecteur pathogene

athérosclérose
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TRANSPLANTATION

Alloréactivité

Ischémie/reperfusion

Tolérance

Role anti tumoral

Role Anti CMV

Greffe de cellules
souches
hématopoiétiques

(Coelho et al., 1995; Raasveld et
al., 1992; Vaessen et al., 1991)

(Hochegger et al., 2007; Savransky
et al., 20006)

(Gorczynski et al., 1996; Martinez-
Llordella et al., 2008)

(Couzi et al., 2010; Devaud et al.,
2009; Devaud et al., 2012; Scheper
etal., 2013)

(Couzi et al., 2009; Couzi et al.,
2012b; Dechanet et al., 1999a;
Lafarge et al., 2001)

(Drobyski et al., 2000; Godder et
al., 2007; Lamb et al., 2001; Maeda
et al., 2005; Pabst et al., 2007,
Scheper et al., 2013)

Homme

Souris LTvyo
Homme+ LT yd
Souris Vé2neg

Homme+Souris LTvs
Vd2neg
LT vyo
H
omme Vé2neg

Homme+Souris LT yd

Pas d'alloréactivité directe
évidente

Participation aux lésions

Profil de tolérants
opérationnels hépatiques

Fonction effectrice.

Fonction effectrice.

Promoteur GVH. Prévient
récidive en promouvant la

GVL. Role régulateur dans

certains cas,

Tableau 16. Différentes situations pathologiques ou I’'implication des lymphocytes T yo a été rapportée.

Concernant les propriétés antitimorales observées chez la souris (Gao et al., 2003) (Girardi et al.,
2001), elles semblent étre partagées entre les lymphocytes T y6 V32" (Gober et al., 2003) et V52"
(Maeurer et al., 1996) chez I’homme. Toutefois, le spectre des tumeurs reconnues est different: plutot
dirigés contre des tumeurs hématopoiétiques V2P (myélomes+++) mais élargi a certaines tumeurs
solides (Corvaisier et al., 2005) (Viey et al., 2005); plutét issus de carcinomes pour les V52" mais ils
pourraient aussi avoir une fonction tumorale en hématologie (via notamment leur participation a la
GVL (Scheper et al., 2013) ou un rdle dans la leucémie lymphoide chronique(Catellani et al., 2007)).

Les lymphocytes T yd V82™* ont notamment été étudiés au sein des lymphocytes infiltrant les

tumeurs(TILs) avec un rdle variable qui va de la lyse a la régulation (repris dans le tableau ci-dessous).

Site tumoral Références

COLON (Groh et al., 1999; Maeurer et al., 1996)

OVAIRE (Groh et al., 1999)

PEAU (Alaibac et al., 1992; Bachelez et al., 1992; Bialasiewicz et al., 1999; Ebert et al., 2006;
Nanno et al., 1992)

POUMON (Ferrarini et al., 1996; Groh et al., 1999; Zocchi et al., 1994)

PROSTATE (Groh et al., 1999)

REIN (Choudhary et al., 1995; Groh et al., 1999)

SEIN (Groh et al., 1999; Peng et al., 2007)

Tableau 17. Différents cancers ou les lymphocytes infiltrant les tumeurs comprenaient des lymphocytes T yo.
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Cette implication dans la réponse antitumorale (et leur contribution a 1’éradication des tumeurs) a fait
de ces cellules de sérieux candidats a I’'immunothérapie. La difficulté est toujours le maintien de leurs
propriétés fonctionnelles lors de la phase ex vivo d’amplification. L’espoir suscité autour du
maniement de ces cellules apparait en tout cas réel (Hannani et al., 2012) (Meraviglia et al., 2010a)
(Kabelitz et al., 2007). L application clinique est actuellement en phase I (Meraviglia et al., 2010b).
Ces expériences de thérapie cellulaire des lymphocytes T yd sont & mettre en perspective avec une
potentielle future utilisation en post-transplantation basée sur leurs doubles propriétés anti-virales anti
CMV et anti-tumorale, tel que cela a pu étre rapporté avec des cellules T spécifiques du CMV (Riddell
et al., 1992; Walter et al., 1995) (Cobbold et al., 2005).
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E. EphA2 et le couple Eph/eprhin recepteurs

1. Généralités

EphA2 (pour Erythropoietin-producing hepatocyte kinase de type 2) appartient a la plus grande famille
des récepteurs a activité tyrosine kinase (RTK) de I"organisme (prés d’1/4 des RTK) : il s’agit d’une
enzyme transmembranaire allostérique de type I contenant un seul domaine de liaison a son ligand sur
son pdle extracellulaire (Ligand Binding Domain-LBD) et un domaine intracellulaire conservé qui
porte I’activité tyrosine kinase. La structure trés conservée des différents domaines de la molécule est
reprise dans la figure ci-dessous. A la différence de la plupart des autres RTK —qui lient des ligands
solubles tels que les facteurs de croissance- une des caractéristiques différenciant les Ephs est leur
liaison avec une famille de ligands situés a la surface membranaire des cellules adjacentes : les
éphrines (ephrin). Il existe 9 protéines EphA différentes liant ¢électivement les éphrines Al a A6. Il
existe 6 protéines EphB se liant a 3 ephrins B1 a B3, méme si des ponts dans I’interaction entre Eph et
leurs ligands ephrins ont été décrits. Ils ont été identifiés a la fin des années 80’s dans un modéle
tumoral (Hirai et al., 1987). La nomenclature des différentes classes d’Eph a été posée en 1996 dans
un modele d’embryogénéese (Gale et al., 1996).

EphrinA EphrinB
Q%— PDZ binding motif
e —————— sm— .
Pl — ! — Eph Ephrin
GPLanchor 6 O receptors ligands

EphAl — | EphrinAl
EphA2 EphrinA2
-4 Ligand-binding domain EphA3 EphrinA3
EphA4 EphrinA4
EphA5 EphrinA5
Cys Cysteine-rich region F..ph.'\(s EphrinA6

EphA7

EphAs

N EphA9 _|

- ~ Fibronectin type Il repeats EphBI1 . EphrinB1
- EphB2 EphrinB2
v g EphB3 {_EphrinB3

Juxtamembrane region EphB4

EphB5

Kinase domain EphB6 _|

Sterile alpha motif

QDD* PDZ-binding motif

Eph receptor

Figure 29. Structure des Eph récepteurs et de leurs ligands les ephrins et interactions principales entre les différents
Eph et ephrins (Mosch et al., 2010). The conserved multi-domain Eph structure comprises an N-terminal globular ligand
binding domain (LBD), a cysteine-rich domain (CRD), and two fibronectin type III (FNIII) repeats within the extracellular
domain (ECD). The CRD comprises a Sushi (or Complement Control Protein) domain, tightly packed to an EGF like module
with homology to the TNFa receptor CRD. The intracellular region contains a regulatory juxtamembrane region, a kinase
domain, a SAM (sterile-o. motif) domain and a PDZ-binding motif (PBM). All ephrins contain a conserved N-terminal
receptor binding domain, and whereas ephrin-Bs contain also transmembrane and cytoplasmic sequences, including a PBM,
A-type ephrins do not, but are inserted into the plasma membrane via a GPI-linkage. PDZ: Postsynaptic density 95-Discs
large-Zonula occludentes-1-protein, GPI: glycosylphosphatidylinositol.
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2. Implications physiologiques et physiopathologiques

L’interaction Eph/ephrin est basée sur un contact direct d’une cellule avec les cellules du
microenvironnement et pourrait constituer un systéme de communication intercellulaire essentiel. Elle
a la particularit¢é de générer une signalisation bidirectionnelle asymétrique (Holland et al., 1996)
(Jorgensen et al., 2009). A [D’échelon cellulaire, I’expression des ephrins et de leurs ligands est
ubiquitaire. Ils ont été fortement associés a la modulation du cytosquelette (organisation de 1’actine),
I’activité des intégrines et I’expression de molécules d’adhésion ; rendant compte de leur implication
dans des phénomenes d’attraction/ de répulsion cellulaire ainsi que de prolifération/ de survie, avec un
haut niveau de conservation entre les espeéces. Leur role a été démontré dans différentes fonctions
physiologiques et pathogéniques (voir tableau 18 pour synthése des fonctions Eph/ephrin ciblée sur
EphA2) et relié a différentes situations de stress cellulaire (cancer (Tandon et al., 2011), UV (Zhang et
al., 2008), irradiations (Mosch et al., 2012), hypoxie (Vihanto et al., 2005), ischémie/reperfusion
(Thundyil et al., 2013)...).

FONCTIONS PHYSIOLOGIQUES

Morphologie cellulaire : Intégrite des Epithelia (Batlle et al., 2002).
Prolifération cellulaire/survie (Miao et al., 2001).

Développement embryonnaire (Klein, 2012) et neuronal (Depaepe et al., 2005),
Guidance axonale (Bernadskaya et al., 2012).

Plasticité synaptique (Sheffler-Collins and Dalva, 2012).

Secrétion insuline (Konstantinova et al., 2007).

Remodelage osseux (Matsuo and Otaki, 2012).

Angiogénése (Sawamiphak et al., 2010; Wang et al., 2010b).

Fonction immunologique (cf infra).

IMPLICATION PATHOGENE

Mutation : Cataracte AD (Jun et al., 2009).
Récepteur d’entrée virale : HCV (Lupberger et al., 2011), HHV8 (Hahn et al., 2012).

Réponse granulomateuse aux mycobacteries par inhibition de la migration des cellules immunes
(Khounlotham et al., 2009).

Implication dans la carcinogénese (Pasquale, 2010)
- Tumorigénése. Transduction du signal ongénique.
- Organisation spatiale de I’interaction récepteur ligand et potentiel invasif.
- Migration/ métastases.

- Angiogénése tumorale.

Résistance a la chimiothérapie. Pronostic.

Tableau 18. Role physiologique et implication pathogénique décrite pour Eph/ephrin.
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3. Signalisation bidirectionnelle du systéme Eph/ephrin et implication dans

la tumorigénése.
La multiplicité des situations physiologiques et pathologiques dans lesquelles le systéme Eph/ephrin a
¢été impliqué, rend sa compréhension complexe. Les signaux générés ont la particularité de 1’étre le
plus souvent de facon bidirectionnelle y compris par les éphrines-A (pourtant uniquement ancrées a la
membrane via leur ancre GPI), via le recrutement de corécepteurs ayant la capacité a induire un signal
intracellulaire. La revue, pourtant exhaustive de Pasquale (Pasquale, 2010) rend bien compte de cette
difficulté de synthése, en fonction du type d’Eph/ephrin, d’une situation dérégulée ou pas, ...; comme
illustrée par les deux figures 30 et 31 des voies impliquées via le systéme Eph/ephrin dans la
suppression ou la promotion tumorale. Ces différentes données ont toutefois fondé le développement
de stratégie d’immunothérapie anticancéreuse ciblée sur EphA2 (Tandon et al., 2011).

a Ephrin-A
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Figure 30. Suppression tumorale via la signalisation bidirectionnelle du couple Eph/eprhin (Pasquale, 2010).
a | Ephrin-AS5 reverse signalling downregulates epidermal growth factor receptor (EGFR) levels in glioma cells. b | EphA
receptors activate tuberous sclerosis complex 2 (TSC2) in neurons to inactivate RHEB181. EphA activation of RHOA
involves Ephexin family exchange factors and other pathways. EPHA2 inhibits Akt72,179 and inactivates focal adhesion
kinase (FAK) through the SHP2 phosphatase5. EPHA4 inhibits RAP1 through spine-associated RAPGAP (SPAR).
Recruitment of the lipid phosphatase SHIP2 by EPHA2 inhibits RAC1 and EPHA?2 internalization. EPHA4 inhibits RAC1
through Chimaerins. EPHA2-mediated inhibition of ADP-ribosylation factor 6 (ARF6) in epithelial cells inhibits epithelial-
to-mesenchymal transition (EMT). EPHA1 inhibits integrin-linked kinase (ILK). ¢ | Ephrin-B1 disrupts focal adhesions
through GRB4 . Phosphorylation inhibits ephrin-B1 binding to PARG6, allowing PAR6 to bind GTP-bound CDC42 and
activate atypical PKC (aPKC). Ephrin-Bs also inhibit signalling by the CXCR4 G protein-coupled chemokine receptor. d |
EphB signalling increases expression of the pl110 subunit of PI3K91. EphB receptors (and EPHA2) activate Abl, which
ultimately inhibits RAP1 and RAC1. EPHB2 inactivates RRAS through phosphorylation5. EPHB2 (and EPHA2) activates
p120RASGAP to inhibit HRAS and RRASS5. EPHB2 can also activate Erk79. Some pathways are assembled from different
sources, so the complete pathways are hypothetical. Pathways identified in neurons, and predicted to have tumour
suppressing activity, are in blue boxes. Most other pathways were identified in cultured cells and their importance in cancer
also remains to be proved. Dotted lines indicate the regulation of expression levels. CDKS5, cyclin-dependent kinase 5; GIT1,
G protein-coupled receptor kinase-interacting ARFGAP 1; MMP2, matrix metalloproteinase 2; RAPGEF1, Rap guanine
nucleotide exchange factor 1; RGS3, regulator of G protein signalling 3; SDF1, stromal cell-derived factor 1.
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Figure 31. Effet protumoral du systéme Eph/ephrin (Pasquale, 2010). a | Ephrin-A5 reverse signalling promotes
activation of FYN, Bl-integrins and Erk in fibroblastsS. b | Low-molecular-weight protein tyrosine phosphatase (LMW-PTP)
is activated by Src and dephosphorylates and inactivates pl90RHOGAP. This increases RHOA activity to destabilize
adherens junctions in EPHA2-overexpressing epithelial cells103. EPHA2 (and EPHB2) activate RHOA through focal
adhesion kinase (FAK)7,94. EPHA4 activates signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3). A pathway
involving EPHA2, PI3K and Vav family exchange factors for RAC1 operates in endothelial cells. Activation of EPHA2
activates Akt in pancreatic cancer cells. The Caenorhabditis elegans Eph receptor inhibits PTEN expression80. ¢ | EPHA2—
ERBB2 crosstalk activates the HRAS—-Erk pathway and RHOA in a mouse mammary tumour model, enhancing tumour
growth and in vitro cell proliferation and migration. Akt, activated by ERBB2 or other pathways, phosphorylates EPHA2. d |
Ephrin-B reverse signalling affects pathways that promote invasiveness, including matrix metalloproteinase 8 (MMPS)
secretion and activation of STAT3,Src and RAC1. By contrast, non-phosphorylated ephrin-B1 can bind PAR6 to inhibit
atypical protein kinase C (aPKC). e | EphB forward signalling activates RAC1 and CDC42 exchange factors, which could
promote cancer cell migration and invasion. EPHB4 activates RHOA93. EPHB2-mediated RRAS tyrosine phosphorylation
increases glioma cell invasiveness96. EPHB2-mediated ABL1 activation increases cyclin-D1 levels. Pathways identified in
neurons, endothelial and muscle cells, or C. elegans that are predicted to have tumour promoting activity are in blue, green or
yellow boxes, respectively. Most other pathways were identified in cultured cells and their importance in cancer remains to
be proved. ARF1, ADP-ribosylation factor 1; EMT, epithelial-to-mesenchymal transition; JAK2, Janus kinase 2.

4. Modalités d’activation
Le déterminant majeur des changements fonctionnels consécutifs a ces différents types d’interaction
cellulaire réside dans le niveau d’agrégation, d’activation et de phosphorylation du complexe
Eph/ephrin. Classiquement, les RTK non liés a leur ligand s’associent trés occasionnellement, et leur
phosphorylation est strictement controlée par des phosphatases. La liaison du ligand induit une
oligomérisation qui s’avere indispensable pour induire une phosphorylation efficace des tyrosines
intracellulaires, en générant des motifs accessibles a des protéines adaptatrices qui assurent un lien
dynamique avec les effecteurs d’aval (Pawson, 2007). Les concepts permettant de comprendre
I’interaction Eph/ephrin sont plus complexes et ne peuvent s’interpréter de fagon linéaire et classique
(ce qui rend peut étre compte des données apparemment contradictoires présentes dans la littérature) :
schématiquement, (i) un premier complexe hétérotétramérique entre Eph et ephrin situés chacun de
part et d’autre des cellules en interaction fait office de nucléation qui (ii) déclenche ensuite une
extension latérale des agrégats (clusters) Eph/ephrin via différents types d’interactions Eph/ephrin et
Eph/Eph ; (iii) c’est seulement alors que s’ensuit la modulation des circuits de phosphorylation
traditionnelles. Il semble donc que c’est la taille et la composition de ces clusters qui détermine le
devenir et la nature du signal (Janes et al., 2012).
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L’apport des structuralistes a été déterminant dans la compréhension de ces différents mécanismes. La
crystallisation d’EphB2 a été faite en 1998 (Himanen et al., 1998), la modélisation de I’interaction
EphB2-ephrinB1 en 2001 (Himanen et al., 2001), celle d’EphA2-ephrin Al en 2009 (Himanen et al.,
2009) , la démonstration d’un « processus multi-étapes » pour EphA2-ephrin Al et AS en 2010 (en
relevant I’importance des interactions Eph/Eph en cis permettant d’¢largir le complexe) (Himanen et
al., 2010) avec I’identification des sites d’interface (Seiradake et al., 2010). La constitution de ces
clusters est un phénoméne dynamique qui posséde ses régulateurs (Ex ADAMI10 (Janes et al., 2005))
et dépend aussi de la balance nette du signal d’aval. Les différents types d’Eph n’ont pas la méme
capacité a s’agréger (Seiradake et al., 2013). Les clusters peuvent associer plusieurs types d’Eph
(Janes et al., 2011) suggérant que leur incorporation différentielle pourrait représenter un mécanisme
de modulation du signal (Astin et al., 2010).

La figure 32 fait la synthése de ce mode¢le.
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Figure 32. Modéle d’agrégation et d’activation des Eph récepteurs (Janes et al., 2012). The inactive Eph receptor is held
in a closed, auto-inhibited conformation, released upon phosphorylation and activation. Ephrin binding to one receptor
initiates dimerisation into an Eph/ephrin hetero-tetramer. Further clustering is facilitated by receptor—receptor interactions
between multiple domains of adjacent Ephs, including co-clustering of A and B type Ephs (indicated by different colours;
grey arrows indicate proposed interactions with conflicting data). Interactions with cytoplasmic proteins and the cytoskeleton
may contribute to clustering, as well as transmitting biological responses.

Le développement de nouveaux outils (Groves and Kuriyan, 2010) a permis de démontrer le lien entre
la circulation de ces différents récepteurs Eph a la surface de la membrane et leur organisation spatiale
en clusters, avec leur fonction. Ceci a notamment été fait pour EphA2/ephrin Al en démontrant
I’impact d’une altération de cette circulation (par des barrieres physiques de taille nanométrique) sur
I’organisation du cytosquelette et les propriétés invasives de tumeurs mammaires (Salaita and Groves,
2010). La méme équipe a développé ce modele (Lohmuller et al., 2013), dont le principe est repris
dans la figure suivante (figure 33).
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Figure 33. Modélisation du transport membranaire des clusters d’EphA2-ephrinAl par un test d’obstacle
nanométrique (Lohmuller et al., 2013). Up. Schematic illustration of the experimental approach. (A) Scanning electron
micrograph (SEM) of gold nanodots on the surface of a glass coverslip. (B) Schematic of the nanodot—supported lipid bilayer
(SLB) platform; cancer cells expressing EphA2 deposited on this surface can interact with molecules of ephrin-Al tethered
to the nanodots or to the lipids within the SLB (or both). (C) FRAP images at different time points show the recovery of a
Texas Red-DHPE SLB across the entire glass coverslip. This confirms that the membrane fluidity is not affected by the
presence of the nanodots as previously reported. The dark diagonal stripe (indicated by the white arrow) across the FRAP
images is a result of the dipping process for nanodot functionalization and depicts the border between the bare glass side and
the nanodot patterned side. Down. Schematic description of frustrated EphA2 motion on the nanodot array platform. (A—C)
Preclustered EphA2 on the surface of invasive cell lines are restrained by molecules of immobilized ephrin-Al linked to the
nanodots. If one EphA2 receptor within the cluster unbinds from ephrin-Al, another one in the cluster may rebind with
enhanced probability as a result of proper geometrical juxtaposition. EphA2 clusters (red) are distributed along the cell
protrusions. Only a few ephrin-Al clusters (green) are transported to the center of the cell-SLB contact area and are
colocalized with EphA2 (yellow). Cell outlines are highlighted by the red line. (D—F) For noninvasive cells, EphA2 may be
less tightly clustered and therefore individual EphA2 receptors can bind immobile ephrin-Al ligands. As the cell applies a
pulling force, these receptors can unbind and become centrally transported by rebinding to mobile ephrin-A1l. Scale bars are
10 pm.

A partir de 13, ils ont défini un coefficient d’adhésion (jamming coefficient), qui mesure le niveau de
blocage du transport d’EphA2 a sa membrane. Ce «jamming coefficient» est corrélé a la
tumorigénicité des différentes lignées cellulaires, alors que le niveau d’expression d’EphA2 seul ne
I’est pas. Il pourrait étre un parametre de jugement intermédiaire a 1’échelon cellulaire des
conséquences de différents signaux de stress sur la réorganisation d’EphA2, bien plus pertinent que le
niveau d’expression, voire méme [’analyse isolée d’une voie de signalisation. Méme si nous
n’aborderons pas ces derniers aspects dans la suite du travail expérimental, il nous semblait intéressant
de rapporter ces données récentes dans la mesure ou elles ouvrent des perspectives de réflexion par
rapport aux résultats que nous présentons.

5. Eph/ephrin et fonctions immunes
On a vu que le couple Eph/ephrin était impliqué dans de nombreux processus. Un réle immunologique
lui a également été attribu¢. Dans le systéme que nous présenterons au cours de ce travail, le couple
Eph/ephrin est successivement envisagé comme un systeme de costimulation ou le TCR yd reconnait
EphA2 comme ligand puis comme un systéme d’immunomodulaton d’un signal activateur du TCR.
Dans les deux cas, il faut se souvenir qu’EphA2 est sur la cellule cible de la cellule T. La difficulté de
I’analyse de la littérature réside dans I’angle d’attaque qui distingue le positionnement et 1’effet
respectif d’Eph et ephrin sur les différentes cellules. Actuellement, on retrouve un peu moins de 80
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références PubMed en croisant les termes MeSH « Immunology » et « Ephrins », dans des situations
diverses. La plupart des références analysent I’effet des Eph sur la cellule T. Une des limites majeures
est I’absence d’anticorps commercial fonctionnant en cytométrie en flux spécifique des éphrines.

a) Immunogénicité d’EphA2

EphA2 a été rarement appréhendé comme un antigéne activateur potentiel. Si tel est le cas, il s’agit
d’un autoantigéne puisqu’on a vu que son expression ¢était ubiquitaire. Il a été impliqué dans
différentes situations de stress dérégulé (cancer (Tandon et al., 2011), UV (Zhang et al., 2008),
irradiations (Mosch et al., 2012), hypoxie (Vihanto et al., 2005), ischémie/reperfusion (Thundyil et al.,
2013)...). Son niveau d’expression, d’agrégation et de phosphorylation sont autant d’¢léments
susceptibles de « signer » une agression cellulaire, et d’étre « traduits » en signal activateur pour le
systéme immunitaire. On retrouve la le concept évoqué plus haut d’ épimmunome (Swamy et al.,
2010) envoyé par les cellules épithéliales agressées aux cellules lymphoides de stress tels que les
lymphocytes T yo (Hayday, 2009), renvoyant a une notion plus générale d’autoimmunogénécité
bénéfique inductible par le stress.

b) Immunorégulation de la réponse cellulaire T par le systéme

Eph/ephrin
Plusieurs mécanismes moléculaires, tels qu’on peut le rencontrer au cours du développement ou la
neurogénése et qui passent souvent par une signalisation bidirectionnelle garantissant une plasticité de
réponse adaptée au contexte ont été rapportés comme ayant un réle en immunologie : ils font
intervenir les protéines Net (Larricu-Lahargue et al., 2012), les protéines « Slit/Roundabout » (Legg et
al., 2008) et les semaphorines ((O'Connor et al., 2008) (Suzuki et al., 2007) (Suzuki et al., 2008)
(Sakurai et al., 2012) et tout récemment dans le maintien des T regs (Delgoffe et al., 2013)). Ces
protéines posseédent de fortes analogies avec le systéme Eph/ephrin.

On peut distinguer schématiquement différentes situations :

(1) Développement des cellules T
Les thymocytes et les cellules du microenvironnement thymique dont les cellules épithéliales
thymiques de la médullaire expriment la paire de ligand/récepteurs semaphorines/neurophilines et
Eph/ephrins (essentiellement de groupe B). Il a été suggéré que les phénomenes d’attraction/répulsion
générés sont susceptibles d’intervenir dans I’entrée, la migration et la sortie des thymocytes,
contribuant ainsi a leur différenciation (Mendes-da-Cruz et al., 2012).

) Adhésion/migration cellulaire

L’extravasation cellulaire est un processus multiétape, durant lequel les mécanismes
d’adhésion/répulsion sont majeurs. La phase initiale de roulement (« rolling and tethering ») semble
particuliérement critique. Il n’est pas étonnant de retrouver les Eph/ephrins au stade de I’interaction
des cellules immunes circulants (monocytes,lymphocytes) avec la cellule endothéliale, impliqués dans
la coordination séquentielle des molécules d’adhésion et notamment la modulation des intégrines
(Korff et al., 2008; Sharfe et al., 2008). Une synthese de leur role potentiel a récemment été propos¢ en
revue (Funk et al., 2012) (figure 35).
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Figure 34. Exemples documentés d’adhésion ou de répulsion des leucocytes avec les cellules endothéliales médiées par
le systéme Eph/ephrin (Funk et al., 2012). (A) Korff and colleagues (Korff et al., 2008) demonstrated that monocyte EphB—
endothelial ephrinB2 (eB2) interactions induce localization of monocytes and the EphB—ephrinB2 complex to endothelial cell
junctions preceding transmigration. (B) Sharfe et al. (Sharfe et al., 2008) showed that lymphocyte ephrinA (¢A) activation by
EphA2 enhances lymphocyte integrin 41 adhesion to substrates (VCAM-1 or fibronectin), and stimulating endothelial EphA2
with ephrinA ligands promotes EphA2 co-localization with the lymphocyte integrin substrates VCAM-1 and ICAM-1. (C)
Sharfe et al. (Sharfe et al., 2008) additionally showed that stimulating lymphocyte EphA receptors with ephrinA ligands
inhibits integrin activation and adhesion, suggesting a repulsive response in endothelial cells predominately expressing
ephrinA ligands.

La paire Eph/ephrin a été identifiée dans la migration de certaines cellules dendritiques (de Saint-Vis
et al., 2003) (Munthe et al., 2004). La lymphocytose B observée durant les leucémies lymphoides
chroniques pourrait étre expliquée par la régulation de la migration des cellules B pathologiques a
travers les « hautes veinules endothéliales » (HEV) des organes lymphoides secondaires via le
systéme ephrinA4/EphA2 (Trinidad et al., 2009).

Le role des Eph/ephrin dans I’adhésion et la migration cellulaire a également ét¢ largement documenté
par le groupe d’Oslo, qui a en plus procédé a I’analyse de la signalisation cellulaire. Ils se sont
focalisés sur les Eph lymphocytaires (Aasheim et al., 2005; Holen et al., 2010) (Hjorthaug and
Aasheim, 2007). Leurs données suggerent que les Eph pourraient interférer avec la signalisation du
TCR et des intégrines. Ils ont également étudié la situation inverse des ephrins lymphocytaires (Holen
et al., 2008). Ce dernier papier fournit notamment des données intéressantes sur I’expression
inductible d’éphrine A4 sur les lymphocytes et sur des lignées Jurkat en présence de sérum humain
(figure 36), avec la limite d’une premiére mise en évidence en cytométrie indirecte par le marquage
secondaire de la fixation d’Eph-Fc (et le risque d’une fixation non spécifique sur des récepteurs au
fragment Fc des immunoglobulines, mais surtout I’absence de certitude sur la nature de 1’éphrin sur
laquelle se fixent les Eph-Fc).
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Figure 35. Expression lymphocytaire des ephrins, adapté de Holen et al, JLB 2008 (Holen et al., 2008). (A) Costaining
of CD4 cells with anti-CD45RA and control-Fc, EphA2-Fc, or EphA4-Fc. Days of incubation in medium with human serum
are indicated above the panels. Increase expression of EphA2 ligands on T cells. (B) Quantitative RT-PCR of ephrin-A
mRNA in CD4 cells (upper panel) and Jurkat TAg (lower panel). The specific ephrin-A member is shown below the bars.
Black bar, day 0; gray bar, day 5. A representative experiment of three is shown. (C) Detection of ephrin-A4 protein
expression by immunoprecipitation. Ephrin-A4 antibody precipitations were performed in lysates prepared from 50.106
Jurkat TAg cells or 0.2.106-transfected 293T cells (upper panel). E4 is an immunoprecipitate from ephrin-A4-transfected
HEK293T cells. Mock is an immunoprecipitate from HEK293T lysate transfected with an empty expression vector. Actin
antibody incubation serves as a loading control for input lysate. The lower panel shows ephrin-A4 immunoprecipitation from
CD4 T cells. Numbers above this panel indicate days of incubation in medium with human serum.

3) Activation/Modulation
Quelques situations ou le systéme Eph/ephrin module I’activation cellulaire T ont été rapportées.

La molécule EphB6 pourrait agir comme une molécule de costimulation de I’activation T, en migrant
au niveau des radeaux lipidiques de TCR agrégés et modulant le niveau de phosphorylation des
protéines d’aval (activation de ZAP-70, phosphorylation de LAT, association de PLCy1 with SLP-76,
activation de p44/42 MAPK). La souris KO EphB6 présente d’ailleurs une réponse immune T
fortement altérée (Luo et al., 2002) (Luo et al., 2004).

L’engagement des EphA par éphrine Al (Freywald et al., 2006) pourrait contribuer a la résistance a
I’apoptose induite par 1’activation (AICD) par des anti-CD3 sur des thymocytes.

L’activation de la signalisation d’aval des EphB aurait un réle immunomodulateur aprés activation par
des anti-CD3 de cellules murines primaires T (Kawano et al., 2012).

La protéine ephrin-Al au niveau des cellules T CD4+ pourrait avoir un rdle dans la différenciation
Th2 : dans le modéle de polarisation Th2 qu’est 1’asthme, (i) I’expression génique d’éphrine-Al est
diminuée, (i) ’immunomarquage éphrine-Al est fort dans le poumon mais faible dans les aires
corticales des ganglions lymphatiques, et absent de la rate (iii) sa colocalisation avec son récepteur
n’est retrouvée que dans le poumon, (iv) ’activation in vitro des cellules T induit la diminution des
ARN messagers et des protéines d’éphrine-Al, (v) la prolifération cellulaire T et I’ AICD sont inhibées
par le crosslinking d’éphrine-A1 mais pas par I’engagement des Eph, (vi) ’expression d’IL-2 et d’IL-4
est diminuée par I’engagement d’éphrine-A1l. Ces résultats suggerent donc un réle immunomodulateur
pour éphrine-Al sur les cellules T CD4 Th2 (Wohlfahrt et al., 2004).

On mentionnera dans cette méme perspective qu’un roéle immunomodulateur a aussi été¢ décrit pour le
systéme semaphorin/plexin (Holl et al., 2012) (O'Connor et al., 2008) (Suzuki et al., 2007) (Suzuki et
al., 2008) (Sakurai et al., 2012) et la semaphorin D est exprimée par les DETC contribuant a leur
régulation (Witherden et al., 2012).
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