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RESUME

Notre équipe a précédemment rapporté que l'utilisation d'un traitement
d’'induction lympho-déplétant [les globulines anti-lymphocytaires polyclonales (GALP)],
peut entrainer une lymphopénie T CD4 persistante chez certains transplantés rénaux.
Celle-ci est associée a certaines anomalies biologiques telles que la présence d'un
syndrome inflammatoire chronique. Ce travail de these s'intéresse aux facteurs
impliqués dans l'induction de ces anomalies puisqu’elles sont associées a une

augmentation de l'incidence d’infections, de maladies cardiovasculaires et de déces,

habituellement retrouvés chez les personnes agées.

Nous avons montré que les GALP entrainent une diminution de la fonction
thymique et une expansion de lymphocytes T a un stade avancé de différenciation
pouvant traduire une immunosénescence prématurée. Par ailleurs, une rupture de la
barriére intestinale semble favoriser la translocation bactérienne digestive et
I'activation d’une inflammation chronique observée en transplantation, via les
lipopolysaccharides libérés dans la circulation périphérique. La composition du
microbiote intestinal pourrait jouer un role dans l'initiation, le maintien et la sévérité de
I'inflammation. Nous avons observé des modifications du microbiote apres

transplantation et apres I'antibioprophylaxie utilisée en transplantation.

Les mécanismes a 'origine de toutes ces observations restent a élucider mais ce
travail permet d’améliorer la compréhension des facteurs impliqués dans le
développement de l'immunosénescence et de linflammation chronique en
transplantation rénale, ouvrant potentiellement la voie a d’intéressantes perspectives

thérapeutiques.

Mots-clés: Transplantation rénale, Immunosénescence, Inflammation chronique,

Translocation bactérienne digestive, Lipopolysaccharides, Microbiote intestinal




ABSTRACT

We have previously described that polyclonal anti-lymphocytic globulins (GALP)
may contribute to prolonged CD4 T-cell lymphopenia in some renal transplant
recipients, associated with some biological abnormalities, such as a chronic
inflammatory syndrome. Our work focuses on the factors involved in the induction of
these abnormalities and susceptible to increase the incidence of infections,

cardiovascular diseases and death, comparable to the incidence observed in the elderly.

We showed that GALP are implicated in the decrease in thymic output and the
expansion of T cells at an advanced stage of differentiation. Both are hallmarks of
premature immune senescence. Moreover, the dysfunction of the gut epithelial barrier is
responsible for gut bacterial translocation (GBT) and the activation of chronic
inflammation observed in chronic kidney disease as well as in renal transplant
recipients. The composition of the intestinal microbiota may play a role in the initiation,
maintenance and severity of GBT and systemic inflammation. We reported the existence

of a dysbiosis after transplantation.

The mechanisms involved remain to be elucidated, yet, this work contributes to
the understanding of the potential factors involved in the progression of immune
senescence and the persistence of chronic inflammation after kidney transplantation

paving the way to new fields of therapeutic research in transplantation.

Keywords: Kidney transplantation, Immune senescence, Chronic inflammation, Gut

bacterial translocation, Lipopolysaccharides, Gut microbiota
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LB : Lymphocyte B

LBP : Lipopolysaccharides binding protein
LDL : Lipoprotéine de basse densité

LPS : Lipopolysaccharides

LT : Lymphocyte T

M

MALT : Mucosa-associated lymphoid tissue (ou tissu lymphoide associé aux muqueuses)
MD2 : Myeloid differenciation factor 2

MICI : Maladies inflammatoires chroniques de I'intestin

MMF : Mycophénolate mofétil

mTOR: Mammalian target of rapamycin

MyD88: Myeloid differenciation primary response gene 88

N
NK: Natural killer

o
OTU: Unités taxonomiques opérationnelles

P

PAMP: Pathogen-associated molecular patterns (ou motifs moléculaires associés aux
pathogénes)

Pb : Paires de bases

PBMC : Cellules mononuclées du sang périphérique

PD1: Programmed death-1
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PLTP: Phospholipid-transfer protein
PRR: Pattern recognition receptors (ou récepteurs de reconnaissance de motifs
moléculaires)

R
RA: Rejet aigu
RTE: Recent thymic emigrant

S

SBF : Segmented filamentous bacteria
sCD14 : CD14 soluble

slgA : Immunoglobuline A sécretoire

T

TBD : Translocation bactérienne digestive
TCR : Récepteur des cellules T

TGF : Transforming growth factor

Th : T helper

T] : Tight junctions (ou jonction serrées)
TNF : Tumor necrosis factor

TLR : Toll like receptors

TREC : T cell receptor excision circles

\'
VIH : Virus de l'immunodéficience humaine
VIH+ : Patients séropositifs pour le VIH
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AVANT-PROPOS

La transplantation d’organes solides est associée a un risque de rejet. En effet, les
cellules immunitaires du receveur peuvent étre activées par la présentation des allo-
antigenes du donneur en contexte inflammatoire. Face a la pénurie de greffons, la perte
des greffons devient un réel probleme (Ojo et al. 2000) [revue, (Smith-Palmer et al
2014)]. Le rejet reste donc une préoccupation majeure dans la prise en charge des
transplantés ; cependant grace a I'amélioration de I'immunosuppression, on observe une
meilleure survie des greffons et des patients [revue, (Sayegh et al. 2004)]. Cependant, il
persiste une mortalité plus importante apres transplantation rénale par rapport a la
population générale. Les maladies cardio-vasculaires constituent la premiere cause de
mortalité. Bien que la transplantation rénale réduise le risque d’événements cardio-
vasculaires par rapport a celui des patients demeurant en dialyse, Sarnak et al ont
démontré que le risque de mortalité cardiovasculaire est 50 fois plus élevé chez le
transplanté rénal que dans la population générale (figure 1). Cette surmortalité persiste
jusqu'a 65 ans, puis semble rejoindre celle de la population générale dgée (Sarnak et al.
2003).

100 —#— General population
- Kidney transplant recipients
&— Haemodiahysis patients i
¥ ]
— 10 " X
- & .
i~ & - —
> -
® ] -~
.1 e
2 1 = f’l
= - - -
= A
= L -
i} 01— /
2
c ~
g 0014 ‘/
g
B
~ 00014
U I B 1 _ _ | B
534 35-44 4554 5504 6574 784 =85
Age (years)

Figure 1 : Taux de mortalité cardiovasculaire en fonction de I'dge
chez les patients dialysés (courbe verte), transplantés (courbe
bleue) et de la population générale (courbe rouge).
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La forte prévalence des facteurs de risques cardiovasculaires traditionnels chez le
transplanté (hypertension artérielle, diabete, obésité, tabagisme, hypercholestérolémie)
peut expliquer la surmortalité d’origine cardiovasculaire. Ojo et al ont montré que la
fréquence des facteurs de risques cardiovasculaires reste stable apres transplantation
rénale ; elle peut méme étre augmentée pour certains facteurs, en particulier le diabete,

I'hypercholestérolémie et 1'obésité [revue, (Ojo 2006)].

Notre équipe s’intéresse depuis plusieurs années a l'identification de marqueurs
biologiques non traditionnels particuliers a la population des transplantés rénaux
pouvant expliquer le sur-risque cardiovasculaire observé apres transplantation. Un
certain nombre de travaux ont été conduits afin de préciser I'importance des phénomenes
immunologiques et d’évaluer le role de la polarisation fonctionnelle des lymphocytes T dans
I'athérosclérose post-transplantation. Nous avons notamment rapporté que les globulines
anti-lymphocytaires polyclonales (GALP) (utilisées en traitement d’induction de la
transplantation et présentant un trés fort pouvoir de déplétion sur le systeme
immunitaire) pouvaient entrainer une lymphopénie T CD4 persistante (CD4<300/mm3)
a 5 ans chez prés de 20% des patients. Notre équipe a montré que ce marqueur
immunologique était associé a une augmentation de I'incidence de cancers, de maladies
cardiovasculaires et de déces (Ducloux et al. 1998, Ducloux et al. 2002, Ducloux et al.
2003, Ducloux et al. 2010). Par ailleurs, cette lymphopénie T CD4 est associée a certaines
anomalies biologiques (syndrome inflammatoire chronique, lymphopénie B,
gammapathie monoclonale) (Ducloux et al 1999, Ducloux et al 2010). Le role de
I'inflammation et de l'orientation de la réponse lymphocytaire reste mal connu en
transplantation rénale. Nous avons montré que I'élévation de la CRP augmentait le risque
d’événements coronariens (Ducloux et al. 2004), suggérant le réle de la micro-inflammation
dans l'athérogénese apreés transplantation rénale. Ces anomalies immunologiques et
inflammatoires, décrites habituellement chez les personnes agées (Ferguson et al. 1995,
Wikby et al. 1998), pourraient également traduire un vieillissement prématuré du
systéme immunitaire ou immunosénescence apres transplantation rénale. La présence
d’'un syndrome inflammatoire chronique semble en effet contribuer au développement
de I'immunosénescence et participerait au développement de nombreuses pathologies

meétaboliques et neurologiques [revues, (Franceschi et al. 2000, Franceschi et al. 2014)].
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Si 'on s’intéresse a la source de cette I'inflammation chronique, celle-ci a été le
plus souvent associée a une stimulation permanente de I'immunité. Il a été décrit que
cette stimulation pouvait notamment provenir de la présence de composants bactériens
circulants et inflammatoires, comme les lipopolysaccharides (LPS) présents a la surface
des bactéries a Gram négatif. Ces antigenes provoquent une réaction immunitaire de la
part des cellules de I'immunité innée (monocytes/macrophages) qui reconnaissent le
LPS et produisent alors des cytokines pro-inflammatoires [revue, (Nijland et al. 2014)].
La présence de LPS dans la circulation périphérique semble provenir majoritairement
des bactéries a Gram négatif contenues dans la lumiere intestinale (représentant le
microbiote) (Kim et al. 2016). La translocation des bactéries dans le sang a lieu s’il y a
une rupture de 'effet protecteur de la barriére intestinale [revue, (Bischoff et al. 2014)].
Le microbiote intestinal a un réle dans le maintien de la santé et la causalité de certaines
maladies. Une modification du microbiote peut apparaitre sous l'influence de facteurs
génétiques et environnementaux (Turpin et al. 2016) mais elle joue elle-méme un réle
dans linitiation, le maintien ou la sévérité de l'inflammation, engendrant un cercle

vicieux (Brown et al. 2013).

Une atteinte digestive en transplantation rénale pourrait peut-étre expliquer en
partie l'origine de l'inflammation chronique, de l'immunosénescence et des
complications cliniques associées a la transplantation telles que le rejet, les infections ou

encore les maladies cardiovasculaires.
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INTRODUCTION
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Partie 1 : Microbiote et translocation bactérienne digestive

L’intestin est une portion du tube digestif comprise entre 'estomac et I'anus. Il est
doué d'une motricité propre, en grande partie réflexe, qui va pousser le bol alimentaire
au fur et a mesure de sa digestion. L’intestin gréle est formé d'un segment fixe, le
duodénum, suivi de deux segments mobiles, le jéjunum puis 1'iléon, mesurant environ 6
metres chez 'homme. En raison des villosités qui le composent, il est le lieu principal
d'absorption d’eau et de nutriments par l'organisme. Le gros intestin mesure 1 metre a
1,5 meétres et comporte trois parties : le caecum, le cdlon et le rectum. Le gros intestin
héberge des bactéries pouvant décomposer des molécules que le corps humain n'est pas

capable d’assimiler [revue, (Bischoff et al. 2014)].

Le contenu du tractus digestif est formé de milliard de bactéries, formant le
microbiote. Il est entouré de la muqueuse intestinale, soutenue par un épithélium et

assurant un effet barriére.

1. Labarriére intestinale

L’épithélium et la muqueuse constituent ce qu'on appelle la barriére intestinale
dont un des roles est d’isoler les micro-organismes intestinaux du reste de I'individu. La
surface de I’épithélium intestinal est d’environ 200m?2 reposant sur la muqueuse
intestinale. L’effet barriere se fait par diminution du contact direct entre les bactéries
intestinales et I'épithélium et en confinant et limitant la pénétration des bactéries dans
I'organisme par passage paracellulaire (entre les cellules adjacentes) a travers la
mugqueuse. Pour cela, l'intestin consomme environ 40 % des dépenses énergétiques de
I'organisme et la muqueuse contient plus de 60 % des cellules du systeme immunitaire

[revue, (Bischoff et al. 2014)].

1.1. Controle du passage paracellulaire

1.1.1. Les cellules de I'épithélium intestinal

Au niveau de l'intestin gréle, I'épithélium présente une structure en cryptes et
villosités. Les cryptes sont des invaginations dans le stroma composées de cellules

souches intestinales et enrichies en cellules de Paneth. Les cellules souches donnent
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naissance a des cellules progénitrices qui entament leur migration en tapis roulant
jusqu’au sommet des villosités ou les cellules épithéliales intestinales (CEI) différenciées
se détachent par exfoliation (figure 3). Le tissu intestinal dispose du plus haut taux de
renouvellement avec un cycle de 3 a 5 jours. Les villosités sont des protrusions dans la
lumiére intestinale composées de cellules différenciées exercant des fonctions
particulieres [revue, (Quesada et al. 2016)]. La perméabilité intestinale est plus

importante au niveau des cryptes qu’au sommet des villosités (Fihn et al. 2000).
Classiquement, on décrit quatre types cellulaires (figure 3) (Grun et al. 2015) :

e Les entérocytes, majoritaires (absorption des nutriments)
e Les cellules de Paneth, au fond des cryptes (défense antimicrobienne)
e Les cellules caliciformes (sécrétion de mucus)

e Les cellules entéro-endocrines (régulation du métabolisme via hormones)

Contrairement a l'intestin gréle, le c6lon est constitué d'un épithélium de surface

sans villosités, et il est dépourvu de cellules de Paneth [revue, (Peterson et al. 2014)].

1.1.2. Barriere physique, les jonctions serrées

L’épithélium est semi-perméable aux solutés hydrophiles en I'absence de
transporteurs spécifiques. Le passage paracellulaire est contrélé au niveau des jonctions
apicales, composées de jonctions serrées (TJ, pour tight junctions) et des jonctions
adhérentes (figure 2). En descendant vers le pole basal des CEI, des jonctions adhésives
appelées desmosomes maintiennent également la proximité entre les cellules. Les TJ
sont composées principalement de protéines transmembranaires de la famille des
claudines (Furuse et al. 1998) interagissant avec 'actine pour limiter le passage de
protéines ou de produits bactériens. Les jonctions adhérentes sont composées
principalement de protéines transmembranaires de la famille des cadhérines capables
de former des interactions avec les caténines des cellules adjacentes [revues, (Lievin-Le
Moal et al. 2006, Turner 2009)]. Le renouvellement rapide des cellules épithéliales

participe aussi au maintien physique de la barriere.
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Figure 2: Jonctions intercellulaires des
cellules épithéliales intestinales adjacentes.
Du pole apical jusqu’au pole basal on retrouve
les jonctions serrées ou tight junctions, les
jonctions adhérentes (adherens junctions) et
des desmosomes. D’apres (Turner 2009).

1.1.3. Barriere chimique, le mucus

La surface de I'épithélium intestinal est recouverte d’'un gel hydraté visqueux
(mucus) formé de mucines. Les mucines sont des protéines synthétisées par les cellules
caliciformes ayant des propriétés antimicrobiennes. Le mucus prévient le contact entre
les bactéries intestinales et I'épithélium intestinal [revue, (Turner 2009)]. L’épaisseur de
la couche de mucus varie le long du tube digestif ; elle est maximale dans I'iléon terminal
et surtout le colon. Le mucus est subdivisé en une couche extérieure contenant des
bactéries commensales anaérobiques et une couche intérieure stérile (figure 3) [revue,

(McGuckin et al. 2011)].
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Le mucus est constitué de molécules antimicrobiennes synthétisées par les CEI et
plus particulierement par les cellules de Paneth. Ces molécules détruisent ou inhibent la
croissance des micro-organismes. Certains de ces peptides antimicrobiens sont
synthétisés de maniere constitutive (a-défensines, cathelicidines, lysozymes, et lectines
comme REGIIly) et d’autres sont inductibles principalement par des composés
microbiens via certains récepteurs de l'immunité (immunoglobulines (Ig) A et IgG)
(Ganz et al. 1985, Zanetti et al. 1995) [revues, (Lievin-Le Moal et al. 2006, McGuckin et al.
2011)].
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Figure 3 : Structure de I’épithélium et de la muqueuse intestinale au niveau de I'intestin gréle et du
colon. Au niveau de l'intestin gréle (small intestine), I'épithélium présente une structure en cryptes et
villosités. Les cryptes sont composées de cellules souches intestinales (IESC). Les cellules épithéliales
intestinales (CEI) différenciées se détachent par exfoliation (apoptotic IECs). Les entérocytes
(enterocytes) ont pour fonction essentielle 'absorption des nutriments, les cellules de Paneth (Paneth
cells) synthétisent des peptides antimicrobiens (AMPs), les cellules caliciformes (Goblet cells) sécrétent le
mucus et les cellules entéro-endocrines (enteroendocrine cells) régulent le métabolisme. Le colon est
formé d’'une double couche de mucus. La muqueuse intestinale est composée de nombreuses cellules
immunitaires : lymphocytes T et B (B cells), cellules dendritiques (DC), macrophages et LT
intraépithéliaux (IEL). Les LB synthétisent des IgA sécrétoires (sIgA) dans le mucus. Les CEI
dédifférenciées appelées cellules M sont présentes dans les plaques de Peyer et les nodules lymphoides
isolés (Lymphoid follicle) ont un réle de cellules présentatrices d’antigenes. Modifié d’apres (Peterson et
al. 2014, Piton et al. 2016).

Ne sont pas représentées sur ce schéma l'ensemble des cellules de 'immunité adaptative T (notamment
Th17 et Treg) et les ILC participant a 'homéostasie intestinale.
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1.2. Immunité de la muqueuse intestinale

Bien que la barriere épithéliale soit efficace pour l'exclusion des micro-
organismes commensaux, les pathogenes et les parasites entériques sont capables de
développer des stratégies pour contourner l'effet barriere [revue, (Konig et al. 2016)].
C’est pourquoi la présence d'un systeme immunitaire développé au sein de la muqueuse
intestinale est nécessaire [revue, (McGuckin et al. 2011)]. Hooper et al parlent de
systeme « Inside-Out » pour caractériser le controle des micro-organismes par le

systéme immunitaire [revue, (Hooper et al. 2012)].

On peut schématiquement séparer I'immunité intestinale en une composante
innée constituée de cellules épithéliales et de cellules présentatrices d’antigénes (CPA),
et une composante adaptative constituée de lymphocytes. L’'intéraction entre ces
différentes cellules se fait au niveau des organes lymphoides secondaires: les tissus
lymphoides associés aux muqueuses (MALT, pour mucosa-associated lymphoid tissue) et
plus particulierement des GALT, pour gut-associated lymphoid tissue composés
principalement essentiellement de sites inducteurs de la réponse immunitaire tels que

les plaques de Peyer et les follicules lymphoides isolés.

L’'immunité innée intestinale se caractérise par la présence de CPA et de
macrophages dans la lamina propria, capables de sélectionner les antigénes de la
lumiere intestinale via des dendrites étendues entre les cellules épithéliales. Les CEI
dédifférenciées, appelées cellules M, sont présentes dans les plaques de Peyer et les
nodules lymphoides isolés et jouent également le role de CPA. Elles font traverser
I'information par leur cytoplasme sous forme de vésicules libérées dans le
microenvironnement immunocompétent sur lequel elles reposent [revue, (Peterson et
al. 2014)]. L'ensemble de ces cellules captent les antigenes par des récepteurs de
reconnaissance de motifs moléculaires tels que les récepteurs de type Toll (TLR, pour
Toll like receptors). Les cellules innées lymphoides (ILC, pour innate lymphoid cells)
forment une famille d’effecteurs de la réponse innée dépourvus de récepteurs
spécifiques aux antigenes, dont la fonction est proche de celle des T helper (Th). Les ILC
répondent, rapidement et sans activation préalable, a toute perturbation de
I'environnement, qu’elle soit d’origine microbienne ou non, pathogene ou non.

(Robinette et al. 2015). Plus particulierement, les ILC-3 contribuent au confinement des
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bactéries dans l'intestin par leur capabilité de recruter des cellules dendritiques (DC,
pour dendritic cells) et des lymphocytes B (LB) et T (LT), afin de compléter I'organisation
anatomique des ganglions périphériques et mésentériques et des plaques de Peyer. Elles
produisent des interleukines (IL)-17 et IL-22 ayant un role dans le maintien de la
barriere épithéliale et la syntheése de peptides antimicrobiens [revue, (Gaugler et al.
2013)]. De plus, il a été montré, dans des souris pauvres en ILC et en Th17 par déficience
en RORyt, que ces cellules ont un role dans la synthese et la commutation isotypique des

IgA (Tsuji et al. 2008) [revue, (Brown et al. 2013)].

Apres présentation antigénique par les CPA au niveau des GALT, les lymphocytes
naifs T et B spécifiques de l'antigéne sont ainsi activés. Les LB activés terminent leur
différenciation en plasmocytes produisant des IgA spécifiques. Les IgA sécrétoires (sIgA)
résultent de la combinaison d’IgA dimériques (deux IgA et une piece de jonction, piéece |)
et de la piece sécrétoire lors de la transcytose dans les CEI. Les IgA osponisent les
bactéries et les maintiennent dans la lumiere intestinale en vue de leur élimination
[revues, (Cerf-Bensussan et al. 2010, Brown et al 2013)]. Les LT résidents
(principalement CD4*) de la lamina propria sont activés en fonction notamment de
I'environnement cytokinique. Les LT activés sont orientés vers un phénotype pro-
inflammatoire (ou effecteur) de type Th1l, Th2 ou Th17 ou anti-inflammatoire (ou
régulateur) de type T régulateurs (Treg) (Harrington et al 2005). La lutte
antibactérienne et ’homéostasie intestinale sont maintenues grace a une balance entre
Th17 et Treg (Chevalier et al. 2013) importants pour soutenir les LB dans la production
d’IgA, et prévenir l'auto-immunité (Suri-Payer et al. 1998) et 'inflammation chronique
(Read et al. 2000). On retrouve également des LT intraépithéliaux (figure 3) (IEL, pour
intraepithelial lymphocytes), a raison d’environ un IEL pour 10 a 20 CEI dans l'intestin
gréle. Les IEL expriment le CD8 et ont une activité cytotoxique. De plus, ils sont capables

de produire des cytokines proinflammatoires comme I'l[FN-y (Qiu et al. 2016).
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2. Le Microbiote

2.1. Développement du microbiote intestinal

Il y a seulement quelques années, le terme « microbiote » était inconnu, on parlait
anciennement de « flore ». Le microbiote est un écosystéme complexe qui comprend
I'ensemble des étres non pathogénes d’un organisme, principalement des bactéries mais
aussi des virus et des champignons. Il existe différents microbiotes : au niveau de la
peau, de la bouche, ou encore du vagin [revue, (Cho et al. 2012)]. Le microbiote
intestinal est le plus important d'entre eux. Au niveau du tractus intestinal, la
communauté bactérienne est estimée a 101* bactéries et composée de plus de 1 000
especes différentes [revues, (Eckburg et al. 2005, Ley et al. 2006)]. Le nombre de cellules
procaryotes qui habitent notre intestin a longtemps été estimé a 10 fois supérieur au
nombre total de cellules eucaryotes composant notre organisme (Qin et al. 2010).
Sender et al ont récemment montré que le nombre de cellules procaryotes et eucaryotes

est équivalent dans 'organisme (Sender et al. 2016).

Le microbiote se constitue des la naissance puis évolue qualitativement et
quantitativement sous l'influence de lI'environnement. Le nouveau-né nait stérile puis
son tractus digestif est colonisé des I'accouchement par la flore bactérienne de sa meére :
vaginale (Lactobacilles) et fécale (Enterobactéries et Bifidobactéries). La prématurité et le
mode de naissance ont un impact sur la composition du microbiote [revue, (Matamoros
et al. 2013)] (Dominguez-Bello et al. 2010, Dominguez-Bello et al. 2016). Ensuite, sous
I'influence de la diversification alimentaire, de la génétique, du niveau d'hygiéne ou
encore de l'environnement, la composition du microbiote intestinal va évoluer
qualitativement et quantitativement pendant les premieres années de vie (Backhed et al.
2015, Turpin et al. 2016) [revue, (Spor et al. 2011)]. Les bactéries sont détectables dans
les feces quelques heures aprés la naissance. Le niveau de colonisation de l'intestin du
nouveau-né est estimé a 108 a 101! colonies/g de feces, 48 heures apres sa naissance
[revue, (Campeotto et al. 2007)]. La colonisation bactérienne a lieu de facon progressive,
dans un ordre bien précis: les premieres bactéries intestinales sont les bactéries
aérobies: Entérocoques, Staphylocoques. Les bactéries anaérobies (Bacteroides,

Clostridium, Bifidobacterium...) se développeront ensuite, en dominance dans l'intestin,

31



une fois que les bactéries anaérobies facultatives auront consommé I'oxygene présent

(Stark et al. 1982, Ley et al. 2006).

L’équivalent du microbiote adulte est atteint en moyenne a I’dge de deux ou trois
ans (Yatsunenko et al. 2012). Une fois établie, la composition du microbiote est
spécifique a I'hote et relativement stable dans des conditions normales (Vanhoutte et al.
2004) [revue, (Campeotto et al, 2007)]. La stabilisation des souches au sein du tractus
digestif est dépendante de parametres liés a chaque souche bactérienne et est régulée
par des interactions hote-bactéries favorisant ou non la colonisation des surfaces
épithéliales par les microorganismes. Parmi ces parameétres, on retrouve la capacité des
bactéries a se multiplier afin de contrer leur élimination. Il existe des souches ayant
développé des propriétés d’adhésion a I'épithélium, d’autres des biofilms, favorisant leur
implantation (Lepage et al. 2005). La compétition entre les bactéries aboutit aussi a
I'inhibition de certaines d’entre elles (Hooper et al. 1999). De plus, pour qu'une bactérie
s'implante, il est nécessaire qu’elle trouve les facteurs appropriés au sein du tractus
digestif de I'hote. La survie des microorganismes dans I’environnement dépend du pH,
des nutriments, de I'oxygene, etc. La présence de mucus au sein de la paroi digestive
permettrait aux micro-organismes a croissance lente de coloniser le tractus [revue,

(Dore etal 2010)].

Divers événements peuvent modifier le microbiote, de facon plus ou moins
durable tels que des traitements médicamenteux, des modifications de 1'hygiene de vie
ou une contamination par un pathogene. Par exemple, un traitement antibiotique réduit
la qualité et la quantité du microbiote de plusieurs jours a plusieurs semaines.
Néanmoins, il existe un phénomeéne de résilience, c’est-a-dire le retour a I'équilibre
apres un événement perturbateur, mais certaines différences peuvent subsister (De La

Cochetiere et al. 2005).

2.2. Composition du microbiote intestinal

Le microbiote intestinal de chaque étre humain est composé de plusieurs
centaines d’especes bactériennes différentes comprenant un nombre de genes 100 a 150
fois supérieur a celui de 'homme (Turnbaugh et al. 2007). Récemment, les études
Human Microbiome Project (HMP) et Metagenomics of the Human Intestinal Tract

(MétaHIT) montrent qu’il pourrait y avoir plus de 10 millions de génes non redondants
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au sein du génome du microbiote humain, appelé microbiome [revue, (Jandhyala et al

2015)].

Le microbiote intestinal présente une trés grande diversité d’espéces

bactériennes a 'origine :

e d’une variation de fonctions potentielles

e d’une variation interindividuelle : chaque individu a un microbiote intestinal
différent en termes d’especes bactériennes. Néanmoins, certaines espéces

sont présentes chez la majorité des individus.

e d’une variation selon 'environnement tout au long du tractus intestinal. Le
tractus intestinal posséde une surface étendue de plus de 200 m? chez
I’'homme. Certaines especes bactériennes colonisent une niche spécifique. La
densité totale et la diversité microbienne augmentent le long du tractus

intestinal depuis I'cesophage jusqu’au gros intestin.

Pour caractériser la composition du microbiote, la classification des procaryotes
s’établit selon une taxonomie en domaines, embranchements (ou phyla), classes, ordres,
familles, genres et espéces. Les principaux phyla représentés au sein du microbiote des
mammiferes non pathogeénes : Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria,
Verrucomicrobia, Cyanobacteria, Fusobacteria et Spirochétes [revue, (Brown et al. 2013)].
Les deux phyla dominants sont Firmicutes et Bacteroidetes (figure 4) (Arumugam et al.
2011, Turpin et al 2016). Les bactéries des différents phyla présentent des

caractéristiques et des implications sur la santé différentes (tableau 1).
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Box and whisker plot of major phyla in the discovery cohort
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Figure 4 : Profil phylogénétique du microbiome intestinal humain sain. Prépondérance des phyla
Firmicutes et Bacteroidetes (cadrans rouges). D’aprés (Arumugam et al. 2011, Turpin et al. 2016)
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Tableau 1: Caractéristiques principales des 4 principaux phyla bactériens du microbiote intestinal.

D’apres (Ley et al. 2006) et (Turpin et al. 2016)

Phylum Densité

Firmicutes Microbiote

dominant
Représente
40-60% de la
flore

Bacteroidetes
Microbiote

dominant

Représente
30-40%de la
flore

Actinobacteria
Représente
5-10%de la
flore

Proteobacteria
Représente
-1% de |a flore

Grandes classes

Maijoritairement
bactéries Gram +
(a G+C faible)

1. Clostridia
2. Bacilli
3. Mollicutes

Bactéries Gram —

1. Bacteroidetes
2. Flavobacteria
3. Sphingobacteria

Majoritairement
bactéries Gram +
(a G+C éleve)

Actinobacteria

Bactéries Gram —

1. Alphaproteobacteria
2. Betaproteobacteria

3. Gammaproteobacterna
4. Deltaproteobacteria
5. Epsilonproteobacteria

Caractéristiques

Diversité tres importante
de formes (coccis,
spiralées...), de
meétabolismes (aérobie,
anaérobie) ou de formes
de résistances (présence
ou absence de spores)

Bacilles anaérobies ++

Diversité importante de
formes (coccis, cocco-
bacilles...)

Grande variété de
compositions de la paroi
cellulaire

Diversité tres importante
de formes (coccis,
batonnets...), de
métabolismes (aérobie,
anaérobie) ou de mobilité
(présence ou absence de
flagelle)

Implications en santé

Les Firmicutes sont impliqués dans
la régulation de I'énergie et dans
'obésité

Les membres du genre
Bacteroides sontdes agents
pathogénes opportunistes
(bactériémies, suppurations...)

Les Bacteroidetes auraient un effet
bénéfique sur I'obésité, pour
I'absorption des nutriments, et pour
les cellules épithéliales

La majorité des espéces sont
saprophytes ou commensales

Quelgues-unes (Mycobacterium)
peuvent étre pathogénes chez des
individus a résistance affaiblie

Ce groupe inclut des bactéries
pathogénes telles Escherichia,
Salmonella, Vibrio et Helicobacter.

Autre

Phylum majoritaire a la
fois chez les souris et
les hommes

Largement répandues
dans 'environnement
(so0l, sédiments,

eau de mer)

C’estle groupe le plus
large mais
phylogénétiquement le
plus cohérentdu
domaine des Bacteria

2.2.1. Densité bactérienne le long du tractus intestinal

Le nombre de bactéries varie de 10! a 103 par gramme de contenu dans

I'cesophage et I'estomac. Cette densité reste relativement faible tout le long du tractus

intestinal proximal avec 103-4 bactéries par gramme dans le duodénum, 1045 bactéries

par gramme dans le jéjunum et 1068 bactéries par gramme dans l'iléon. Cette faible

densité peut-étre expliquée par le faible pH gastrique, le flux luminal rapide qui limite la

croissance bactérienne, les acides biliaires qui sont sécrétés dans le duodénum et qui

posseédent un fort pouvoir bactéricide et la sécrétion d’IgA qui limitent la pénétration

des bactéries dans le mucus et donc augmentent I’élimination des bactéries par

péristaltisme.

épithéliales exercent leurs actions sélectivement sur différentes bactéries.

Enfin, de nombreux antimicrobiens synthétisés par les cellules
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A Tinverse, au niveau du tractus intestinal distal, les propriétés du colon
permettent la prolifération bactérienne (pH neutre, faible concentration d’acide biliaire,
temps de rétention plus long...). Le microbiote atteint jusqu’a 1012 bactéries par gramme

de selles dans le gros intestin. [Revues, (Dore et al. 2010, Sekirov et al. 2010)]

2.2.2. Diversité bactérienne le long du tractus intestinal

Les différences de densité et de diversité observées le long du tractus intestinal
sont appelées les différences longitudinales du microbiote (figure 5). Le genre
Streptococcus est dominant au niveau de 'cesophage alors que le genre Helicobacter est
dominant dans I'estomac. Dans l'intestin gréle, le microbiote est constitué de bactéries
anaérobies facultatives, ainsi, les genres dominants sont les Streptococcus, Lactobacillus
et Enterobacteria. La composition du gros intestin est plus discutée. Les bactéries
anaérobies strictes représentent quasiment la totalité des bactéries présentes. Elles
appartiennent au phyla prédominants des Firmicutes et Bacteroidetes. On retrouve
principalement des bactéries des genres Bacteroides, Bifidobacterium et Clostridium.
Il existe également un microbiote sous-dominant, constitué de bactéries anaérobies

facultatives telles que les bactéries des genres Escherichia ou Enterobacteria.

Un microbiote intestinal sain est généralement marqué par la dominance des
genres Bacteroides, Prevotella et Ruminococcus, associée a une faible abondance de
Proteobacteria et ses especes bactériennes pathogenes telles que Campylobacter jejuni,
Salmonella enterica, Vibrio cholera et Escherichia coli (E. coli) [revue, (Jandhyala et al.

2015)].
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Figure 5: Diversité bactérienne longitudinale et description du tractus digestif humain.
Distribution des bactéries non pathogenes rencontrées chez l'adulte. Modifié d’aprés Biology of
microorganisms, Brock, Pearson Eds (12éme édition, 2009), pp 817.

2.2.3. Diversité bactérienne transversale

Les différences de densité et de diversité observées de la muqueuse a la lumiere
intestinale sont appelées les différences transversales ou radiales. Certaines especes
résidentes sont étroitement liées a la couche du mucus, alors que les especes
transitoires sont localisées dans la lumiere intestinale et se retrouvent au niveau des
selles (Zoetendal et al. 2002). Chez 'Homme, l'intestin contient des plis qui peuvent
fournir des niches pour les espéces résidentes (Nava et al. 2011). Plusieurs études ont
montré que la communauté microbienne qui colonise la couche de mucus était stable
dans le temps et remarquablement similaire de l'iléon au rectum pour un individu

donné (Lepage et al. 2005, Wang et al. 2005).
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Chez la souris, il a été décrit qu'au niveau du mucus, les bactéries les plus
abondantes sont les Firmicutes, principalement Clostridium (familles Lachnospiraceae et
Ruminococcaceae), Lactobacillus et Enterococcus. Au niveau luminal, les Bacteroides,
Bifidobacterium, Lactobacillus, Clostridium, Enterobacteriaceae sont largement
majoritaires (Nava et al. 2011). Les bactéries filamenteuses segmentées (SFB, pour
Segmented Filamentous Bacteria) sont des bactéries Gram positif anaérobiques
apparentées au genre Clostridium présentes dans l'intestin, en particulier dans la partie
terminale de l'iléon. Les SFB développent des interactions privilégiées avec les plaques
de Peyer et sont donc plutét retrouvées dans le mucus que dans la lumiére intestinale
(Gaboriau-Routhiau et al. 2009). Ces différences semblent étre aussi retrouvées chez
I’homme (Willing et al. 2010), cependant I'étude de la distribution spatiale des bactéries

reste difficile.

2.3. Techniques utilisées pour étudier le microbiote

2.3.1. De la culture bactérienne a la biologie moléculaire : étude de I’ « ARNr 165»

La recherche sur la flore bactérienne intestinale a été initiée a la fin du 19¢me
siecle. Les premieres estimations de la composition de la flore microbienne ont été tirées
des techniques traditionnelles de bactériologie telles que la culture, la microscopie et
I’étude de la fermentation des sucres des bactéries isolées de selles humains [revue,
(Moore et al. 1974). Cependant, ces techniques ne permettaient d’étudier que 10 a 25 %
des germes intestinaux puisque la majorité des microorganismes intestinaux est non
cultivable. L’avénement de la biologie moléculaire a permis d’étudier le microbiote dans
sa globalité et de décrire sa grande diversité [revue, (Eckburg et al. 2005)]. A partir du
milieu des années 1980, Carl Woese a révolutionné le domaine de la microbiologie grace
a des comparaisons phylogénétiques fondées sur les acides ribonucléiques (ARN)
ribosomaux [revue, (Woese 1987)] (Lane et al. 1985). Le ribosome est un complexe
ribonucléoprotéique (c’est-a-dire composé de protéines et d’ARN) permettant la
syntheése des protéines. Chez les bactéries, le ribosome est composé d’'une grande sous-
unité (50S) et d’'une petite sous-unité (30S) (Root-Bernstein et al. 2015). Des travaux
préliminaires ont pu montrer que le gene ARNr 16S code pour ’ARN ribosomal (ARNr)
16S de la petite sous-unité. Parce qu'il contient des régions hautement conservées (pour

la conception d'amorces) et des régions hypervariables (pour identifier les
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caractéristiques phylogénétiques des micro-organismes), le gene ARNr 16S est devenu le
gene marqueur le plus largement utilisé pour le profilage des communautés
bactériennes [revues, (Olsen et al. 1993, Petti 2007)]. Il est composé d’environ 1 500
nucléotides (figure 6) et constitué de neuf régions hypervariables qui sont séparées par
neuf régions hautement conservées (Yang et al. 2016) (figure 7). Le terme de «PCR 16S»
sera utilisé par abus de langage dans les décennies suivantes pour nommer
I'amplification du gene codant pour I'ARNr 16S. Limitée par la technologie de
séquencage, les séquences du gene de I'ARNr 16S, utilisées dans la plupart des études,
sont des séquences partielles. Différentes techniques de séquencage sont disponibles et
sont sélectionnées en fonction informations souhaitées pour I'étude (tableau 2). Par
conséquent, la sélection d'amorces appropriées est indispensable pour étudier la
phylogénie bactérienne dans divers environnements. La nomenclature des amorces
reste non consensuelle ; souvent les auteurs nomment une amorce avec un nombre
faisant référence a la position de la premiére base sur le gene ARNr 16S d’E. coli, suivi de
F ou R pour forward ou reverse (figure 6). Les régions V4, V5 et V6 englobent les
principaux éléments fonctionnels de 'ARNr. La boucle « 690 en épingle a cheveux » est

une boucle hautement conservée située dans la région V4 (Yang et al. 2016).

16S rRNA Primer Map
. LY
8F 515F D 165.1100.F16 1492R(L)
27F 519R 907R 1100R 1492R(S)
&4 o ] =
533F 895F 1237F 1391R
4
cC 902R 1185aR 1381R
H = —H
357F 904R 1185mR  1381bR
1 —H i H
1 1500

Figure 6 : Illustration des régions variables du gene ARNr 16S d’Escherichia coli. Les régions en
vert (V4, V5, V6) présentent les plus courtes distances entre deux points, elles ont donc un réel intérét
pour une analyse phylogénétique. D’apres (Yang et al. 2016).
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Figure 7 : Structure 2D-3D du geéne ARNr 16S. Les régions sont représentées avec les mémes
couleurs en structure 2D et 3D. D’aprés (Yang et al. 2016).

2.3.2. Les « Méta » analyses

Un génome est la totalité de l'information génétique d'un organisme unique que
'on peut représenter comme une population statistique de genes. Un métagénome est la
totalité de l'information génétique d'une communauté d'organismes [revue, (Ghurye et
al. 2016)]. Néanmoins, dans le cadre d'une étude d’'un écosysteme complexe, on ne peut
avoir acces a la totalité d'un métagénome (tableau 2). Du fait de la dynamique et de la
variation d’'une communauté microbienne, il est difficile de mettre en place un
référentiel absolu qui permettrait la mise en application d’études comparatives
semblables a la post-génomique. Cependant, les études post-métagénomiques se
développent (métatranscriptomique ; métaprotéomique et méta-métabolomique) pour
déterminer les fonctions potentielles de I'écosysteme microbien [revue, (Sekirov et al

2010)].

40



2.3.3. Les analyses bio-informatiques

Les données obtenues du séquencage haut débit sont volumineuses, fragmentées,

et souvent contaminées. Seules des analyses bio-informatiques permettent de filtrer les

données pour les exploiter et surtout pour assigner les séquences [revue, (Thomas et al.

2012)]. La définition du concept d’espece bactérienne est un point délicat. Face a

I'ampleur des données, les séquences des sous-parties du gene ARNr 16S sont

regroupées en unités taxonomiques opérationnelles (OTU) selon leurs pourcentages de

similarité de séquences. Une OTU est un regroupement d’individus dont les séquences

présentent une similitude de plus de 97 %. Cette standardisation internationale permet

a des chercheurs d’'une méme discipline de comparer leurs résultats, mais elle n’a pas

forcément une signification biologique. Des individus d’'OTU différentes ne peuvent pas

appartenir a une méme espece [revue, (Gevers et al. 2005)].

Tableau 2 : Description des techniques pour I'’étude du microbiote.

séquencage direct de
I'ADN présent dans
I'échantillon, permet une
description génomique
du contenu de
échantillon, mais aussi
un apercu du potentiel
fonctionnel d'un
environnement.

fonctionnalité des génes

Identification
taxonomique

Basée
Technique surle Coit Résolution Caractéristiques Avantages Inconvénients
16S rRNA taxonomique
Culture Non + Modérée Développement contrélé Reproductible Main d'ceuvre ++
bactérienne de micro-organismes, e atione T T
croissance in vitro, en . . . . P .
principe d'une seule fonctionnelles possibles |‘;1!((:él{|lljtxzrles. r;%ge;rg;t
souche bactérienne gue 198 29%
des bactéries
intestinales
Séquencage Non ++++ Trés bonne Le génome entier est Séquencage de la totalité  Analyse bio-informatique
complet/ réduit en fragments de du gene 16S ++
Shotgun petite taille qui sont
séquenceés puis alignés.
Pyrosequencage Qui ++4+ Bonne a trés L’ADN provenant de Sensible + (lecture Moins de résolution
454 bonne 'échantillon biologique longue) taxonomique qu’une
est fragmenté ey antite lecture totale
mécaniquement d’échantillonsqnécessaire
(fragmentation Erreurs
aléatoire). Moins de biais de PCR d’homopolymeres
car amplicons plus courts
llumina Oui +++ Bonne L’ADN provenant de Précis et fiable ++ Concentrations +
I'échantillon biclogique élevées d'échantillon
est fragmenté nécessaire
mécaniquement
(fragmentation
aléatoire).
) Cette approche, via le
Métagénomique Oui 4 Trés bonne Evaluation de la

Depend des genomes
référencés/ disponibles

Analyse bio-informatique
++
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2.3.4. Etude du microbiote a partir d’échantillons fécaux

La variabilité de la composition du microbiote et la longueur du tractus digestif
rendent complexe I’étude du microbiote chez I'homme et les techniques de prélévement
sont trés invasives. En effet, un prélevement par biopsie nécessite une anesthésie. Par
conséquent, I'étude des selles, beaucoup plus faciles d’acces, est devenue une pratique
courante pour caractériser le microbiote. Bien qu’elle ne soit pas représentative de
I'ensemble du tube digestif, elle peut permettre le développement de biomarqueurs

pronostiques voire diagnostiques (Le Chatelier et al. 2013, Taur et al. 2014).

Les grands programmes d’analyses de la totalit¢é du métagénome intestinal
humain entrepris ces derniéres années, notamment dans le cadre des projets HMP et
MétaHIT, viennent conforter l'utilisation de prélevements de selles pour analyser le

microbiote puisqu'’ils ont permis d’obtenir de grandes bases de données :

e L’analyse du métagénome en Illumina a partir d’échantillons de selles
collectés aupres de 124 Européens (danois et espagnols) a permis de décrire
plus de 1 000 espéces bactériennes différentes dans le microbiote intestinal
(Qin etal. 2010).

e L’analyse de 396 échantillons de selles d’'individus Européens (danois et
espagnols) a permis de définir 741 groupes de co-abondance de genes
correspondant a des espéces bactériennes (appelées espéces
métagénomiques) dont 85% d’entre elles constituaient des especes
bactériennes inconnues (soit ~630 especes) (Nielsen et al. 2014).

e L’analyse du métagénome de 242 échantillons de selles d'individus sains en
pyroséquencage 454 et Illumina permet de décrire la présence des especes
bactériennes dans les différents types de microbiote et apporte des données

concernant les différences de microbiote selon les ethnies (HMP, (2012)).

Ces études apportent une vision inégalée et tres détaillée des communautés
microbiennes chez I'homme. Il est désormais possible d’étudier seulement quelques
milliers d’éléments génétiques ou centaines d’especes, au lieu des millions de geénes qui
constituent le métagénome. Ceci améliore considérablement la force et la précision des

analyses statistiques [revue, (Landman et al. 2016)].

42



Cependant, I’étude du microbiote a partir des selles ne doit se faire que sur des
échantillons de bonnes qualités prélevés et conservés dans des conditions optimales afin
de préserver l'intégrité de 'ADN bactérien. Les meilleurs résultats seront obtenus si le
travail est réalisé a partir de selles fraiches, mais cela est rarement possible lors des
études cliniques. Il est donc préconisé d’homogénéiser puis de congeler les échantillons
conservés a température ambiante (ou mieux a +4°C) a -80°C dans les 24 heures apres
défécation (Musser et al. 2011, Cardona et al. 2012). La technique de conservation en
RNAlater donne des résultats similaires, c’est pourquoi cette technique peut étre une
alternative a la congélation si celle-ci n’est pas possible (Vickova et al. 2012). (Carroll et
al. 2012). Si les selles sont correctement congelées, le profil microbien semble préservé

sur une tres longue période (jusqu’a 10 ans) (Musser et al. 2011, Kia et al. 2016).

2.4. Fonctions du microbiote intestinal

Le microbiote intestinal représente une énorme biomasse possédant de trées
nombreuses fonctions utiles a I'hote, ce qui le fait considérer maintenant comme un
organe a part entiere. Le microbiote est adapté a son environnement, et il existe une
relation étroite mutuelle entre microbiote et hote (figure 8) [revue, (Burcelin et al.

2011)].

Les fonctions du microbiote intestinal ont largement été étudiées a partir de
modeles animaux dit axéniques ou « germ-free », c’est-a-dire n’hébergeant aucun micro-
organisme décelable, donc dépourvu de microbiote. Ces animaux maintenus en isolateur
peuvent étre utilisés pour comprendre le réle du microbiote intestinal sur les différentes
structures et fonctions de ’héte en comparant ces derniéres avec celles retrouvées chez
des animaux non stériles. Il est également intéressant de pouvoir contaminer
expérimentalement ces animaux avec une flore bactérienne définie et spécifique
(animaux gnotoxéniques) d’origine murine voire humaine (Kozakova et al. 2016). La
place des modeéles animaux et plus spécifiquement murins reste légitime puisque
d’apres des études comparatives de séquencage du microbiote, hommes et souris sont
dominés par les mémes especes bactériennes (Firmicutes et Bacteroidetes) [revues,
(Ducluzeau et al. 1980, Sekirov et al. 2010)]. Ainsi, il a pu étre démontré I'importance du
microbiote intestinal dans I'étiologie de certaines pathologies, notamment I'obésité

(Backhed et al. 2007), les maladies chroniques de l'intestin (MICI) (Du et al. 2015), la
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maladie du greffon contre I'hote (GvH) [revue, (Laterza et al. 2016)] ou encore les

allergies (Kozakova et al. 2016).
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Figure 8 : Sites de I'organisme impactés par le microbiote intestinal. Le microbiote peut avoir un impact
sur le tissu adipeux et le stockage des graisses, dans le métabolisme des graisses du foie, dans le métabolisme
énergétique, dans le développement de l'athérosclérose et les maladies cardiovasculaires, dans la
composition lipidique de la rétine, dans les parodontites, dans l'activité motrice et dans le métabolisme
entéro-endocrine [revue, (Burcelin et al. 2011)].

2.4.1. Digestion et métabolisme dans le gros intestin

La biotransformation de différents substrats d’origine alimentaire par le
microbiote colique, d’'une part, permet aux bactéries d’obtenir I’énergie nécessaire a leur
croissance et, d’autre part, généere la production d’'une diversité de métabolites qui sont

pour la plupart absorbés et utilisés par ’hote [revue, (Landman et al. 2016)].

Fermentation des glucides

Au niveau du colon, les bactéries des genres Bacteroides, Roseburia,
Bifidobacterium, Clostridium et Enterobacteria participent a la fermentation des hydrates

de carbone qui ont échappé a la digestion proximale et des oligosaccharides non
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digestibles, principalement issus de I'alimentation (fibres et sucres) [revue, (Louis et al
2007)]. Ces processus engendrent la production de gaz intestinaux (Hz, CO2, CH4) et
d’acides gras a chaines courtes (AGCC) source d’énergie pour I'hote, tels que le butyrate,
le propionate et I'acétate (Cummings et al. 1987, Christl et al. 1992). Le butyrate est une
source de nutriments pour les colonocytes, possede un effet anti-inflammatoire, possede
un effet protecteur de l'intestin et prévient I'accumulation de métabolites intermédiaires
toxiques pour l'intestin tels que le lactate [revue, (Berni Canani et al. 2012)](Sun et al.

2001, Bourriaud et al. 2005).

Hydrolyse des protéines et synthese de vitamines

Les bactéries intestinales possedent des enzymes protéolytiques (type protéases)
qui peuvent hydrolyser les protéines en acides aminés. L’activité protéolytique est
supportée par un nombre important de bactéries coliques: Bacteroides, Clostridium,
Propionibacterium, Fusobacterium, Streptococcus et Lactobacillus [revue, (Jandhyala et
al. 2015)]. La production d’acides aminés par le microbiote intestinal servira pour la
synthese de protéines bactériennes et fait du microbiote une importante source de
vitamines K et B pour l'organisme (Dror et al. 2008, Santos et al. 2008, Richardson et al.

2013). [revue, (Davila et al. 2013)].

Métabolisme des lipides

Les lipides présents dans le cOlon sont: les lipides issus du cycle entéro-
hépatique (acides biliaires, hormones stéroides), les lipides alimentaires non absorbés
par l'intestin gréle, les lipides issus de la desquamation des colonocytes et les lipides
bactériens. Les acides gras sont transformés (hydrolyse, oxydation, réduction,
hydroxylation...) par les bactéries du microbiote colique (Gerard et al. 2007). Les acides
biliaires provenant essentiellement du cycle entéro-hépatique sont métabolisés en
acides biliaires dits secondaires par certaines bactéries des genres Bacteroides,
Bifidobacterium et Clostridium (Gustafsson et al. 1960). Le microbiote joue donc un role
dans la régulation de la clairance et du stockage des graisses [revue, (Landman et al

2016)].
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Axe intestin-cerveau

Il existe une communication bidirectionnelle entre I'intestin et le cerveau via des
neurotransmetteurs et des neuropeptides libérés par certaines bactéries [revue, (Holzer

etal 2014)].

Meétabolisme des médicaments

Le microbiote est impliqué dans le métabolisme de certains médicaments. Il peut
améliorer ou diminuer l'action des médicaments mais également accroitre les effets
indésirables (Wallace et al. 2010). Cela peut avoir une influence sur l'utilisation des
traitements dans I'avenir [revue, (Jandhyala et al. 2015)]. Par exemple, en cancérologie,
Zitvogel et son équipe ont montré que le cyclophophamide entrainait une modification
du microbiote a l'origine d'une translocation de bactéries stimulant la réponse

immunitaire anti-tumorale (Viaud et al. 2013).

2.4.2. Protection contre la colonisation d’agents pathogénes

L’homéostasie physiologique n’est possible que s’il existe une coévolution entre
le systeme immunitaire de ’h6te et son microbiote. Les interactions entre les agents
antimicrobiens et le microbiote sont donc bidirectionnelles. Les agents antimicrobiens
endogeénes permettent le controle de la composition et du nombre de bactéries
intestinales. Cependant, certaines especes bactériennes et les produits du métabolisme
microbien sont capables d’activer la synthése de ces agents antimicrobiens [revue,
(Jandhyala et al. 2015)]. Les bactéries commensales du microbiote sont en effet capables
de prévenir la colonisation du tractus digestif et de l'organisme par des agents
potentiellement pathogenes (micro-organismes extérieurs ou micro-organismes
déléteres minoritaires qui le composent, par exemple Clostridium difficile). D’'une part, il
existe une compétition pour la consommation des nutriments et la colonisation des
niches de la muqueuse intestinale en faveur d'un développement des bactéries
commensales et de l'exclusion des bactéries pathogenes (Hooper et al. 1999). Par
exemple, E. coli est capable de synthétiser des bactériocines inhibant la croissance de E.
coli entérohémorragique (EHEC) [revue, (Kamada et al. 2013)]. Les bactéries anaérobies
a Gram positif, isolées d'un prélevement fécal, ont montré un pouvoir inhibiteur de la

croissance des pathogenes in vitro plus important que celui des bactéries anaérobies a
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Gram négatif [revue, (Sekirov et al. 2010)]. De plus, le microbiote participe a la synthese
des agents antibactériens contenus dans le mucus. Notre systeme immunitaire reconnait
les composants de notre microbiote comme un signal activateur (de danger) via les
récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires (PRR, pour pattern recognition
receptors). Cette reconnaissance par les cellules intestinales portant des PRR,
notamment les CEI et les CPA, résulte en l'activation de voies de signalisation
essentielles pour la synthese de mucines, de peptides antimicrobiens et d’sIgA. Il a été
décrit que les especes bactériennes Bacteroides thetaiotaomicron et Lactobacillus
innocua induisent la production de peptides antimicrobiens et de défensines par les
cellules de Paneth (Hooper et al 1999, Duerkop et al 2009). Les Lactobacillus
produisent de I'acide lactique qui potentialise I'activité des lysozymes antibactériens en
perméabilisant la membrane externe de la paroi des bactéries (Alakomi et al. 2000). Les
slgA sont également importants pour la protection antimicrobienne. En effet, les
bactéries intestinales, plus particuliéerement les bactéries a Gram négatif comme les
Bacteroides, sont capables d’activer les DC intestinales qui favorisent une production
d’sIgA par le systéeme immunitaire adaptatif (Yanagibashi et al. 2013). Ces mécanismes
tendent a diminuer le développement d’espéces pathogénes et a les maintenir au sein de
la lumiére intestinale, empéchant le contact avec le systéme immunitaire systémique de

I'hote.

2.4.3. Immunomodulation

Des études montrent que le systéme immunitaire de souris axéniques est
immature et incomplet par rapport a celui de souris élevées normalement. Dans
I'épithélium intestinal des souris axéniques, les plaques de Peyer (inducteurs de
I'immunité au niveau intestinal) sont immatures, et les lymphocytes (effecteurs des
réactions immunitaires) sont en nombre réduit. La rate et les ganglions lymphatiques,
qui sont des organes immunitaires importants pour I'immunité générale de I'organisme,
présentent aussi des anomalies structurelles et fonctionnelles. L’ensemble de ces
anomalies peuvent étre « réparées » en quelques semaines en inoculant un microbiote

de souris conventionnelles a ces souris axéniques [revue, (Sekirov et al. 2010)].
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Equilibre entre Th17 et Treg (figure X)

Bacillus fragilis peut induire la production de Treg par stimulation de TLR-2 par
son polysaccharide A. De plus, son polysaccharide A inhibe les lymphocytes Th17 et
augmente la production d’IL-10 (Round et al. 2010). Les Clostridia peuvent également
induire la production des Treg. En effet, la colonisation par un ensemble de 46 espéces
de Clostridium restaure le nombre de Treg au méme niveau que chez les souris
conventionnellement colonisées (Atarashi et al. 2013). La colonisation de souris
axéniques par des SFB meéne a 'augmentation des Th17 et des cytokines IL-17 et IL-22
[revue, (Cerf-Bensussan et al. 2010)]. De plus, cette colonisation entraine une
production d’sIgA et des IEL (Ivanov et al. 2009, Lecuyer et al. 2014). Bifidobacterium
infantis et Faecalibacterium prausnitzii ont montré une capacité a induire la production
de Treg et d'IL-10 dans l'intestin (O'Mahony et al. 2008, Qiu et al. 2013). Par ailleurs, il a
été montré in vivo, dans un modele de rats, et in vitro, sur des cellules humaines, que le
butyrate synthétisé par la fermentation des glucides joue un role dans la régulation de la
balance Treg/Th17 en faveur d’'une augmentation des Treg favorisant la protection de

l'intestin (Zhang et al. 2016).

Impact sur le tissu lymphoide et les cellules épithéliales (figure X)

Bacteroides fragilis induit une expansion des LT CD4* et des lymphocytes Th1,
une production de cytokines et un rééquilibrage de la balance Th1/Th2 qui était altérée
chez la souris axénique (Mazmanian et al. 2005). Les Bacteroides sont également
capables d’activer les DC intestinales qui signalent une production d’sIgA par le systeme
immunitaire adaptatif (Yanagibashi et al. 2013). Les bactéries a Gram négatif liberent
des lipopolysaccharides (LPS) capables d’activer la protéine MyD88 (pour Myeloid
differentiation primary response gene 88) favorisant la prolifération des CEI et de

protéines antimicrobiennes (REGIIly) [revue, (Hooper et al. 2012)].

Le microbiote entraine une inflammation physiologique controlée. L’homéostasie
intestinale est maintenue avec un équilibre entre les cellules potentiellement pro-
inflammatoires (Th1, Th17 et Th22, ILC) et les cellules anti-inflammatoires (Treg). De
nombreuses especes bactériennes ainsi que des produits issus du microbiote sont

capables d’'interagir avec les TLR et les cellules épithéliales et de moduler la réponse

48



immunitaire, d’abord au niveau des GALT, puis les cellules pourront ensuite rejoindre la
circulation lymphatique puis systémique et avoir un effet adjuvant sur l'immunité

systémique (figure 9).

Microbiota Segmented Bacteroides

filamentous Clostridia _ fragilis

bacteria
L

.

Formation of
organized
lymphoid
tissue

(e.g. ILFs) l

INKT cells* " Innate lymphoid 1 Thi17
cells

Mucosal immune
system

Systemic immune

system Serum IgE
; H !

Exacerbated _@

arthritis and
EAE CD4+* T cells,

Th1 frequencies

Figure 9: Immunomodulation de l'immunité intestinale par le microbiote.
Interactions microbiote-immunité dans le sens « Qutside-in » décrit par Hooper, (Hooper
etal 2012).
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2.4.4. Intégrité de la structure et de la fonctionnalité de I’épithélium intestinal

Les études sur les souris axéniques ont montré que I'absence de microbiote est
associée a une diminution de la motricité du tube digestif, du renouvellement cellulaire,
de la vascularisation au niveau de I'épithélium intestinal et de I'activité des enzymes

digestives [revue (Sekirov et al. 2010)].

Le microbiote permet de maintenir la structure et la fonctionnalité de
I'épithélium intestinal. Bacteroides thetaiotaomicron est une des bactéries les plus
importantes et les plus étudiées pour caractériser le réle du microbiote sur I'épithélium.
En effet, elle induit 'expression de la protéine SPRR2ZA nécessaire au maintien des
desmosomes au niveau des villosités intestinales [revue, (Hooper et al. 2001)]. Cette
bactérie peut également favoriser I'angiogenese par un signal au niveau des cellules de
Paneth (Stappenbeck et al. 2002). De plus, Bacteroides thetaiotaomicron pourrait
influencer le systeme nerveux intestinal et donc moduler le péristaltisme [revue,
(Hooper et al. 2001)]. Elle peut aussi augmenter la différenciation des cellules
caliciformes et favoriser la sécrétion de mucus (Wrzosek et al. 2013). D’autre part, les
Lactobacillus et Bifidobacterium stimulent I'expression des génes impliqués dans le
développement épithélial, respectivement dans l'intestin gréle et le colon (Shima et al.
2008). De facon plus générale, une stimulation de la voie TLR2/MyD88 par le microbiote
maintient I'intégrité des T] et diminue 'apoptose des CEI (Cario et al. 2007).
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3. La translocation bactérienne digestive

En considérant le role fondamental de la barriere intestinale et du microbiote
intestinal sur le controle de la perméabilité et les fonctions essentielles de I'hdote, on
mesure facilement les conséquences d'un déséquilibre de 'homéostasie intestinale. Les
conséquences d'un tel déséquilibre peuvent entrainer des pathologies intra-intestinales
mais également extra-intestinales en cas de translocation bactérienne digestive (TBD).
La TBD se définit par le passage de bactéries ou de produits bactériens d’origine
digestive, a travers la muqueuse intestinale, entre les CEI, vers les ganglions
mésentériques puis vers les organes a distance via la circulation sanguine. Au niveau
systémique, les bactéries sont au contact des cellules immunitaires de I'hote et peuvent
participer au développement de différentes pathologies immunitaires et métaboliques.
Ce phénomene de TBD a été décrit par Berg et Garlington en 1979 (Berg et al. 1979) et a
largement été étudié depuis [revues, (Brenchley et al. 2012, Bischoff et al. 2014)]. Les

mécanismes pouvant conduire a la TBD sont multiples et souvent intriqués.

3.1. Hyperperméabilité digestive

La perméabilité digestive se différencie de la barriere intestinale par la définition
qu’'on lui attribue. La perméabilité digestive est le processus par lequel la barriere
intestinale laisse circuler plus ou moins les macromolécules nécessaires a sa survie (les
aliments issus de la digestion, I'eau, les minéraux), ou indésirables (bactéries). Ce
passage est controlé par les T] qui bloquent le passage de macromolécules
insuffisamment digérées. Une perméabilité digestive normale est donc stable et non

associée a des signes d’'infections ou d'inflammation [revue, (Bischoff et al. 2014)].

Une altération des entérocytes et des T] ouvre un passage a travers I'épithélium
et entraine une augmentation de la perméabilité intestinale pour des protéines, voire
des micro-organismes ; on parle d’hyperperméabilité digestive. Cette hyperperméabilité
peut survenir suite a des lésions directes des entérocytes consécutives a une irradiation
(Shukla et al. 2016). Les entérotoxines relarguées par les bactéries pathogenes ciblent
les T] a I'origine d’une fragilité du contréle du passage paracellulaire. Par exemple, les
toxines des E. coli entéropathogéniques (EPEC) ont un fort pouvoir d’altération de la
barriere intestinale, elles sont capables de dissocier les microtubules des T] et d'induire

I'internalisation de l'occludine (Glotfelty et al 2014). D’autre part, les cytokines
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présentes en cas d’'inflammation peuvent avoir un impact sur la barriére intestinale. Par
exemple, I'[FN-y augmente I'’endocytose des claudines (Chiba et al. 2006) et le TNF-a
diminue I'expression des claudines et induit 'apoptose des CEI (Ruemmele et al. 2002).
Enfin, une ischémie intestinale, en général consécutive a une hypoperfusion générale ou

régionale, aboutit a des lésions de I'épithélium (van Wijck et al. 2011, Jin et al. 2016).

Il existe différentes techniques et marqueurs pour évaluer la perméabilité
digestive, i) de maniere directe par dosage de différents marqueurs circulants ou
urinaires quelques heures apres les avoir ingérés, ii) de maniére indirecte par dosage de

marqueurs libérés en cas de perte de l'intégrité des entérocytes (tableau 3).
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Tableau 3 : Marqueurs et techniques d’étude de la perméabilité digestive et de I'intégrité des cellules
de I’épithélium. (Bischoff et al. 2014)

Perméabilité

Matériel Description Limites

ou intégrité?

Perméabilité biopsie La méthode d’investigation consiste a Invasif ++
Chambre d’Ussing digestive annuler la différence de potentiel de part et
d’autre de la membrane (récupérée par In vitro
biopsie), de maniere a supprimer le
transport passif des ions pour observer
uniquement le flux net actif
Tests d'ingestion Perméabilité urine Administration orale d’'un oligosaccharidede Attention a la fonction
d’oligosaccharides digestive grande taille (lactulose ou PEG de 4000 kD) rénale
avec un de petite taille (mannitol, L- i
rhamnose ou PEG de 400 kD). Les petites Duree ++
moIécEJIes passeront systématiquemer}t la Certains sucres sont
barriere intestinale’ et seront retrouvées dégradés au cours de
darlls les urines (témoins). Lles grosses la digestion: refletent
molf-:‘cules ne seront retrouvees‘dan.s I‘es la perméabilité a des
urines qu’en cas d’hyperperméabilité endroits précis de
digestive. Calcul du ratio de concentrations 4 Fintestin
a 6h aprés ingestion
FITC-Dextran Perméabilité sérum Administration orale d’un polymére de Perméabilité de
digestive dextrose associé a un fluorochrome. I'intestin gréle évaluée
Lecture de la fluorescence dans le sang 4h uniquement
aprés ingestion relative a la perméabilité
digestive Peu utilisable chez
I’homme, chez
animaux ++
Citrulline Intégrite CEl sérum Dosage de cet acide aminé produit par les ~ Marqueur de la masse
entérocytes a partir de la glutamine. entérocytaire et non
Lhyperperméabilité digestive est associée a de la perméabilité
une perte des CEl et ainsi une diminution de L
la citrulline circulante Permealzlllt? de B
I'intestin gréle évaluée
uniguement
FABP/iFABP Intégrité CEl sérumou  Dosage de cette petite protéine cytosolique  iFABP dominant dans
urine de 15 kDa présente dans les entérocytes jéjunum (moins dans
matures de I'intestin gréle et du colon. iFABP colon)
spécifique des cellules intestinales et n'est
pas retrouvé dans urines ou plasmas de N’est présent qu’en
sujets sains, par contre sa concentration phase aigue ?
augmente en cas de lyse cellulaire
Claudine-3 Perméabilité urine Dosage de cette protéine retrouvée dans les Peu de données
digestive tigh junctions
Histologie Perméabilité biopsie Quantification par microscopie confocale de Invasif ++
digestive l'occludine marquée sur une section
perpendiculaire a la surface cellulaire de
I'épithélium. La fluorescence est
proportionnelle a I'intégrité des tigh
junctions
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3.2. Altération des défenses immunitaires de la muqueuse intestinale

Une immunosuppression ou une perturbation de I'équilibre immunitaire peut
diminuer la défense antimicrobienne et participer a la TBD. Le déficit en IgA est la forme
la plus répandue des immunodéficiences primaires. Les individus déficients en IgA ont
une plus forte tendance a développer des infections et des désordres intestinaux. En
effet, le déficit en IgA au niveau de la lamina propria et du mucus peut favoriser la
prolifération des micro-organismes pathogenes et la TBD [revue, (Brenchley et al

2012)].

L’infection virale par le virus de l'immunodéficience humaine (VIH) mais
également la stéatose hépatique non alcoolique entrainent une immunodéficience
acquise. Une diminution des LT CD4* et LT CD8* dans la muqueuse intestinale est
délétere pour la lutte antimicrobienne. Elle est associée a une augmentation des
cytokines pro-inflammatoires déléteres pour la barriere intestinale (Jiang et al. 2015,

Dillon et al. 2016).

3.3. Dysbiose

Les traitements médicamenteux, les modifications de I'hygieéne de vie ou encore
la contamination par un pathogene peuvent modifier le microbiote, de facon plus ou
moins durable. La dysbiose est un déséquilibre du microbiote associé a des
conséquences néfastes pour I'hote. Une dysbiose peut résulter de I'excés de micro-
organismes déléteres et/ou de l'insuffisance relative de micro-organismes bénéfiques a

I’héte [revue, (Dore et al. 2010)].

Les Firmicutes ont un role important dans la fermentation des carbohydrates a
'origine de la synthése de butyrate qui est un facteur de croissance des entérocytes. En cas
de pathologies inflammatoires telles que les maladies chroniques de I'intestin (MICI) et le
diabete de type 2, on retrouve une diminution des Firmicutes a I'origine d'une diminution de
I'intégrité de I'épithélium favorisant la TBD [revue, (Brenchley et al 2012)]. Plus
généralement, c’est la prise d’'un traitement antibiotique qui entraine la perte des
bactéries saprophytes anaérobies majoritaires, ce qui facilite la croissance et la
translocation des bactéries pathogenes facultatives possédant des capacités d’adhésion et de

migration a travers l'épithélium plus importantes. Le développement de communautés
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bactériennes de types Salmonella enterica, EPEC ou encore Clostridium difficile entraine des
diarrhées, une inflammation sévere intestinale et la synthése de toxines. Réunis, ces facteurs
entrainent des dommages de I'épithélium intestinal favorisant la TBD (figure 10) (Knoop et

al. 2016)[revue, (Kamada et al. 2013)].
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Figure 10 : Description de la translocation bactérienne digestive secondaire a une dysbiose, en
comparaison avec un état d’équilibre intestinal. La dysbiose entraine une rupture du contrdle des
bactéries pathogénes par les bactéries commensales, a l'origine d’'une hyperperméabilité digestive et
d’une colonisation systémique des bactéries par translocation bactérienne digestive. (Kamada et al. 2013)

Host immunity—mediated resistance ‘

3.4. Endotoxinémie

Le déséquilibre est généralement global et une boucle d’activation entre
I’hyperperméabilité digestive, l'altération de I'immunité intestinale et la dysbiose est
généralement observée (figure 11). Il est difficile a I'heure actuelle de pouvoir

clairement définir si ces événements sont les causes ou les conséquences de la TBD.

55



Cette TBD est suivie de la présence de bactéries dans la circulation systémique [revue,
(Wiest et al. 2005)]. La concentration bactérienne est plus importante au niveau du
colon, cependant la TBD a lieu essentiellement au niveau de l'intestin gréle (Fukushima
et al. 1994, Koh et al. 1996, Zuo et al. 2014). Les bactéries vivantes passent plus
facilement dans le sang que les mortes (Redan et al. 1990). D’autre part, la plupart des
especes bactériennes sont capables de traverser la muqueuse digestive mais il
semblerait que les bactéries anaérobies facultatives a Gram négatif traversent plus
facilement que les bactéries anaérobies a Gram positif. Des études murines ont montré
que certaines bactéries a tropisme cellulaire comme les Salmonella et Listeria

monocytogenes traversent facilement la barriere digestive (Steffen et al. 1988).

Lors de la lyse ou de la multiplication de la bactérie, sa membrane libére des
toxines, appelées endotoxines, c’est pourquoi on parle d’endotoxinémie. Les toxines sont
des molécules synthétisées par un organisme et capables de perturber le
fonctionnement de certaines cellules, a distance du foyer d'infection. Les toxines sont
également plus ou moins immunogenes : elles sont capables d'induire une réponse
immunitaire. Cette réponse est de type inflammatoire, elle est a I'origine d’'un syndrome
inflammatoire systémique chronique voire d’'un choc septique [revue, (Planteféve et al.

2001).

MICI’DbIDtE Médicaments, pathologies, DvaIOSIS
infections virales,
hypoperfusionintestinale,
hygiéne de vie, ...
Homéostasie Translocation
intestinale bactérienne digestive
e Immunité de la Hyper- Déséquilibre
Perméabilité o Ltiies immunitaire
digestive muqueuse perméabilité
ges intestinale digestive intestinal

Figure 11 : Déséquilibre global a I'origine de la translocation bactérienne digestive.
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4. Lipopolysaccharides et inflammation chronique

4.1. Structure du lipopolysaccharide

Les lipopolysaccharides (LPS) sont des constituants de la membrane externe de
la paroi des bactéries a Gram négatif. Le LPS est a la fois vital pour la structure et la
fonctionnalité des bactéries a Gram négatif. Les LPS sont des glycolipides composés de
trois parties : i) le lipide A, situé a l'intérieur de la bicouche lipidique, posséde un
caractere hydrophobe ; ii) 'antigéne O débordant de la membrane externe, de nature
polysaccharidique, possede un caractere hydrophile ; iii) le noyau (ou « core ») de nature
polysaccharidique représente le pont entre les deux autres parties lui-méme divisé en
deux parties : le noyau interne plutot hydrophobe et le noyau externe plutét hydrophile

(figure 12).

Le lipide A est constitué de deux sucres aminés phosphorylés liés par liaison beta
1-6 et phosphorylés en position 1’ et 4’. Cependant, la nature des sucres aminés
(glucosamines ou parfois 3-aminoglucosamine) ainsi que la nature et le nombre des
acides gras sont variables selon les espéces bactériennes. Le lipide A porte 'activité
biologique de la molécule LPS, il est reconnu comme une endotoxine. Libéré uniquement
lors de la lyse des bactéries, il peut initier un syndrome inflammatoire systémique,
pouvant entrainer la mort (Galanos et al. 1985). Le lipide A est fortement conservé, le
noyau est trés peu variable, et I'antigene O est la région hypervariable. L’antigéne O est
constitué de chaines répétitives comprenant chacune de 4 a 7 sucres et dont le nombre

est variable en fonction des especes [revues, (Szalo et al. 2006, Park et al. 2013)].

L’hydrolyse des chaines carbohydrates ne modifie que tres peu l'activité
inflammatoire du LPS. L’antigénicité du LPS est donc portée par le lipide A dans son
intégralité [revues, (Szalo et al. 2006, Park et al. 2013)]. Des variations de 'antigénicité
du LPS dépendent de la composition et du nombre des acides gras du lipide A. La
structure du LPS est optimale lorsque le fragment du lipide A possede 6 chaines acyle
(chaines a 12 ou 14 carbones) et 2 phosphates. Cette structure est retrouvée dans les
LPS de la plupart des Enterobacteria telles qu’E. coli et Pseudomonas aeruginosa
posseédent un LPS a 5 chaines acyle ayant une bonne capacité a stimuler les cellules de

I'hote [revue, (Wang et al. 2010)]. Il en est de méme avec les bactéries telles que Yersinia
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pestis (Montminy et al. 2006) ou Francisella tularensis (Ancuta et al. 1996) possédant 4
chaines acyle. Certaines bactéries anaérobies a Gram négatif, dont principalement les
Bacteroides, ne présentent pas le phosphate en 4’ dans leur lipide A et ne possedent que
5 chaines acyle; elles sont donc de faibles agonistes des récepteurs au LPS (Magnuson et
al. 1989). A l'inverse, Brucella est une bactérie tres virulente par son LPS composé de 7

longues chaines acyle (chaines a 16 ou 18 carbones) (Cardoso et al. 2006).
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Figure 12 : Structure du LPS. Le LPS est un composant de la membrane externe (outer membrane) des
bactéries a Gram négatif (représentée sur le schéma de droite). Exemple du LPS de Brucella ssp. (Cardoso
etal 2006). Le LPS de E. coli possede un deuxieme phosphate et 6 chaines acyle.
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4.2. Signalisation du LPS

4.2.1. Le LPS, un signal de danger

Les motifs moléculaires associés aux pathogenes (PAMP, pour pathogen-
associated molecular patterns) sont des motifs moléculaires propres aux micro-
organismes et conservés a l'intérieur d’'une classe microbienne. Ils sont assimilés a un
signal de danger pour I'hote. Les récepteurs PRR constituent les récepteurs de
I'immunité innée exprimés par les CPA et pour certains, dans d’autres cellules
immunitaires et dans les cellules épithéliales. L’activation des PRR induit une cascade de
signalisation intracellulaire conduisant a I'activation et/ou la modulation de la réponse
immunitaire. Il en existe différents types, les TLR étant les mieux caractérisés. Les
récepteurs TLR représentent une famille de protéines jouant un réle essentiel dans la
reconnaissance de structures pathogenes. Chez les mammiferes, cette famille est
composée de dix membres. Ce sont des récepteurs transmembranaires présents a la
surface de la cellule (reconnaissance des PAMP extracellulaires, par TLR-1, 2, 4, 5, 6 et 8)
ou des endosomes (reconnaissance des PAMP intracellulaires, par TLR-3, 7 et 9). Chacun
des membres de la famille a une spécificité pour une certaine structure pathogene. La
réponse de I'’hdte résulte de I'action combinée d’'un grand nombre de produits bactériens
reconnus comme des PAMP: le LPS, le peptidoglycane, les porines, les protéines
associées au lipide A ou encore les flagellines [revues, (Heumann et al. 2002, Forchielli et
al. 2005)]. Le LPS est le plus puissant d’entre eux. Le récepteur TLR-4 a été identifié

comme étant le récepteur spécifique pour le LPS (Poltorak et al. 1998).

4.2.2. Activation du complexe CD14/TLR-4/MD?2

Les molécules de LPS forment des agrégats dans la circulation sanguine, qui ne
circulent pas librement. Le LPS libéré se lie, par I'intermédiaire du lipide A, a la protéine
plasmatique Lipopolysaccharides Binding Protein (LBP) (Wurfel et al. 1994, Wurfel et al.
1997) (figure 13). La LBP est une protéine plasmatique aigué induite qui a une grande
avidité pour le LPS appartenant a la famille des « lipid transfer » comme les bactericidal
and permeability increasing protein (BPI) [revues, (Heumann et al. 2002, Park et al.

2013)].
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Le récepteur TLR-4 est associé a la protéine MD2 (myeloid differentiation factor
2) et au corécepteur CD14 a la surface des cellules myélomonocytaires. Le CD14
reconnait essentiellement les complexes LPS/LBP (Jack et al. 1997). Le récepteur CD14
membranaire est une glycoprotéine de 53 kDa ancrée a la membrane par un
glycosylphosphatidylinositol. Cependant, le CD14 ne possédant pas de domaines
transmembranaires ou intracellulaires, il ne peut pas étre considéré, a lui seul, comme
I'initiateur de l'activation de la réponse immunitaire. Le CD14 divise le LPS en
monomeres a l'aide de la LBP et le présente ensuite au complexe TLR4-MD?2 (figure 13)
[revue, (Park et al. 2013)]. Le récepteur TLR-4 possede deux polymorphismes:
Asp299Gly et Thr399Ile, pouvant influencer la réponse du récepteur au LPS (Long et al.
2014).

La fixation du LPS entraine I'agrégation de 2 complexes TLR4-MD2-LPS (figure
13). Le LPS possédant 6 chaines acyle et 2 phosphates confere une meilleure stabilité au
complexe LPS-récepteur et facilite la dimérisation (Paramo et al 2015). Le
rapprochement de 2 complexes est a l'origine d’'une juxtaposition des domaines
intracellulaires du TLR-4 déclenchant une cascade d’activation intracellulaire incluant
I'activation de MyD88 jusqu'aux facteurs de transcription NF-kB (voie MyD88
dépendante) et IRF3 (voie MyD88 indépendante, TRAM-TRIF dépendante) (figure 13).
Finalement, ces facteurs de transcription codent pour la synthese de cytokines
proinflammatoires comme I'IL-1, I'IL-6, I'IL-8, le TNF-a (Tumor necrosis factor-alpha)
[revues, (Heumann et al. 2002, Park et al. 2013)]. Les cytokines ainsi sécrétées activent
d’autres cellules inflammatoires (notamment monocytes et PNN), les cellules endothéliales,

la voie du complément et les voies de la coagulation.

Le CD14 existe également sous forme soluble (sCD14), résultant soit de la
sécrétion du CD14 membranaire dans la circulation apres fixation du LPS, soit de la
production de molécules CD14 sans glycosylphosphatidylinositol. Le sCD14 est
également capable de reconnaitre le LPS mais la LBP potentialise cette reconnaissance
(Yu et al. 1996). Le complexe LPS/LBP peut se lier sur des cellules n’exprimant pas le
CD14 comme les cellules endothéliales et induire la synthese de cytokines
proinflammatoires. En cas de forte présence de sCD14 dans la circulation, ce dernier

peut également entrer en compétition avec le CD14 membranaire pour Ila
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reconnaissance du LPS et diminuer son impact sur la voie de I'inflammation [revue,
(Heumann et al. 2002)]. Le sCD14 peut ainsi étre utilisé comme marqueur indirect de la

présence de LPS, et représente sa capacité a activer la voie de I'inflammation.
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Figure 13: Reconnaissance du LPS par le récepteur TLR-4 et voie de signalisation de
I'inflammation. (Nijland et al. 2014)

4.3. Activation de I'immunité par le LPS

4.3.1. Inflammation chronique

Le passage naturel des bactéries dans le sang se fait par voie lymphatique. En cas
d’infection, la réponse inflammatoire déclenchée peut étre bénéfique pour I'hote car elle
favorise I'élimination du pathogéne. Cependant, en cas de perturbation chronique, la
TBD délivre dans le sang une faible quantité de bactéries, par intermittence, a I'origine
d’'une inflammation chronique («low-grade inflammation » ou micro-inflammation)

délétere pour 'organisme. En effet, il a été montré dans des modeéles animaux qu’une
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exposition prolongée au LPS est associée au développement d’une inflammation
chronique favorisant la progression de pathologies chroniques [revue, (Molteni et al
2016)]. Vernooy et al ont montré qu'une exposition prolongée au LPS au niveau de la
trachée des souris (par inhalation) est associée au développement et a la progression de
pathologies inflammatoires chroniques telles que I'asthme et les bronchites chroniques.
Les auteurs ont pu observer une accumulation de macrophages et une altération de la
balance cytokinique (Vernooy et al. 2002). Qin et al ont montré qu’une seule injection
intrapéritonéale de LPS a des souris suffisait a initier une hyperproduction de TNF-a a

long terme favorisant une neuro-inflammation chronique (Qin et al. 2007).

4.3.2. Activation de I'immunité adaptative

La coopération entre les cellules du systéme immunitaire inné et celles du
systéme immunitaire adaptatif est essentielle pour développer une réponse adéquate
contre un antigene. La stimulation des LT requiert un signal généré par la
reconnaissance d'un antigene présenté par une CPA (macrophage, DC ou LB). La TBD est
associée a la persistance du signal de danger, c’est pourquoi les différents produits
bactériens seront présentés par les CPA aux LT CD4+* et CD8* (LT cytotoxiques). Les
macrophages activés apres la reconnaissance du LPS vont donc étre capables
d’engendrer une réponse adaptative (Kwong Chung et al 2016). Des molécules

apparaissent a la surface des LT apres activation : CD45R0, CD25, CD38 et HLA-DR.

Le ratio LT naifs/LT mémoires-LT activés des patients séropositifs pour le VIH
(VIH+) traités par antirétroviraux est similaire a celui observé chez les sujets non
infectés les plus agés, en faveur d'une augmentation des LT activés. Les patients VIH+
présentent un endommagement de la muqueuse intestinale associée a une TBD et des
concentrations de cytokines proinflammatoires anormalement élevées. De nombreuses
études (Brenchley et al. 2006, Tincati et al. 2012, Dillon et al. 2014, Bi et al. 2016) dans
cette population de patients ont montré que la TBD est associée a une activation
immunitaire traduite notamment par l'augmentation des LT HLA-DR*CD38+*. Ce
parametre est non négligeable puisque le degré d’activation immunitaire apporte
finalement un meilleur pronostic de la progression de la maladie que la mesure de la
charge virale plasmatique (Brenchley et al. 2006, Abad-Fernandez et al. 2013) [revue,
(Tincati et al. 2016))].
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4.4. ‘Reverse transport’ du LPS

Le cholestérol est transporté dans le sang en s’associant a des apolipoprotéines
pour former une lipoprotéine soluble dans le sang. On retrouve 2 grands types : les LDL
(lipoprotéines de basse densité) ou les HDL (lipoprotéines de haute densité). Sous la
forme LDL, le cholestérol est acheminé depuis le foie vers les organes. De leur c6té, les
HDL font le chemin inverse : elles récuperent le cholestérol en exces dans I'organisme et
I'éliminent, en le ramenant vers le foie ou par d'autres mécanismes. Les phospholipides
a la surface de ces lipoprotéines sont capables de lier le LPS. Des études cinétiques ont
montré que les complexes LPS/LBP se lient a CD14 avant que le LPS soit transféré aux

HDL (Yu et al. 1996).

Les lipoprotéines ne constituent pas des entités stables. Pendant leur transport
intravasculaire, elles sont modifiées sous l'action de facteurs spécifiques, y compris les
protéines de transfert de lipides plasmatiques : CETP (cholesteryl ester-transfer protein)
et PLTP (phospholipid-transfer protein). Ces deux protéines font partie de la famille des
« lipid transfer » comme la LBP. Il a été décrit que la PLTP est impliquée dans la prise en
charge du LPS favorisant sa liaison aux HDL en vue de son élimination vers le foie
(figure 14) (Gautier et al. 2010). En effet, il a été démontré que l'incubation de LPS et de
HDL en présence de quantités croissantes de PLTP recombinante purifiée conduit au
déplacement du LPS d'une forme non liée vers une forme liée au HDL (Hailman et al
1996). On parle de ‘reverse transport’ du LPS a l'instar du ‘reverse transport’ du
cholestérol par les HDL. L’activité de la PLTP se traduit par une neutralisation du LPS
par les HDL et d’'une diminution de sa toxicité et de sa capacité a induire I'inflammation
[revue, (Gautier et al. 2011)]. En effet, une fois transféré aux HDL, le LPS n’est plus
reconnu par la voie TLR-4. Dans ce sens, il a été observé que la liaison du LPS avec les
lipoprotéines prévient partiellement l'activation des monocytes/macrophages et la
sécrétion de cytokines inflammatoires en réponse a une endotoxinémie. In vivo, il a été
observé chez la souris, qu'un déficit en HDL est associé a une hyper-inflammation
secondaire a l'administration de LPS (Petropoulou et al. 2015). Il a également été
montré que le déficit en PLTP chez la souris était associé a l'accumulation de LPS
circulant, une diminution du LPS biliaire, une augmentation des cytokines
proinflammatoires et une augmentation de la mortalité induite par LPS (Gautier et al

2008). Enfin, des souris transgéniques pour de la CETP humaine présentent une
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meilleure survie et moins d’expression de TLR-4 et d’inflammation apres stimulation

par LPS (Venancio et al. 2016).
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Figure 14 : Neutralisation du LPS par sa prise en charge par la voie de la PLTP. D’apres (Gautier et al.
2011).

4.5. Méthodes d’analyses du LPS

Le dosage du LPS peut se faire selon plusieurs techniques, avec des résultats
parfois disparates et controversés. Il n’existe aucun dosage du LPS qui associe une
détection du LPS et sa capacité a activer les monocytes et qui soit standardisé et
reproductible [revues, (Wong et al. 2015, Munford 2016)]. 1l faut alors adapter le choix
de la technique de dosage a I'étude selon les avantages et les inconvénients de chacune
des méthodes disponibles (tableau 4). La technique la plus largement utilisée est la
technique du test Limulus Amoebocytes Lysat (LAL). Wong et al ont particulierement
travaillé sur le dosage des endotoxines chez les patients dialysés et ils ont montré que le
test cinétique LAL turbidimétrique avec utilisation de Tween 80 comme diluant au lieu
de I'’eau est plus performant que les autres types de tests LAL (Wong et al. 2015, Wong et
al. 2016). Des études ont montré que le LPS peut étre piégé dans des caillots sanguins,
par conséquent un dosage plasmatique sera préféré a un dosage sérique [revue,

(Munford 2016)].
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Tableau 4 : Techniques de dosage du LPS.

EAA
(Endotoxin
activity assay)

stimulation par le zymosan (antigéne de
levure). La réponse est potentialisée par un
complexe immun formé aprés incubation de
sang avec un anticorps monoclonal IgM
vient lier le LPS. Ensuite, la capacité du
complexe LPS-anticorps a produire des
espéces réactives de I'oxygéne par les
neutrophiles est mesurée par
chimioluminescence révélée par du luminol.

Faisable sur faible
quantité de sang
total

Nomdela Principe du dosage Avantages Inconvénients
technique
Utilisation de matériel
Le LPS catalyse l'activation d’une ” pyrogen-free
proenzyme. Le taux initial d’activation est Test de référence
Test LAL déterminé par la concentration en LPS. . Dosage de I'activité du
i , R o Dosage cinétique B}
(Limulus L'enzyme ainsi activée catalyse la libération LPS et non de la réelle
ameebocytes de la p-nitroaniline & partir d’un substrat Rapide quantité du LPS
Lysat) synthetlc_1ue, prodmsan:c une couleurjrfuurje. e 7o T e
La pNa libre est mesurée par photométrie, Factivité du LPS in vivo
de facon continue tout au long de la
période d’incubation. Peu reproductible
Coating d’un anticorps anti-LPS dans une s ) ) .
Immunolimulus  plaque. Ensuite, ajout du plasma pour que SDECIfICIt'e Pas de dEteC_t'_O” el
le LPS viennent de fixer. Aprés lavage, augmentee manque de lipide A
réalisation du test LAL
Dosage de Utilisation d’anticorps polyclonaux ou EREilie Peu de corrélation
lantigéne-0 monoclonaux anti-antigéne-O dans des avec test LAL
tests ELISA
Quantification du LPS en utilisant la réponse
biologique des neutrophiles a une
8l P Rapide Peu de spécificité

Réponse dépendante
des neutrophiles

Le 3hydroxy-myristate

dosage par test ELISA de ces anticorps
permet de doser la capacité de
neutralisation du LPS

Facilite

Mesure du (3B-OHC14) est un acide gras issu de - Peu sensible
3hydroxy- I'hydrolyse acide du lipide A. Dosage Dosage quantitatif
myristate quantitatif du 3B-OHC14 dans le sérum par Non représentatif de
chromatographie liquide ultra haute Iactivité du LPS in vivo
performance couplée a la spectrométrie de
masse (UHPLC SM/SM).
Le sérum ou le plasma contient des
EndoCab anticorps naturels IgM ou lgG anti-LPS. Le Mesure indirecte et

non exacte de la
quantité de LPS
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Partie 2 : Immunosénescence, Transplantation rénale et atteinte
digestive

1. La transplantation rénale

L'insuffisance rénale (IR) correspond a l'altération des fonctions des deux reins.
Elle se traduit notamment par une perte de la capacité de filtration sanguine avec pour
conséquences une accumulation sanguine de toxines urémiques et l'apparition de
troubles hydro-électrolytiques [revue, (Ellis et al. 2016)]. La maladie se définit par une
diminution du débit de filtration glomérulaire (DFG) concomitante de 'augmentation de
la créatininémie. La maladie est dite « aigué » si le dysfonctionnement est transitoire (et
dans ce cas le plus souvent réversible), et « chronique » si la destruction est lente. L'IR
chronique (IRC) conduit a la destruction progressive et irréversible des différentes
structures rénales (glomérulosclérose et fibrose interstitielle). L'IRC est associée a un
exces de morbidité et de mortalité par rapport a la population générale (Lozano et al
2012). Les complications de cette maladie peuvent étre une augmentation de la
mortalité générale et de la mortalité cardiovasculaire, une progression de I'IRC vers I'IRC
terminale, une apparition d’'IR aigiie, un déclin des fonctions cognitives, une anémie, des

troubles minéraux, osseux et des fractures [revues, (Jha et al. 2013, Fraser et al. 2016)].

Selon les recommandations de la haute autorité de santé (HAS) et de
I'organisation Kidney Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO), le diagnostic de I'IRC
est posé pour un DFG inférieur a 60 ml/min/1.73m? et un rapport albumine-créatinine
urinaire supérieur ou égal a 30 mg/g, depuis plus de trois mois. Il existe cinqg stades de la
maladie, jusqu’au stade terminal ou la capacité de filtration est inférieure a 15
ml/min/1.73m? (Stevens et al. 2013). Il est nécessaire d’envisager des techniques de
remplacement de la fonction rénale chez les patients en IRC terminale. La dialyse
(traitement de substitution) et la transplantation rénale (traitement de remplacement)
sont les deux options possibles pour la prise en charge de I'IRC terminale [revue, (Fraser

etal 2016)].

L’hémodialyse permet de remplacer la fonction d'épuration des reins via une
membrane d’échanges entre un circuit extracorporel et un liquide de dialyse. La dialyse
péritonéale permet de filtrer le sang au niveau du péritoine qui sert de membrane semi-

perméable.

66



La transplantation rénale consiste a substituer les reins déficients par I'ajout d’'un
rein sain greffé, au niveau de la fosse iliaque dans la majorité des cas. Cette
thérapeutique permet au patient de recouvrer une fonction rénale normale ou quasi-
normale et de vivre sans dialyse. C’est la plus fréquente des transplantations en France
et ce traitement permet 'amélioration de la qualité de vie des patients. D’apres le
rapport annuel de 2014 du registre REIN (Réseau Epidémiologie et Information en
Néphrologie), 79 355 patients (contre 70 700 en 2011) sont traités pour une IRC
terminale (prévalence de la maladie de 1 194 par million d’habitants) dont 44 419 sont
dialysés (56 %) et 34 936 sont transplantés (44 %). L’dge médian des patients a
I'initiation de la dialyse est de 70,4 ans alors qu’il est de 57 ans chez les patients
bénéficiant d'une transplantation rénale. L’incidence de la maladie ne cesse
d’augmenter; en 2011 elle était de 149 par million d’habitants contre 163 en 2014.
Cependant, la prévalence de la transplantation progresse plus que celle de la dialyse (+ 4
% versus + 3 %) du fait de 'augmentation du nombre de transplantations et de
I'amélioration de la survie des transplantés. En 2014, 3 241 greffes rénales ont été
réalisées en France, dont 16 % a partir d’'un donneur vivant. Malgré 'augmentation de
'activité de greffe, la pénurie de greffons s’est aggravée : fin 2014, 15 470 personnes
restaient en attente d’un greffon. Un patient transplanté agé de 30 ans a une espérance
de vie de 41 ans contre 23 ans pour un patient dialysé. Voir rapport annuel REIN 2014 de

I'agence de la biomédecine et (Kramer et al. 2013)

L’amélioration de la qualité de vie et la meilleure survie des patients transplantés
rénaux, additionnées a un colt de prise en charge plus faible, font de la TR le traitement
de choix de I'IRC terminale (Tomasz et al. 2003, Overbeck et al. 2005, Griva et al. 2013,
Jesky et al. 2016). Le rejet de greffe est de mieux en mieux contrélé. Apres 10 ans,
environ 70 % des greffons sont encore fonctionnels. C’est le manque de greffon qui est
I'obstacle majeur a l'accés d'un plus grand nombre de patients a cette option

thérapeutique.
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2. Immunosuppression en transplantation rénale

2.1. Stratégies immunosuppressives

L’un des problemes majeurs rencontrés lors de la transplantation rénale est celui
de la réaction immunologique de rejet. Cette réaction est dirigée contre des antigenes
d’histocompatibilité qui sont portés par les cellules du greffon. Chez 'homme, a la fois
les LT et les anticorps (Ac) du receveur sont des effecteurs qui participent aux

mécanismes immunologiques de rejet.

L’'immunosuppression nécessaire au succes des transplantations d’organe repose
sur un schéma séquentiel associant une phase d’induction (au moment de la greffe) et

une phase d’entretien (a vie).

Les globulines anti-lymphocytaires polyclonales (GALP) entrainent une
lymphodéplétion brutale et profonde. Elles peuvent étre utilisées en transplantation
rénale comme traitement d’induction ou du rejet cortico-résistant [revue, (Mourad et al.
2012, Bamoulid et al. 2016)]. L’IL-2 joue un roéle considérable dans la prolifération
lymphocytaire responsable du rejet cellulaire. Cest pourquoi le basiliximab
(SIMULECT®), Ac monoclonal chimérique anti-CD25 dirigé contre la chaine a du
récepteur a I'IL-2 (Ac anti-CD25) peut aussi étre utilisé en tant que traitement
d’induction. Le basiliximab épargne les cellules T naives et n’entraine pas de
lymphodéplétion. Ces traitements permettent une amélioration de la survie des
transplants rénaux et une réduction de la survenue d’épisodes de rejets aigus (RA)
résistants aux bolus de corticoides. Le choix du traitement d’induction se fait
généralement selon le risque immunologique des patients. Un haut risque
immunologique se définit selon les facteurs de risque liés au donneur (ischémie froide
prolongée ; donneurs de plus de 50 ans; donneurs avec nécrose tubulaire aigué ou
donneurs a ccoeur non battant) et selon ceux liés au receveur (greffes antérieures,
présence d’Ac anti-donneur). Il est difficile de déterminer précisément la contribution
relative de chacun des facteurs de risque, mais globalement les patients a risque

recoivent une induction par GALP [revue, (Lebranchu et al. 2014)].

Le traitement d’entretien de premiere intention utilisé est une trithérapie

comprenant un anti-inflammatoire stéroidien (3 mois puis * arrét) type prednisone, un
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inhibiteur de la calcineurine type tacrolimus ou cisclosporine, et un inhibiteur de
I'inosine 5'monophosphate déshydrogénase type mycophénolate mofétil (MMF) (figure
15) (Matas et al 2015). La stratégie actuelle consiste a associer différents
immunosuppresseurs de fagon a diminuer les doses de chacun de ces médicaments qui
tous ont des effets indésirables parfois extrémement graves. La minimisation des
immunosuppresseurs est un enjeu majeur en transplantation d’organes pour prévenir
les complications a long terme liées aux stéroides telles que ’hypertension artérielle, les
événements cardiovasculaires, le diabete, la dyslipidémie et 'ostéoporose et celles liées
aux inhibiteurs de la calcineurine (notamment la ciclosporine) telles que la
néphrotoxicité, '’hypertension artérielle, la neurotoxicité, '’hypertrichose et le cancer
(Dharnidharka et al. 2016) [revue, (Mourad et al. 2012)]. C’est pourquoi, des études sont
menées pour revoir la stratégie d'immunosuppression en utilisant d’autres traitements
moins toxiques tels que les inhibiteurs de mTOR (mammalian target of rapamycin) ou
les inhibiteurs de la costimulation (CTLA-4-Ig, anti-CD40) [revue, (Diekmann 2015,
Fantus et al. 2016)]. Cependant, les anticalcineurines constituent encore, par leur
efficacité dans la prévention du rejet aigu, la pierre angulaire du traitement
immunosuppresseur d’entretien en transplantation malgré leurs nombreux effets

indésirables (Ekberg et al. 2007).
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Figure 15 : Représentation de I'utilisation des traitements immunosuppresseurs d’entretien utilisés
en transplantation rénale. Données de 2013, a un an apres la transplantation rénale, chez les patients
américains vivants avec un greffon fonctionnel. D’apreés (Matas et al. 2015)
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2.2. Focus sur les GALP

2.2.1. Mécanismes d’action des GALP

Les GALP utilisées actuellement sont des fractions d’IgG purifiées issues
principalement de sérum de lapins ou de chevaux préalablement immunisés avec des
antigénes humains. Les GALP issues de chevaux comme la LYMPHOGLOBULINE®
(Genzyme, USA) et TATGAM®, (Pharmacie-upjohn, USA) ne sont quasiment plus utilisées
en transplantation rénale en raison d’'une meilleure efficacité des GALP issues de lapins
comme la THYMOGLOBULINE® (Genzyme, USA) et I'ATG-Fresenius GRAFAFLON®
(Fresenius-Biotech-GMBH, Allemagne) contre le rejet (Brennan et al 1999). Les
antigenes utilisés proviennent de populations lymphocytaires comprenant des
lymphocytes de rate, du sang périphérique, du thymus ou de cultures de lymphoblastes
humains. On obtient des Ac cytotoxiques polyclonaux dirigés contre de nombreux
antigenes de surface des cellules immunitaires (CD2, CD3, CD4, CD8, CD11a, CD18, CD25,
CD44, CD45, HLA-DR, HLA Classe I etc.) [revue, (Mohty et al. 2008, Bamoulid et al
2016)] assurant la déplétion de ces populations cibles par divers mécanismes (Genestier

et al. 1998, Preville et al. 2001, Haudebourg et al. 2009):

e La cytotoxicité cellulaire dépendante des Ac (ADCC) par les cellules Natural
Killer (NK) et les macrophages. C’est le mécanisme d’action principal. La partie
variable Fab des IgG est dirigée contre des épitopes de surface de la cellule ce qui
assure la spécificité. L’induction du processus de lyse cellulaire est initiée par la
reconnaissance de la partie constante Fc des Ac par les récepteurs, en particulier
par le CD16 qui est un récepteur Fcy de faible affinité exprimé par les cellules NK

et les macrophages ;

e La cytotoxicit¢ dépendante du complément (CDC) qui est dose dépendante.
Certains types d'Ac peuvent activer la voie du complément quand ils se lient a un
antigene. L'activation du complément a pour conséquence la libération de plusieurs
molécules biologiquement actives formant le complexe d’attaque membranaire

(mC5b9) entrainant la destruction ou la lyse de la membrane de la cellule cible;

e Le processus d'opsonisation par lequel les lymphocytes recouverts d'Ac sont captés

par le systéme réticulo-endothélial puis éliminés par phagocytose;
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e [’induction d’apoptose des LT par I’activation de récepteurs de mort comme Fas

par Fas ligand.

Apres injection de GALP, la déplétion T est quasi-totale (98%), il existe une
déplétion plus marquée des LT naifs par rapport aux autres types de LT (Treg et
mémoires) (Ruzek et al. 2009). In vitro, les GALP sont capables de convertir des LT
CD4+CD25- en LT CD4+*CD25* et induisent |'expression de FoxP3 et CTLA-4 (Lopez et al.
2006). In vivo, les GALP ne semblent pas épargner les Treg périphériques, mais apres

régénération ils conservent leur activité suppressive (Sewgobind et al. 2009).

Les effets des GALP sur les autres acteurs du systeme immunitaire sont moins
étudiés. Il a été observé in vitro que les GALP entrainent une apoptose des LB naifs et
activés et des plasmocytes (Zand et al. 2005). In vivo, il n’a pas été décrit de déplétion
des LB apres GALP (Louis et al. 2007). Les GALP induisent une phase de déplétion des
NK immédiatement apres transplantation suivi d'une phase de reconstitution
concomitante a celle des LT (Louis et al. 2007). L’analyse du répertoire NK avant et
apreés GALP révele une modification de la balance entre les récepteurs activateurs et
inhibiteurs au profit des récepteurs inhibiteurs. Néanmoins, les fonctions globales des
NK (cytotoxicité et production d'IFN-y) restent préservées (Hadaya et al. 2010). In vitro
et in vivo, les GALP entrainent une réduction de 80 a 85 % des DC (DC myéloides et
plasmacytoides) et in vitro les GALP semblent induire la maturation de DC dérivées de
monocytes en DC tolérogenes (Gillet-Hladky et al. 2006, Haidinger et al. 2007). Enfin,
I'adhésion des leucocytes a I’épithélium semble diminuée aprés GALP suite a une
diminution de I'’expression des intégrines et des molécules d’adhésion a la surface des

cellules (Michallet et al. 2003, Chappell et al. 2006, Beiras-Fernandez et al. 2009).

Toutes ces données refletent I'impact des GALP sur les cellules immunitaires
circulantes. Cependant, peu de travaux existent sur les effets des GALP sur la moelle
osseuse, la rate, le thymus et les ganglions lymphatiques. Dans un modele animal de
primates non humains, Preville et al ont analysé ces organes et ont montré que les GALP
induisent une déplétion des LT dans le sang ainsi qu’a fortes doses dans la rate et les
ganglions lymphatiques mais pas dans le thymus (Preville et al. 2001). Dans un modele

murin, Ruzek et al n’ont pas trouvé de déplétion des LT CD4+ et CD8* dans le thymus y
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compris avec l'usage de fortes doses de GALP, bien que les GALP soient mises en

évidence dans les tissus (Ruzek et al. 2009).

A notre connaissance, aucune étude n’a encore été réalisée sur I'impact des GALP
sur les cellules hématopoiétiques progénitrices de I'immunité T, issues de la moelle
osseuse. Les cellules souches hématopoiétiques (CSH) sont définies par leur capacité
d’auto-renouvellement [revue, (Anthony et al. 2014)] et leur possibilité de se
différencier en n'importe quel type cellulaire de la lignée hématopoiétique (Farlik et al.
2016). Les cellules de I'immunité innée et celles de 'immunité acquise sont toutes issues
des CSH. Les CSH se caractérisent par I’expression du marqueur CD34 a leur surface. Les
CSH peuvent se différencier en progéniteurs de la lignée myéloides exprimant les
marqueurs CD117+*CD45RA-CD10- ou en progéniteurs de la lignée lymphoides exprimant
les marqueurs CD117-CD45RA+*CD10* (Sauce et al. 2011). Le systeme lymphoide est
composé de cellules a courte durée de vie et nécessite un renouvellement constant. Ce
renouvellement se fait a partir des CSH, et plus précisément a partir des progéniteurs
lymphoides, issu de la moelle osseuse [revue, (Zlotoff et al 2008)]. Durant la
thymopoiese, les progéniteurs lymphoides d’origine médullaire traversent le thymus,
acquierent le phénotype T, proliferent et subissent une maturation dans le thymus.
L’étude de ces sous-populations progénitrices pourrait permettre d’améliorer la

compréhension des cibles des GALP
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2.2.2. Reconstitution immunitaire et lymphopénie TCD4 prolongée

Apres déplétion, les LT peuvent étre générés selon deux mécanismes décrits dans

la figure 16.
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Figure 16 : Présentation des deux voies de reconstitution du systéeme immunitaire apres GALP.
Les LT peuvent étre générés selon deux mécanismes. Une production accrue par le thymus (thymopoiése)
(en bleu). Les thymocytes d’origine médullaire traversent le thymus, acquiérent le phénotype T,
proliférent et subissent une maturation dans le thymus. Cette voie est retardée, et passe par la génération
de nouveaux LT naifs appelés Recent Thymic Emigrants (RTE). Les LT peuvent également étre régénérés
suite a une expansion clonale périphérique en rapport avec une prolifération homéostatique des LT
résiduels ayant résistés a la déplétion thérapeutique (en rose). Cette prolifération est sous la dépendance
de cytokines homéostatiques telles que I'IL-7, I'lL-15 et I'IL-21 ou sous la dépendance d’une activation
antigénique. Elle donne naissance a un pool de LT mémoires/activés présentant un répertoire TCR (T Cell
Receptor) oligoclonal, moins apte a répondre a de nouvelles rencontres antigéniques. D’aprés (Saas et al.
2011)

Des points restent a élucider concernant la reconstitution immunitaire apres
GALP. Muller et al ont comparé les sous-populations lymphocytaires T CD4+ et CD8* de
transplantés rénaux ayant regu un traitement d’induction par GALP. Sur un suivi de 5
ans, les patients ayant recu les GALP ont a 6 mois une déplétion portant sur les

lymphocytes totaux, les LT CD4+* et les LT CD8*, suivie d’'une régénération progressive de
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I’ensemble des sous-populations, avec un retour au niveau antérieur apres 36 mois pour
les lymphocytes totaux, et 18 mois pour les LT CD8*. La lymphopénie T CD4 reste plus
profonde et plus prolongée chez les patients ayant recu de 'ATG-fresenius (Muller et al.
1997). Longuet et al ont montré des résultats similaires chez des patients traités par

THYMOGLOBULINE (Longuet et al. 2014).

Apres GALP, pres de 60 % des patients présentent une lymphopénie T CD4 a un
an et on dénombre encore 20 % de patients lymphopéniques a 5 ans de greffe, c’est-a-
dire présentant moins de 300 LT CD4*/mm3 (Ducloux et al 1998). Avec une
caractérisation de la lymphopénie T CD4 a 200 LT CD4*/mm3, Longuet et al ont
dénombré 48.5%, 9.2%, 6.7%,2.0%, et 0% de patients lymphopéniques apres
THYMOGLOBULINE a 1, 3, 5, 10 et 20 ans respectivement (Longuet et al. 2014). Cette
variabilité de la reconstitution et la persistance a long terme de la lymphopénie T CD4
chez certains individus peut en partie étre expliquée par la dose cumulée de GALP
administrée. En effet, Muller et al ont montré une corrélation forte entre la dose cumulée
de GALP et le degré de lymphopénie T CD4 (Muller et al. 1997). Néanmoins cette dose
cumulée n'explique pas l'absence de reconstitution du pool lymphocytaire T CD4 chez

certains patients a long terme et d'autres facteurs sont probablement impliqués.

3. Statut biologique et clinique des transplantés rénaux

3.1. Conséquences cliniques de la lymphopénie T CD4

L’utilisation de GALP est associée a une diminution significative du nombre de
rejets aigus et de I'incidence de reprise retardée de la fonction du greffon rénal [revue,
(Mourad et al. 2012)]. Cependant, les GALP entrainent un « rash » cytokinique activant
les cellules inflammatoires, et une lymphopénie T CD4 prolongée. Notre équipe a
précédemment rapporté que la persistance d’'une lymphopénie T CD4 apres déplétion
lymphocytaire par GALP est un facteur de risque indépendant de développer des
cancers incluant les cancers cutanés (Ducloux et al 1998), les gammapathies
monoclonales (Ducloux et al. 1999), les cancers solides et les lymphomes (Ducloux et al.
2002). Cette lymphopénie est également corrélée a 'augmentation de l'incidence des
infections opportunistes et des événements athéromateux (Ducloux et al. 2003). Les

deux conséquences majeures récemment définies sont les cancers (Luque et al. 2016) et
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les maladies cardio-vasculaires (Ducloux et al. 2014). Les mémes données ont été
observées chez les transplantés du foie ayant recu des GALP (Vrochides et al. 2012). La
lymphopénie T CD4 est un marqueur quantitatif du degré d’immunosuppression et se
présente comme un biomarqueur intéressant pour prédire la survenue de complications

apres GALP.

Le développement de ces multiples complications entraine une augmentation de
la morbidité ainsi qu'une surmortalité de la population transplantée rénale présentant
une lymphopénie T CD4 persistante (figure 17) (Ducloux et al 2010). Cette
surmortalité est liée a des complications dont la fréquence est proche de celle observée
dans la population agée, population susceptible aux maladies métaboliques,
néoplasiques et infectieuses. En effet, pour une tranche d'adge donnée de la population
transplantée rénale, le risque de mortalité cardiovasculaire correspond a celui d'une
tranche d'age supérieure de 20 ans dans la population générale (Sarnak et al. 2003).
Cette surmortalité pourrait en partie étre expliquée par l'inflammation chronique
caractérisant la population transplantée, mais également par les modifications des sous-
populations lymphocytaires induites notamment par I'utilisation de GALP (Ducloux et al.
2011).
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Figure 17 : Survie des patients transplantés rénaux
en fonction du taux de LT CD4* a l'entrée dans
I’étude. Les patients ayant une lymphopénie T CD4 ont
une mortalité significativement (* p < 0,05) accrue des
la seconde année de suivi et tout au long de I'étude
apres cette date. D’aprés (Ducloux et al. 2010).
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3.2. Inflammation chronique et immunosénescence

L'inflammation chronique et les modifications des sous-populations
lymphocytaires sont deux pierres angulaires de la notion d'immunosénescence ou

vieillissement du systeme immunitaire lié a I'age.

3.2.1. Immunosénescence

L'immunosénescence (ou «vieillissement du systeme immunitaire ») est un
remodelage complexe et profond du systéme immunitaire. Il est principalement di a
I'involution thymique et a la répétition des stimulations antigéniques au cours de la vie.
Les modifications induites par I'immunosénescence se caractérisent par une diminution
du nombre et de la fonction des cellules souches hématopoiétiques (CSH), une
involution thymique, une diminution des LT naifs, une augmentation de la proportion de
LT mémoires a un stade avancé de différenciation avec une capacité de prolifération
limitée (phénotype LT CD57+CD287), une inversion du rapport CD4/CD8, une
augmentation des Treg et une augmentation des concentrations de cytokines pro-

inflammatoires incluant I'IL-6 et le TNF-a [revue, (Deeks 2011)].

Le déclin de I'expression du CD28 et 'augmentation de I'’expression du CD57 a la
surface des LT sont caractéristiques de la sénescence de ces cellules. Le CD28 est un
récepteur impliqué dans la costimulation des LT. Le CD57 quant a lui est associé a un

état de cytotoxicité avancé et d'inflammation [revue, (Seyda et al. 2015)].

3.2.2. Inflammaging

L’'inflammation chronique est un processus controlé, a bas bruit, systémique et
chronique. Elle est associée a une augmentation des facteurs pro-inflammatoires et
favorise 'immunosénescence. L'inflammation chronique s’oppose a I'inflammation aigiie
symptomatique, locale et résolutive [revue, (Franceschi et al. 2014)]. L'inflammation
chronique est asymptomatique en elle-méme mais accentue l'inflammaging (signifiant
inflammation liée a I'age) a l'origine du développement d'un vieillissement pathologique
s’additionnant au vieillissement physiologique. La conséquence de ce processus en
cercle vicieux entre inflammation chronique et immunosénescence est I'augmentation

de la morbi-mortalité, notamment cardio-vasculaire (figure 18).
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Les infections virales chroniques participent au développement de I'inflammation
chronique et de 'immunosénescence (figure 18). La lymphopénie retrouvée chez les
patients VIH+ affecte particulierement les LT naifs. Yang et al ont montré une
diminution du taux de LT naifs circulants chez les patients VIH+ en progression et chez
ceux présentant une lymphopénie malgré une réplication virale indétectable (Yang et al
2012). Divers travaux ont permis de voir une diminution des CSH CD34+* circulantes
chez les patients VIH+ surtout chez les personnes fortement lymphopéniques et chez les
personnes les plus agées (Sauce et al. 2011). Aussi, le VIH est capable d’entrainer une
perte des fonctions médullaires et thymiques pouvant favoriser l'inflammation
chronique et l'apparition de maladies non liées au virus mais liées a l'age et a
I'immunosénescence [revues, (Douek et al. 2009, Appay et al. 2016)]. L’'implication du
cytomégalovirus (CMV) a également été démontrée [revue, (Solana et al. 2012)].
Derhovanessian et al ont montré que l'expansion de LT a un stade avancé de
différenciation chez les personnes agées était étroitement liée a la séropositivité pour le
CMV (Derhovanessian et al. 2011). De plus, l'infection a CMV semble associée de fagon

chronique un profil cytokinique pro-inflammatoire (Trzonkowski et al. 2003).
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Figure 18 : Cercle vicieux de I'inflammation chronique et I'immunosénescence. Les infections virales
chroniques participent au développement de I'inflammation chronique et de 'immunosénescence. D’apreés
(Desquilbet 2009).

3.2.3. Implication en transplantation rénale

La transplantation, par elle-méme, est a la source d'un stress oxydatif (Turkmen
et al 2012) et de stimulations antigéniques répétées avec un risque élevé de réactivation
ou d'infection par le CMV (Puttarajappa et al 2016) pouvant favoriser

I'immunosénescence et I'inflammation chronique qui en découle.

Notre équipe a précédemment évalué la fonction thymique chez les transplantés
rénaux par la mesure des T Cell Receptor Excision Circles (TREC). Les TREC
correspondent aux cercles d’ADN épisomal générés pendant le réarrangement des genes
lors de la formation du récepteur des cellules T (TCR). Le taux de TREC reflete la
production thymique de nouveaux LT naifs appelés Recent Thymic Emigrants (RTE)

(Douek et al 1998). Nous avons pu montrer que les GALP entrainaient une
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immunosénescence accélérée. En effet, en plus de I'inversion du rapport CD4/CD8 apres
GALP, nous avons montré qu'’il existe une relation entre la lymphopénie persistante
apres GALP et le taux de TREC avant la transplantation. Un nombre de TREC inférieur a
2 000 pour 150000 LT CD3* avant transplantation est un facteur prédictif de la
lymphopénie persistante post-GALP. De plus, le taux de TREC avant la transplantation
est inversement corrélé avec 1'age des patients ainsi qu’avec la morbidité et mortalité

due aux cancers et aux maladies cardiovasculaires (Ducloux et al. 2011).

En 1998, Wikby et al utilisent cette inversion du rapport CD4/CD8 pour définir
une notion de profil de risque immunologique ou « Immune Risk Profile » (IRP)
caractérisant les personnes agées a haut risque de mortalité (Wikby et al. 1998). Ce
profil est étroitement lié a l'infection par le CMV et a l'expansion de LT CD8+*CD28-
(Wikby et al. 2002). L'utilisation de I'IRP en transplantation présente un intérét afin
d’améliorer la prise en charge nos patients. Crepin et al ont pu définir un IRP selon une
sérologie positive pour le CMV avec au moins un des criteres suivants: rapport CD4/CD8
inférieur a 1 et/ou nombre de LT CD8* >700/pl. L'IRP avant la transplantation est

associée a un risque accru d'infections post-transplantation (Crepin et al. 2016).

4. Atteintes digestives en transplantation rénale

Des troubles digestifs (notamment la diarrhée) sont extrémement fréquents les
premiers temps suivant la transplantation. IIs pourraient étre dus aux effets indésirables
des différents traitements utilisés, a la fréquence des infections bactériennes ou encore a
I'utilisation de I'antibioprophylaxie. Ces troubles digestifs pourraient étre accompagnés
de modifications de la composition du microbiote et d'une hyperperméabilité digestive.
Récemment, la dysbiose et la TBD ont été décrites comme facteurs associées a
I'inflammation chronique (Brenchley et al. 2006). Chez les patients VIH+, Steele et al ont
décrit qu'une nouvelle définition d'un phénotype inflammaging, c’est a dire un IRP,
prenant en compte des marqueurs associés a la TBD et a I'inflammation (intestinal fatty
acid binding protein (iFABP), sCD14, sCD27, and protéine C réactive (CRP)) permet
d’identifier des patients a haut risque cardiovasculaire (Steele et al 2014). Ces
phénomeénes restent peu décrits en transplantation rénale, alors que de nombreux

parametres pourraient favoriser une hyperperméabilité digestive.
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4.1. Age et atteinte digestive

La dégénération progressive et le déclin fonctionnel des organes lymphoides
primaires (moelle osseuse et thymus) et des cellules immunitaires (LT et CSH) associés
a I'age favorisent I'immunosénescence (Sun et al. 2012) [revue, (Akunuru et al. 2016)].
L’age est donc un facteur physiologique de la sénescence mais il est important de savoir
si I'age influe uniquement sur l'immunité ou s’il entraine également des atteintes

digestives favorisant I'inflammation chronique.

L’épaisseur de la muqueuse, le nombre de GALT et de plaques de Peyer seraient
diminués chez les personnes les plus agées. De plus les sécrétions de mucus diminuent.
La motricité intestinale semble quant a elle inchangée. Ces modifications entrainent une
dysbiose et une hyperperméabilité digestive. Le nombre et la diversité des bactéries des
genres Bifodobacteria et Bacteroides sont diminués chez les sujets plus agés. Cette
diminution des bifidobactéries peut avoir un impact sur la santé du sujet agé car ces
bactéries sont impliquées dans la stimulation du systéme immunitaire et dans les
processus métaboliques, ce qui pourrait en partie expliquer les problemes de
malnutrition des personnes agées. Cette diminution est parallele a 'augmentation de
bactéries anaérobies facultatives telles que Enterobacteria (Merchant et al
2016)[revues, (Guigoz et al. 2008, O'Toole et al. 2015)]. Dans ce sens, Kim et al ont décrit
une augmentation du rapport Firmicutes/Bacteroides dans un modele de souris agées.
De plus, ils suggerent que 1'age peut accélérer I'inflammaging puisqu’ils retrouvent plus
de LPS dans le sang et les selles des souris agées associé a une plus forte expression de
NF-kB (Kim et al 2016). Les données sur l'hyperperméabilité digestive restent
controversées. Bien que Steele et al trouvent une forte corrélation entre les marqueurs
iFABP et LPS sanguin et 'dge (Steele et al. 2014), les tests de perméabilité ne montrent
pas de différence selon I'age (Valentini et al. 2014). Ces modifications semblent toutefois
liées a l'alimentation et a la fragilité liée a I'dge. Ces données suggeérent que le
vieillissement affecte les propriétés de la barriére intestinale susceptibles d'avoir une
incidence sur les troubles associés a l'dge, localement et systémiquement (Man et al

2015).
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4.2. Facteurs favorisant une atteinte digestive en IRC

Des concentrations plasmatiques élevées de cytokines pro-inflammatoires et de
leucocytes activés sont retrouvées en cas d'IRC terminale (Honda et al. 2006, Heine et al.
2012). Cet état d'inflammation chronique joue un role majeur dans la progression de la
maladie rénale et a été reconnu comme un facteur de risque non conventionnel des
maladies cardiovasculaires en IRC (Carrero et al. 2009, Gansevoort et al. 2013). Cette
inflammation chronique résulte de l'effet persistant d'un stimulus provenant de
plusieurs facteurs liés a la dialyse comme la bioincompatibilité membranaire, et non liés
a la dialyse comme les infections, le stress oxydatif, 1'accumulation de toxines
urémiques, les comorbidités, les facteurs génétiques, I'alimentation ou plus récemment

décrit, la TBD [revues, (Vaziri 2012, Anders et al. 2013)].

Des études ont montré que l'endotoxinémie mesurée chez des patients atteints
d'IRC est associée a une inflammation systémique, a des caractéristiques de
malnutrition, a des lésions cardiaques, a une progression de la maladie et a une survie
réduite (McIntyre et al. 2011, Poesen et al. 2015, Szeto et al. 2015) [revue, (Felizardo et
al. 2016)]. La présence de bactéries dans le sang périphérique de patients atteints d’'IRC
a été décrite par séquencage de '’ARNr 16S (Bossola et al. 2009, Kwan et al. 2013). Wang
et al ont suggéré que toute bactérie intestinale détectée dans le sang périphérique

pourrait révéler une TBD (Wang et al. 2012).

En IRC, la TBD est principalement attribuée a l'accumulation de toxines

urémiques et a I’hypoperfusion intestinale.

4.2.1. Toxines urémiques

La diminution du DFG entraine une diminution de I'élimination de l'urée et sa
concentration dans les fluides augmente. On retrouve alors un influx de 'urée et d’acide
urique dans l'intestin. L'urée est hydrolysée par l'uréase, protéine synthétisée par les
bactéries intestinales. L'urée est alors transformée en ammoniac (NHz) et en hydroxyde
d’ammonium (NH4+OH). L’ammoniac suit 2 voies distinctes : une partie est absorbée par
'intestin puis transformée en urée par le foie pour étre éliminée dans les urines, I'autre
partie est utilisée par les bactéries avec des hydrates de carbones pour former des

acides aminés pour la synthese de protéines bactériennes. Ces métabolites éleve le pH et
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modifie le microenvironnement intestinal favorisant la dysbiose. Globalement on
retrouve une augmentation globale de I'abondance de certaines bactéries, a la fois de
bactéries aérobies et anaérobies. La dysbiose est associée a une augmentation de la
proportion de bactéries possédant de l'uréase et d’autres enzymes permettant la
synthese de toxines urémiques (p-cresol sulfate, indoxyle sulfate principalement),
normalement éliminées par le rein [revues, (Nallu et al. 2016, Sampaio-Maia et al
2016)]. L’accumulation de ces molécules toxiques favorise la dysbiose. Vaziri et al ont
décrit chez 'homme et dans un modele de rats en IRC une augmentation globale des
phyla Actinobacteria, Firmicutes et Proteobacteria ainsi qu'une diminution des familles
Lactobacillaceae et Prevotellaceae (Vaziri et al. 2013). La dysbiose est également
associée a une synthese d’acide urique et de cristaux d’oxalate par I'épithélium du colon.
De plus, l'urée est capable d’affecter les T]. En effet, Vaziri et al ont montré une
association entre I'urémie et la diminution des protéines claudines, occludines et zonula
occludens dans un modele de rats en IRC (Vaziri et al. 2012). Ces résultats ont été
confirmés in vitro sur des entérocytes humains (Vaziri et al. 2013). Magnusson et al ont
montré une hyperperméabilité digestive des grosses molécules (PEG) chez les patients
et les souris urémiques par rapport aux contréles (Magnusson et al. 1991). La dysbiose
et 'hyperperméabilité digestive participe a l'inflammation chronique par la TBD
d’endotoxines et de toxines urémiques (figure 19). Ces dernieéres sont normalement
éliminées dans les urines et leur accumulation en cas d’IRC est toxique (dysfonction
endothéliale, neurotoxique, néphrotoxique) [revues, (Tanaka et al. 2015, Ellis et al

2016).

4.2.2. Hypoperfusion intestinale

La surcharge de liquide et I'cedeme généralisé sont des complications courantes
de I'IRC. En outre, I'utilisation excessive de diurétiques chez les patients atteints d'IRC et
I'ultrafiltration agressive par hémodialyse entralnent fréquemment des épisodes
d'hypotension qui peuvent conduire a une ischémie intestinale dans cette population.
Ainsi, le dysfonctionnement de la barriere intestinale est intensifié en présence d'un
cedéme intestinal ou d'une ischémie (figure 19) (Shi et al. 2014) [revue (Vaziri et al

2016)].
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Figure 19 : Facteurs influencant la rupture de ’'homéostasie intestinale dans I'insuffisance rénale
chronique (ESRD). L'accumulation de l'urée, la rétention des fluides et la dialyse participent a une
hyperperméabilité et a I'inflammation chronique. D’apres (Vaziri 2014).

4.2.3. Alimentation

La diminution du DFG entraine une diminution de I’élimination du potassium et
du phosphate et une augmentation de I'élimination des protéines. En cas d’'IRC, on
conseille aux patients d’adapter leur alimentation en faveur d’une restriction en fruits et
légumes riches en potassium et parfois en protéines. Ces aliments sont la principale
source de carbohydrates pour le microbiote. Leur limitation modifie le
microenvironnement intestinal favorisant la dysbiose (Krishnamurthy et al 2012)

[revue, (Mafra et al. 2013)].

4.3. Facteurs favorisant une atteinte digestive en transplantation rénale

Apres transplantation rénale, l'inflammation chronique reste présente et
largement responsable de la mortalité cardiovasculaire, premiere cause de mortalité
chez les transplantés (Turkmen et al. 2012). L’hypothese de la persistance d’'un stimulus
immunitaire di a la TBD reste présente puisque I'immunosuppression et l'utilisation
généralisée d'agents antimicrobiens prophylactiques et thérapeutiques peuvent créer
des perturbations au niveau de I’équilibre intestinal. Cependant, ces effets sont trés peu
étudiés en transplantation rénale alors qu’ils promettent des stratégies thérapeutiques

intéressantes [revues, (Alegre et al. 2014, Alegre et al. 2014)]. Actuellement seules les
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études pilotes de Fricke et al (Fricke et al. 2014) et Lee et al (Lee et al. 2014, Lee et al.
2015) ont été publiées. Globalement, ils ont trouvé une diminution de la diversité
bactérienne apres transplantation, mais apres transplantation, la diversité observée
reste stable jusqu’a 6 mois (durée pendant laquelle les patients sont sous

antibioprophylaxie).

4.3.1. Immunosuppresseurs utilisés en transplantation rénale

Aucune donnée n’est disponible a ce jour sur l'impact des traitements
immunosuppresseurs d’induction utilisés en transplantation rénale, a savoir les GALP ou
I’Ac anti-CD25, sur I’équilibre intestinal. Lee et al évoque une abondance supérieure des
Actinobacteria et des Bifidobacteriales chez 15 patients ayant recu des GALP en
comparaison a 3 patients traités par Ac anti-CD25, mais la différence observée n’est pas

significative (Lee et al. 2014).

L’'impact des immunosuppresseurs d’entretien utilisés en transplantation rénale
sur I'équilibre intestinal reste également trés peu étudié. Lee et al ont montré une
association entre I'abondance de Faecalibacterium prausnitzii et la dose nécessaire de
tacrolimus a administrer (Lee et al. 2015). Kubler et al ont montré, a partir de biopsies
intestinales, que I'administration par voie orale de corticoides ou d’azathioprine dans le
cadre du traitement de la maladie de Crohn n’a pas d'impact majeur sur la synthese de
défensines antimicrobiennes au niveau de l'iléon et du colon (Kubler et al. 2009).
Malinowski et al ont voulu testé I'impact de la ciclosporine A, du tacrolimus, du MMF, de
I'acide mycophénolique (MPA), du sirolimus, et de 1'évérolimus sur l'intestin gréle et le
colon et la barriere intestinale par la méthode de la chambre d'Ussing. Ils ont testé des
faibles et des fortes doses de ces traitements dans un modele de transplantation chez
des rats. Seuls I'évérolimus, le tacrolimus et le MPA 3 fortes doses entrainent une
altération de la barriere intestinale, uniquement au niveau de lintestin gréle

(Malinowski et al. 2011).
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4.3.2. Antibiothérapie

Pour contrecarrer le risque d’infections opportunistes et bactériennes
secondaires a l'immunosuppression, les patients transplantés rénaux suivent une
antibiothérapie prophylactique per os par Sulfaméthoxazole/Triméthoprime

(BACTRIM®) pendant les 3 a 6 premiers mois suivant la transplantation.

La prise d’antibiotique a un impact direct sur le microbiote. L’antibiotique détruit
les bactéries du microbiote dominant qui lui sont sensibles, rompant ainsi I'effet de
barriere et favorisant la pullulation de germes pathogenes. Globalement, on observe une
diminution de la diversité bactérienne mais pas de la quantité de bactéries. Dans un
certain nombre de cas, les Bacteroides sont diminuées apres antibiothérapie (Jin et al
2016) alors que certaines bactéries pathogenes telles que Clostridium difficile ou
Salmonella typhimurium se développent [revue, (Modi et al. 2014)]. Ce déséquilibre peut
provoquer des diarrhées dont la fréquence augmente aux ages extrémes de la vie ou

lors d’'une antibiothérapie a spectre large.

Knoop et al ont montré que I'administration par voie orale d’'une combinaison de
certains antibiotiques (ampicilline, métronidazole, néomycine et vancomycine), induit
une TBD accompagnée d’'une augmentation des cytokines inflammatoires. Les auteurs
supposent que cette TBD pourrait expliquer l'augmentation des pathologies
inflammatoires retrouvées chez les patients recevant une antibiothérapie (Knoop et al

2016).

Cependant, la prise d’antibiotique peut également jouer un réle protecteur. Peu
de données sont disponibles dans la littérature concernant l'impact exact de
I'antibiothérapie par Sulfaméthoxazole/Triméthoprime mais une étude chez les patients
VIH* a montré que les patients recevant cet antibiotique en plus de leur trithérapie
conventionnelle présentaient un taux plus bas de LPS circulant (Vesterbacka et al
2015). On pourrait suggérer que la dysbiose post-antibiotique favorise la TBD mais son

impact sur I'inflammation dépend des types de bactéries affectées par le médicament.
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Nous avons émis I'hypothése d’'une immunosénescence induite par les GALP
(Ducloux et al. 2014). L’objectif de notre travail est de caractériser la présence d’une
immunosénescence aprés GALP et d’améliorer la compréhension des mécanismes
impliqués dans I'induction d’'une immunosénescence. Nous avons principalement étudié
I'impact des GALP sur la fonction thymique en évaluant a la fois, I'effet des GALP sur le
potentiel de production thymique des LT naifs, et sur la capacité de la moelle osseuse a
produire des cellules progénitrices de 'immunité T. Ces travaux ont fait I'objet d’une

publication, présentée dans la partie 1 de I'étude des travaux.

L’'immunosénescence est étroitement associée a la présence d’'une inflammation
chronique, contrdlée, a bas bruit [revue, (Franceschi et al. 2014)]. Une stimulation
antigénique persistante par les produits bactériens serait un facteur impliqué dans
I'induction de l'inflammation chronique et de I'immunosénescence. La contribution du
LPS, issu de la TBD, dans le développement de I'inflammation chronique est largement
décrite dans des pathologies telles que les maladies neuro-dégénératives, les maladies
métaboliques et les infections par le VIH [revue, (Brenchley et al. 2012)]. Il existe une
TBD chez les patients insuffisants rénaux (Wang et al. 2012, Kwan et al. 2013, Vaziri et
al. 2016), mais I’évolution de ce phénomeéne apres transplantation rénale n’a jamais été
rapportée. L’objectif est de décrire I'histoire naturelle de la TBD apres transplantation
rénale. Nous avons également voulu décrire l'implication de la TBD i) dans le
développement de l'inflammation chronique, ii) dans le développement des
complications associées a la transplantation rénale, et iii) en fonction du traitement
d’induction. Les GALP pourraient jouer un role dans la mesure ou elles entrainent une
lyse des cellules immunitaires et la muqueuse intestinale ne compte pas moins de 60 %
de nos cellules immunitaire [revue, (Bischoff et al. 2014)]. Une publication des résultats
de ces travaux est en cours de soumission, elle est présentée dans la partie 2 de I'étude

des travaux.

La dysbiose est un facteur favorisant la TBD et I'inflammation chronique intra et
extra-intestinale non controlée [revue, (Sekirov et al. 2010)]. Un déséquilibre des
populations bactériennes, au sein de la lumiere intestinale et aux abords de I'épithélium,
en faveur de populations pathogenes est largement décrit a la fois comme cause et
conséquences de nombreuses pathologies telles que les MICI, les maladies métaboliques

et les allergies [revue, (Sekirov et al. 2010)]. L'objectif de ce travail est d’améliorer les
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connaissances sur le role du microbiote en transplantation rénale, et de ses
modifications par les traitements couramment utilisés en transplantation et par la
transplantation rénale elle-méme. Pour tester nos hypothéses, nous avons travaillé sur
un modele murin et également sur des patients transplantés rénaux. Les résultats de ces

travaux sont préliminaires et sont présentés dans la partie 3 de I’étude des travaux.
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Partie 1: Immunosénescence accélérée apres GALP

1. Etude des marqueurs d'immunosénescence apres transplantation rénale et
utilisation de GALP

Les enjeux de la compréhension des mécanismes de reconstitution immunitaire
apreés GALP sont importants au regard de la morbi-mortalité des transplantés rénaux
présentant une lymphopénie T CD4 prolongée (Ducloux et al. 2003). Les travaux
antérieurs ont montré que les transplantés rénaux traités par GALP présentent plus
fréquemment une inversion du rapport CD4/CD8 (Muller et al 1997). Les GALP

pourraient induire un phénotype biologique d'immunosénescence prématurée.

Dans ce travail, nous avons évalué les marqueurs de la sénescence immunitaire
dans une cohorte prospective de transplantés rénaux en fonction du type de traitement
d’'induction utilisé : lympho-déplétant (GALP) ou non lympho-déplétant (Ac anti-CD25).
Les marqueurs de sénescence ont d’abord été évalués le jour de la transplantation, et les
dosages ont été répétés un an apres la transplantation rénale. Nous avons également
analysé l'influence de ces biomarqueurs sur le devenir des patients apres la

transplantation rénale.

Nous nous sommes appuyés sur une cohorte multicentrique de transplantés
rénaux : la cohorte ORLY-Est. L'étude ORLY-Est (Influence de 'ORientation de la réponse
LYmphocytaire sur la survenue de complications athéromateuses apres transplantation
rénale) est une étude prospective observationnelle initiée en 2008 et congue pour
évaluer les facteurs immunologiques prédictifs des événements athéromateux post-
transplantation. Sept centres francais de transplantation (Besangon, Dijon, Nancy,
Kremlin-Bicétre, Clermont-Ferrand, Reims et Strasbourg) participent a cette étude. A ce
jour, 1100 patients ont été inclus. Les prélévements biologiques et une analyse des sous-
populations lymphocytaires ont été réalisés le jour de la transplantation (JO) et un an
apres (J365). Le recueil des événements cliniques porte sur une période de 10 ans. Une
banque de prélevements biologiques est conservée (cellules mononuclées du sang
périphérique (PBMC) et sérum) au Centre de Ressources Biologiques de Dijon pour les

éventuelles analyses complémentaires.
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Persistent ATG-induced CD4" T cell lymphopenia is
associated with serious clinical complications. We tested
the hypothesis that ATG induces accelerated immune
senescence in renal transplant recipients (RTR). Inmune
senescence biomarkers were analyzed at transplant and
one-year later in 97 incident RTR —62 patients receiving
ATG and 35 receiving anti-CD25 mAb (x-CD25). This
consisted in: (i) thymic output; (ii) bone marrow renewal
of CD34" hematopoietic progenitor cells (CD34"HPC)
and lymphoid (I-HPC) and myeloid (m-HPC) progenitor
ratio; (iii) T cell phenotype; and (iv) measurement of T cell
relative telomere length (RTL) and telomerase activity
(RTA). Clinical correlates were analyzed with a 3 year
follow-up. Thymic output significantly decreased one-
year posttransplant in ATG-treated patients. ATG was
associated with a significant decrease in I-HPC/m-HPC
ratio. Late stage differentiated CD571/CD28~ T cells
increased in ATG-treated patients. One-year posttrans-
plant T cell RTL and RTA were consequently lower in
ATG-treated patients. ATG is associated with accelerated
immune senescence. Increased frequency of late differ-
entiated CD4" T cell frequency at transplantation tended

to be predictive of a higher risk of subsequent opportu-
nistic infections and of acute rejection only in ATG-treated
patients but this needs confirmation. Considering
pretransplant immune profile may help to select those
patients who may benefit from ATG to prevent severe
infections and acute rejection.

Abbreviations: Anti-CD25, «-CD25; ATG, anti-thymo-
cyte globulins; HPC, hematopoietic progenitor cells; I-
HPC, lymphoid hematopoietic progenitor cells; mAb,
monoclonal antibody; m-HPC, myeloid hematopoietic
progenitor cells; gPCR, quantitative PCR; RTA, relative
telomerase activity; RTE, recent thymic emigrant; RTL,
relative telomere length; RTR, renal transplant recipi-
ent; TCR, T cell receptor; TREC, T cell receptor excision
circles; Treg, regulatory T cells

Received 05 September 2014, revised 16 October 2014
and accepted for publication 01 November 2014

Introduction

Broad T cell depletion by polyclonal anti-thymocyte
globulins (ATG) has been used for many years as a part
of immunosuppressive treatment in transplantation. These
polyclonal antibodies are a complex mixture of antibodies
with multiple specificities directed against both T and non-T
cells, including thymic stromal cells or hematopoietic
progenitors (1,2). They produce profound T cell depletion
(1,2) and induce persistent changes in T cell subsets
characterized by a low CD4" T cell count and CD8™ T cell
expansion (3). Interestingly, persistent post-ATG CD4" T
cell lymphopenia is also associated with some nonspecific
features of immune senescence, such as CD4/CD8 T-cell
ratio inversion, B cell lymphopenia and chronic low-grade
inflammation (4). However, there are currently few data
supporting the concept of "“ATG-induced accelerated
immune senescence."”’

The loss of thymic function is a hallmark of immune
senescence (5). We previously reported that CD4™ T cell
reconstitution after ATG is dependent on pretransplant
thymic function (4). Nevertheless, whether ATG could
affect thymic function is a matter of debate. Preville et al
showed, in a nonhuman primate model, that T cell depletion
induced by ATG essentially concerned peripheral blood T
cells and peripheral lymphoid tissues, but not the thymus
(6). Ruzek et al studied the effects of an anti-murine rabbit



Crepin et al

ATG (mATG) administered to C57BL/6 mice. Although
mATG depleted thymocytes in vitro, there was no
thymocyte depletion in vivo at any dose level (7),
suggesting decreased antibody accessibility to the thymus.
Nevertheless, the effects of ATG on human thymic function
have never been assessed.

Alternatively, ATG may act upstream of thymus through
lymphoid progenitor depletion. We have previously ob-
served a prolonged B cell ymphopenia after ATG in patients
with prolonged CD4" T cell lymphopenia (4). This observa-
tion could suggest that ATG could have a common toxic
effect on bone marrow-derived CD34" hematopoietic
progenitor cells (CD34YHPC), particularly on lymphoid
progenitor cells (I-HPC), the source of thymocytes and
immature B cells. To date, no data about the effect of ATG
on these human bone marrow progenitor cells have been
reported.

Thymic involution is associated with alterations of T cell
subpopulations, including naive T cell pool reduction,
memory T cell pool expansion, oligoclonal T cell receptor
(TCR) repertoire, and alteration of T cell functions leading to
a decreased capacity to control infections and respond to
vaccines (8). CD4" T cells become more sensitive than
CD8™ T cells to apoptosis leading to an inverted CD4/CD8 T-
cell ratio, and some data suggest that regulatory T cells
(Treg) could expand (9). These alterations of T cell
phenotypes have not been studied simultaneously in
ATG- and non-ATG-treated patients.

Finally, immune senescence can be assessed by measure-
ment of telomere length: naive T cells have longer
telomeres than effector memory T cells (10). To reverse
this phenomenon, T cell precursors, thymocytes, naive, and
activated T cells have the property to increase their
telomerase activity (11). No data are currently available
on T cell relative telomere length (RTL) and telomerase
activity (RTA) after ATG treatment.

We hypothesized that ATG could reduce circulating
lymphoid progenitors and thymic output of naive T cells
leading to accelerated immune senescence. To ascertain
this, we assessed markers of immune senescence in a
prospective cohort of renal transplant recipients (RTRs) the
day of transplantation and one year after renal transplanta-
tion. We also analyzed the influence of these immune
senescence biomarkers on patients’ outcome during a
period of 3 years following renal transplantation.

Methods

Study design and populations

Patient population and samples: Research has been conducted on
biological samples collected in 97 incident RTR from the ORLY-EST study.
For each patient, blood samples were collected at time of transplantation
and one year after. Sample collection was performed after regulatory

2

approval by the French ministry of health (agreement number # DC-2008-
713, June 11 2009). The ethic committee of Franche-Comté study has
approved the study (2008). Patients enrolled in the ORLY-EST study gave
their written informed consent. Clinical data were prospectively collected.
Among the 97 RTR, 62 patients had received T cell depleting ATG therapy
and were compared to 35 RTR who had received nondepleting anti-CD25 (-
CD25) monoclonal antibody (mAb) therapy. The patients did not differ for
baseline characteristics (Table S1 of Supporting Information). Calcineurin
inhibitors (CNI) and Mycophenolate mofetil (MMF) were widely used as
immunosuppressive regimen (Table S1 of Supporting Information). For
details, see the Methods in the Supporting Information section.

T cell immunophenotypic analysis: Absolute numbers of CD4" and
CD8™" T cells were determined on fresh samples by a single platform flow
cytometry approach using TetraCXP®™ method, Flow-Count™ fluorospheres,
and FC500 cytometer (Beckman Coulter, Villepinte, France) according to
manufacturer's recommendations. Extended T cell phenotype was per-
formed on frozen samples. For this, PBMCs were isolated by density
gradient centrifugation (Pancoll, Pan-Biotech GmBH Aidenbach, Germany)
and cryopreserved. After thawing, PBMCs were washed twice in RPMI
1640 + GlutaMAX™-| medium (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) con-
taining 10% fetal calf serum (Invitrogen), thereafter referred as complete
medium. Cells were stained with the following conjugated antibodies
directed against: CD3, CD4, CD8, CD25, CD28, CD31, CD57, CD45RA,
CD45R0, CD62L, CD127 (IL-7Ra) (Table S2 of Supporting Information). To
detect intracellular FoxP3, surface staining PBMCs were processed using
fixation buffer and permeabilization buffer (BD Biosciences, Le Pont de Claix,
France) and incubated with the anti-FoxP3 antibody. Cell debris and doublets
were excluded on the basis of side versus forward scatter. Cells were
analyzed on a FACS CANTO Il cytometer (BD Biosciences) using FACS Diva
(BD Biosciences) software. For details on the phenotype of analyzed T cell
subsets, see the Methods in the Supporting Information section.

CD34" HPC immunophenotypic analysis: CD34" HPC immunopheno-
type analysis was performed on frozen samples of 54 patients at day 0 (27
ATG, 27 «-CD25) and 58 patients at 1 year (27 ATG, 31 a-CD25) from the 97
patients. PBMCs were isolated by density gradient centrifugation (Pancoll,
Pan-Biotech GmBH Aidenbach, Germany) and cryopreserved. After thaw-
ing, PBMCs were washed twice in complete medium. Cells were stained
with the following conjugated antibodies directed against: CD34, Lineage
(CD3CD14 CD16 CD19 CD20 CD56), CD45, CD38, CD10, CD117, CD45RA
(Table S2 of Supporting Information). Using Fixable Viability Dye allows dead
cells to be excluded from analysis and doublets were also excluded on the
basis of side versus forward scatter. Cells were analyzed on a FACS CANTO
Il cytometer using FACS Diva (BD Biosciences) software. HPCs are divided
into two main progenitor subsets: lymphoid progenitor cells (I-HPCs,
CD38"CD117 CD45RATCD10%) and myeloid progenitor cells (m-HPCs:
CD38"CD117"CD45RACD107). The variation in I-HPCs (named APG-L)
was calculated as: (posttransplant I-HPC% - pretransplant I-HPC%)/pre-
transplant I-HPC%. For details on the phenotype of analyzed CD34"HPC
subsets, see Figure S1 in the Supporting Information section.

T cell relative telomere length and telomerase activity: Twenty
patients (10 ATG and 10 a-CD25) out of 97 were selected on baseline
characteristic to maintain the comparability of the patients in each group (age
and CMV status).

Isolation of CD3" T cells: T cells were isolated by negative immuno-
magnetic cell sorting using a human pan T cell isolation kit (Miltenyi Biotec,
Paris, France) with an autoMACS separator PRO (Miltenyi Biotec) according
to the manufacturer's recommendations. Sorted cell populations were
confirmed to be >91% pure. For details, see the Methods in the Supporting
Information section.
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Relative telomere length measurement: Relative telomere length
quantification in T cells was performed by the quantitative polymerase
chain reaction (qPCR) approach based on a previously established method,
using B-globin as normalizing gene. Details about the primer sequences and
amplification conditions are available in the Methods in the Supporting
Information section.

Relative telomerase activity measurement: Telomerase activity of T
cells was examined using the Telo TAGGG Telomerase PCR ELISA PLUS kit
(Applied, Roche Diagnostics, France) according to the manufacturer's
instructions. Jurkat cells (high RTA) and human fibroblasts (low RTA) were
used as control. For more details, see the Methods in the Supporting
Information section.

Assessment of thymic output by T cell receptor excision circles (TREC)
content and CD31 expression analysis: TREC content was studied in 62
patients (43 ATG and 19 «-CD25) out of 97 selected on baseline
characteristics to maintain the comparability of the patients in each group
(age and CMV status). DNA extracted from T cells or total PBMC was tested
for the quantification of recent thymic emigrants (RTEs) by gPCR, using
specific primers for TREC amplification, as previously described (4). To
confirm these data, CD31 expression was also used to identify RTE in all 97
patients (12).

Outcomes: Clinical outcomes occurring during the three year period
following renal transplantation were prospectively collected and registered
by an independent committee. Definitions are available in the supplementary
text in the Supporting Information section. CMV disease, opportunistic
infections, acute rejection, new onset diabetes mellitus, atherosclerotic
event, graft loss, and death were defined prospectively in the ORLY-Est

Table 1: Patient characteristics at baseline

ATG and Immune Senescence in Transplanted Patients

study. These outcomes were analyzed according to induction therapy and
features of immune senescence explored in all patients at transplant and one
year posttransplant.

Statistical analysis

Study values at transplant and one year after were compared using paired t-test.
The relationships between RTE, delta RTE (i.e. [RTE at one year after
transplantation — RTE attime of transplantation]/RTE at time of transplantation),
and Treg were examined using Spearman correlation coefficients. Age was split
into two classes separated by the median age of the value. Statistical analyses
were performed with GraphPad Prism 5 software (GraphPad Software Inc., San
Diego, CA). Differences were considered statistically significant when p < 0.05.
Age, gender, induction therapy (i.e. ATG or «-CD25), immunosuppressive
regimen, and CMV status were analyzed as potential confounding factors.

Results

Patient characteristics at baseline

Patient characteristics at baseline are summarized in
Table 1. Ninety-seven patients were included in the study:
62 received ATG and 35 «-CD25. Both groups were
comparable forage, CMV status, cardiovascular risk factors
and events, and method of dialysis prior to transplantation.
Time on dialysis and anti-HLA immunization were signifi-
cantly higher in patients having received ATG (48.6 4= 54 vs.
26.5+29 months, p=0.04 and 51% vs. 20%, p <0.005,
respectively). The immunosuppressive regimen was iden-
tical in both groups, except for corticoid, significantly more
prescribed in the a-CD25 group (100% vs. 82%, p =0.006).

All patients ATG a-CD25 p
N 97 62 35
Age 48+13 47 +12 51413 0.15
Sex ratio 1.6 1.3 2.2 0.32
BMI (kg/m?) 242+4.4 241446 24.4+4.1 0.86
Mycophenolate mofetil/mycophenolic acid n. (%) 94 (95.5) 61 (97) 33 (94) 0.62
CNI n. (%) 95 (97) 61 (97) 34 (97) 1
mTor inhibitors n. (%) 6 (4) 4 (5) 2 (3) 1
Corticosteroid n. (%) 86 (89) 51 (82) 35 (100) 0.006
CMV D+/R— n. (%) 17 (17.5) 10 (16) 7 (20) 0.78
Valgancyclovir n. (%) 55 (57) 28 (44) 27 (77) 0.003
Mean time on dialysis prior to transplantation (months) 40.4+46.8 48.7+53.4 26.7 £29.1 0.04
Peritoneal dialysis (PD) n. (%) 19 (19.5) 13 (20) 6 (17) 1
Hemodiaysis (HD) n. (%) 9(9.3) 5(7) 4(11) 0.46
PD and HD n. (%) 50 (51.5) 38 (61) 22 (63) 1
No dialysis prior to transplantation n. (%) 8 (8.2) 5 (8) 3 (9 1
Anti-HLA immunization prior to transplantation n. (%) 39 (40.2) 32 (51) 7 (20) <0.005
Previous transplantation n. (%) 9(9.3) 8 (13) 1(3) 0.15
Cancer n. (%) 10 (10.3) 5(7) 5 (14) 0.28
Cardiovascular event (CVE) n. (%) 8 (8.2) 5 (7) 31(9) 0.70
Hypertension n. (%) 88 (91) 56 (89) 32 (89) 1
Dyslipidemia n. (%) 19 (19.6) 17 (26) 2 (4) 0.17
Diabetes n. (%) 14 (14.4) 10 (16) 4(11) 0.56

n.: number; BMI: body mass index; CNI: calcineurin inhibitors; TREC: T receptor cell excision circle; RTE: recent thymic emigrants assessed
by the following phenotype CD31"CD45RATCD45RO™; L-HPC: lymphoid progenitor cells.
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Thymus-derived T cells decrease after treatment with
anti-thymocyte globulins

Thymic function (assessed by CD31 expression and TREC
analysis) at time of transplantation was similar in ATG- and
a-CD25-treated patients.

Patients having received ATG experienced a significant
decrease in RTE percentage (mean: 26.7+12% vs.
17.2+11%, p<0.0001), absolute CD31" RTE cell count
(190 + 131 mm~3vs. 52+ 53mm~3, p < 0.0001) and TREC
(2336.2+4699 vs. 824.3+1831/150000 CD3" T cells,
p = 0.030) one-year posttransplant (Figure 1 and Table 2).
This decrease was not observed in a-CD25-treated patients
(RTE% mean: 28.4 +13% vs. 27.3+13%, p=0.546, RTE
cell count: 219.5+164mm™2 vs. 242.4+205mm 3,
p=0.481 and TREC: 1784.5+3364 vs. 2106.5+ 3972/
150000 CD3" T cells, p=0.394) (Figure 1 and Table 2).

Mean of RTE percentage, absolute number of CD31" RTE
and TREC one-year after transplantation were significantly
lower in patients having received ATG compared to those
having received the a-CD25 (17.2+11% vs. 27.3+13%,
p=0.0001, 5224+53mm~> vs. 242.4+205mm
p <0.0001 and 824.3+1831 vs. 2106.5+ 3972/150 000
CD3* T cells, p=0.049) (Figure 1 and Table 2).

Figures S2A-D are discussed in the supplementary text in
the Supporting Information section.

Circulating lymphoid progenitor cells decrease after
treatment with anti-thymocyte globulins

No significant variation of total HPCs was observed after
ATG or a-CD25. However, compared to the transplant time,
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601 p<0.0001 ' C '
e
* -
g ® : aa
L] Abb
(6] 40+ ”tM' : AA:AA “‘
"6 ’v‘o’ o aba A
° n:n ’.".\': 4 at
2\_, T ®0e®* “\‘ 4
w204 euee e L o
E ol Y s Y
ol E w8
.: :';.’.\:o : a
0 L] :I' L) L]
Day0 1-year  Day0 1-year
ATG Anti-CD25mAb

Figure 1: Circulating recent thymic emigrants (RTE) in RTRs
after T cell depleting therapy (ATG) versus nondepleting
therapy («-CD25). Variation of RTE cell population between the
transplant time and 1 year posttransplant according to induction
therapy. Values are expressed in percentage. Bars represent mean
values. Only significant p values between groups are represented.
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Table 2: Evolution of RTR thymic function assessed by CD31*
CD62L" CD45RAT/CD45R0O ™ recent thymic emigrants (RTE)and T
cell receptor excision circles (TREC) according to induction therapy

Evolution of RTE

Day 0 1 year p
ATG group (n=62)
RTE' % (of CD4)  26.7+12 17.24£11* <0.0001
RTE per mm® 1904131 52.2 4 53** <0.0001
TREC? 2336.2+4699 824.3+1831***  0.0302
a-CD25 group (n=35)
RTE % (of CD4) 28.44+13 27.3+13* 0.546
RTE per mm?® 219.5+ 164 242.4 + 205" 0.481
TREC 1784.54+3364 2106.5+3972*** 0.394
'p=0.0001.
“p<0.0001.
"'p=0.049.

'RTE were assessed by cytometry based on the following
phenotype: CD31" CD62L" CD45RAT CD45RO~ CD4" CD3*.
2TREC were expressed per 150000 CD3* T cells.

we observed a significant decrease of -HPC frequency
among HPCs at one year in patients having received ATG
(14.34+9.3% vs. 10.6 +6.4%, p=0.037) (Figure 2A) and a
concomitantincrease of m-HPC frequency (85.2 £9.6% vs.
89.1+6.7%, p=0.033) (Figure 2B). This variation is
confirmed when analyzing I-HPC/mHPC ratio (Figure 2C).
No significant variations were observed in the a-CD25
group.

We observed a significant positive correlation between
variation of lymphoid progenitors between the transplant
time and one year after transplantation (APG-L) and ARTE
(r=0.60 and p=0.001) only in patients having received
ATG (Figure 2D). This correlation could suggest that thymic
output after ATG is, at least in part, directly dependent of
the renewal capacity of the bone marrow to produce
progenitor T cells.

As for RTE, the effect of ATG on this renewal capacity is
related to the bone marrow output at time of transplanta-
tion. Pretransplant I-HPC percentage of patients having
received ATG was split into two classes separated by
the median (7.15%). Patients with higher pretransplant I-
HPC had a greater decrease in I-HPCs after ATG than those
with lower pretransplant [-HPC (—=13.1+39% vs.
+68.8+176%; p=0.018) (Figure 2E).

Anti-thymocyte globulins induce expansion of late
stage differentiated T cells

Late stage differentiated CD8" T cells increased one year
posttransplant in ATG-treated patients (CD28 CD8":
47.5+22% vs. 55.4 +24% one year after transplantation,
p=0.005; Figure 3A) and CD57 CD28 CD8*: 19.6+9%
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Figure 2: Circulating progenitor cells in RTRs after T cell depleting therapy (ATG) versus nondepleting therapy («-CD25). Evolution
of I-HPC subpopulations according to induction therapy between the transplant time (day 0), 3 months (day 90) and 1 year posttransplant (1
year) (A). Evolution of m-HPC subpopulations according to induction therapy between the transplant time (day 0), 3 months (day 90) and 1
year posttransplant (1 year) (B). Evolution of lymphoid/myeloid progenitor cell ratio according to induction therapy between the transplant
time (day 0), 3 months (day 90) and 1 year posttransplant (1 year) (C). Correlation between RTE cell population variation (A RTE=[RTE at 1
year after transplantation — RTE at time of transplantation]/RTE at time of transplantation) and I-HPC subpopulation variation (A PGL = [PGL
at one year after transplantation — PGL at time of transplantation]/PGL at time of transplantation) in ATG patient’s group between the
transplant time and 1 year posttransplant (D). Variation of I-HPC subpopulations between the transplant time and 1 year posttransplant
according to I-HPC subpopulations at transplant time (day 0) (E). Values are expressed in percentage. Bars represent mean values. Only

significant p values between groups are represented.

vs. 28.0 + 15% one year after transplantation, p < 0.0001;
Figure 3B), while naive CD8™ T cells significantly decreased
(CD287CD8™: 52.54+22% vs. 44.6+24% one year after
transplantation, p=0.048, and CD57 CD28*CD8":

American Journal of Transplantation 2015; XX: 1-11

51.84+24.1% vs. 41.5+21% one year after transplanta-
tion, p=0.004). These modifications were amplified in
CD4/CD8inverted ratio and CMV-exposed patients (Figures
3D and E).
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All CD8* T cells subsets remained unchanged in patients
having received «-CD25 mAb induction therapy (Figures

3A, C, and E).

Late stage differentiated CD4" T cells also increased in
ATG-treated patients (CD571CD28 CD4": 4.3+7% vs.
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5.7+ 12% one year after transplantation, p=0.025; data

not shown).

Circulating peripheral Treg are expanded in

ATG-treated patients

Both CD25"FoxP3"CD4" and CD127 FoxP3tCD4" Treg
increasedin ATG-treated patients (3.7 £2.2%vs.4.7 +2.5%,
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Figure 3: Circulating CD8" T cell subsets in RTRs after T cell depleting therapy (ATG) versus nondepleting therapy («-CD25).
Evolution of CD28°CD8" (A) T cell subpopulations according to induction therapy between the transplant time (day 0) and 1 year
posttransplant (1 year). Evolution of CD28" and CD28~ CD8" T cell subpopulations between transplant time (day 0) and 1 year
posttransplant (1 year) in patients receiving ATG (B) and anti-CD25 mAb (C). Comparison of CD8™ T cells according to CD4/CD8 T-cell ratio at
1 year posttransplant in ATG patients (D). Evolution of CD28" and CD28~ CD8™ T cell subsets according to CMV status in ATG or anti-CD25
mAb treated patients between transplant time (day 0) and 1 year posttransplant (year) (E). Values are expressed in percentage. Bars
represent mean values. Only significant p values between groups are represented.
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p=0.024 and 2.7+ 1.9% vs. 4.0+ 2.5, p=0.011, respec-
tively) (Figure 4A). By contrast, CD25"FoxP37CD4™ and
CD127 FoxP3"CD4*" Treg decreased in a-CD25-treated
recipients (4.5+1.8% vs. 3.2+ 1.3%, p=0.021 and 4.2+
1.4% vs. 3.1+£1.3, p=0.042, respectively) (Figure 4B).
Impaired thymic function one year posttransplant (defined
as RTE < 41 mm~3) was associated with a greater expansion
of Treg (CD25YFoxP37CD4" 4.24+2.6% vs. 5.3+2.3%,
p=0.078 and CD127 FoxP3"CD4": 3.44+1.9% vs.
4.7+2.9%, p=0.034; Figure 4C). When CD31 was used to
discriminate thymic versus peripheral Treg (12), thymic Treg,
defined as CD31tFoxP37CD4™, significantly decreased in
ATG-treated patients with impaired thymic function
(27.3+16.8% vs. 18.8+8.8%, p=0.021; Figure 4D). Taken
together, these results suggested that a peripheral Treg
expansion occurred in ATG-treated patients especially in
those with impaired thymic function one year posttransplant.

T cell relative telomere length and telomerase
activity increase in a-CD25-treated patients but not in
ATG-treated patients

T cell RTL was highly correlated with age (r=0.591,
p < 0.001) in a control group of seven healthy donors. By
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contrast, there was no correlation between patients’ age
and RTL (r=0.31, p=0.181). T cells from end-stage renal
disease patients (i.e., at the transplant time) had RTL similar
to T cells from 40 to 60 years older healthy donors (data not
shown).

Before transplantation, T cell RTL was similar in the two
groups (0.63+0.5 vs. 0.66+0.4, in the ATG- and «-CD25
groups, respectively; p=0.890). T cell RTL increased in a-
CD25 recipients during the first year posttransplant
(0.664+0.41 vs. 1.164+0.42; p=0.022). No variation was
observed in ATG recipients. One year after ATG, mean T cell
RTL was lower in ATG than in «-CD25-treated patients
(0.62 £0.4vs.1.16 £ 0.4respectively; p =0.009) (Figure bA).

T cell RTA was not correlated with age, neither in a control
group of seven healthy donors (r=0.11, p=0.806), nor in
patients (r=0.438, p=0.206). Mean RTA was lower in end-
stage renal patients (patients at time of transplant) than
healthy donors (2.6 +4% vs. 48.1 +63.9%, respectively;
p=0.005).

Pretransplant T cell RTA were comparable in patients having
received ATG and in those having received «-CD25

B Anti-CD25mAb group
2
T 101 p=0.021
= p=0.042
+ o —
<
a Hd ° : 4
o 0q0 . Ay
s 59 ° AA A
§ Y .... : AA
A
Ly O
. Y R
A
T T T T
Day 0 1-year Day 0 1-year
CD25*FoxP3* CD127 FoxP3*
D ATG group according to 1-year RTE
p=0.021
= ' 1
g X N
= 404
™ . At
=) A A
% A —_——rh——
< A
2 o204 % WO
Q AAA A '™
s :A AL ah
S A
& A
L RTE HRTE
CD31" Treg cells

Figure 4: Circulating Treg in RTRs after T cell depleting therapy (ATG) versus nondepleting therapy (anti-CD25 mAb). Evolution of
Treg cells according to ATG (A) or a-CD25 (B) induction therapy. Influence of thymic function at 1 year posttransplant (assessed by RTE; low
RTE [L RTE]: RTE <41 mm~3vs. high RTE [H RTE]: RTE > 41 mm~3) on Treg (C), and on CD31* thymic Treg at 1 year posttransplantation in
ATG patients (D). Values are expressed in percentage. Bars represent mean values. Treg were defined as either CD25"FoxP3™ or

CD127 FoxP3* CD4*CD3* T cells.
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Figure 5: Evolution of specific biomarkers of immune senes-
cence in all RTRs and according to induction therapy: T cell RTL
(A) and RTA (B) were assessed at day of transplantation and one
year after transplantation according to ATG or a-CD25 treatment.
Values are expressed in T/S* ratio for RTL and in percentage for
RTA. *(T/S) ratio fora DNA sample is T, the number of nanograms of
the standard Jurkat cells DNA that matches the sample for copy
number of the telomere template, divided by S, the number of
nanograms of the standard DNA that matches the sample for copy
number of the B-globin. Two T/S results were obtained for each
sample, and the final reported result for a sample in a given run is
the average of the two T/S values. Average T/S is expected to be
proportional to the average telomere length per cell.

(1.6+£2.8% vs. 3.56+4.9%, respectively; p=0.109). T cell
RTA increased in the first year posttransplant in a-CD25
patients (3.54+4.9% vs. 11.3+£14.3%; p=0.053). No varia-
tionin T cell RTAwas observed for ATG recipients (1.6 +£2.8%
vs.2.0+2.4%; p=0.688). One year posttransplant, T cell RTA
was lower in ATG than in a-CD25 recipients (2.0+2.4% vs.
11.3 4+ 14.3% respectively; p=0.021) (Figure 5B).

Outcomes
Patients’ outcomes occurring in the 3 year period following
renal transplantation are summarized in Table 3.
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Table 3: Cumulative patient outcomes in a 3-year period of follow-
up after renal transplantation

All Anti-

patients ATG CD25mAb p
N 97 62 35
Acute rejection n. (%) 30 (30.9) 22 (35.4) 8(22.9) 0.17
Opportunistic 42 (43.3) 29 (46.8) 13 (37.5) 0.31
infections n. (%)
CMV disease n. (%) 17 (17.5) 15 (24.1) 2 (5.7) 0.02
Severe bacterial 34 (35.1) 19(30.6) 15(42.9 0.27
infections n. (%)
NODAT n. (%) 19 (19.6) 13 (21) 6(17.1)  0.61
Graft loss n. (%) 3(3.1) 1(1.6) 2 (7.4) 0.28
Death n. (%) 3(3.1) 2 (3.2) 1(2.9) 0.9

n.: number; NODAT: new onset diabetes mellitus.

Opportunistic infections and CMV disease: At trans-
plant, no biomarker was associated with the occurrence of
opportunistic infections or CMV disease neither in a-CD25
patients nor in the whole cohort.

In contrast, in ATG recipients, monovariate analysis
associated diabetes with the occurrence of opportunistic
infections (RR 5.90, CI95% [1.14-30.61], p=0.019)
whereas late stage differentiated CD287CD57" CD4* T
cells frequency at transplant were protective against (RR
0.17, CI95% [0.05-0.58], p=0.004) the occurrence of
opportunistic infection.

Multivariate analysis only retained high late stage differenti-
ated CD28"CD57" CD4" T cell frequency at transplant
as protective against opportunistic infections (RR 0.20,
Cl95% [0.06-0.65], for each increase of 1% of CD28"CD57 "
CD4*/CD4*, p=0.007). Late stage differentiated
CD28CD57" CD8" T cells frequency at transplant (RR
1.03, C195% [0.99-1.06], p = 0.060) was associated with the
occurrence of CMV disease in ATG-treated patients. The best
threshold to predict CMV disease was 34 %. Patients having
late stage differentiated CD8™ T cells frequency > 34% hada
threefoldincreased risk in developing CMV disease (RR 3.33,
Cl95% [1.00-11.20], p=0.050).

Acute rejection and graft loss: At transplant, no
biomarker was associated with the occurrence of acute
rejection neither in a-CD25 patients nor in the whole cohort.

In contrast, in monovariate analysis, late stage differentiat-
ed CD28 CD571 CD4™ T cells frequency at transplant (RR
1.12, CI95% [0.99-1.27], p=0.059) was associated with
the occurrence of acute rejection in ATG-treated patients
whereas an inverted CD4/CD8 ratio tended to be protective
(RR 0.56, Cl95% [0.29-1.08], p=0.083). Multivariate
analysis only retained a tendency for high late stage
differentiated CD4" T cell frequency at transplant to be
associated with acute rejection (RR 1.12, CI95% [0.99-
1.27], for each increase of 1% of CD28 CD577CD4"/
CD4*, p=0.073).
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Discussion

Our results suggest that ATG delays thymic-dependent T
cell reconstitution, increases the frequency of late stage
differentiated T cells, and promotes peripheral Treg
expansion. Moreover, ATG is associated with persistent
low values of RTL and RTA. These data collectively suggest
that ATG induces accelerated immune senescence. The
effect depends on both thymic involvement and replicative
senescence. Consistent with these observations, immune
senescence promotes opportunistic infections in ATG-
treated patients who are at higher risk of acute rejection.
This is, in our knowledge, the first study exploring thymic,
bone marrow, and peripheral mechanisms of T cell
alterations induced by ATG and their clinical issues in renal
transplantation.

We observed a marked posttransplant reduction in thymic
output of RTE in ATG-treated patients as compared with
those having received a-CD25 mAb. This could explain the
previously described persistent CD4 " T cell lymphopenia in
some RTRs (13). Our results differed from some previous
studies. Gurkan et al (14) reported evidence for both
thymopoiesis and homeostatic proliferation contributing to
immune reconstitution after rATG. More recently, Bouvy
et al (15) measured the percentage of RTE at 1, 3, and 6
months after rATG and showed no effect of rATG on
thymopoiesis. Several differences with our study are
noteworthy. The first study (14) included pediatric patients
in whom thymopoiesis could be preserved; the number of
patients in Bouvy etal’s (15) report was limited (8 ATG and 8
basiliximab) hampering the relevance of their findings;
finally, both studies (14,15) explored thymic output during
the first 6 months while we studied thymic function one
year after transplantation. Hence, a thymic toxicity of ATG
remains controversial. CD31 is not a known target antigen
for ATG, but other target antigens are expressed by thymic
stromal (HLA class Il+) or dendritic cells (CD45+) (16,17).
These cells play a crucial role in thymocyte maturation and
thymic function (17). Alternatively, ATG may deplete bone
marrow-derived lymphoid precursors before or during their
migration to the thymus. To assess whether the effect of
ATG on thymus is direct or indirect, we explored bone
marrow hematopoietic progenitors. Our results do not
show any significant variation of total circulating CD34*
hematopoietic precursor cells, but put forward a significant
decrease in the lymphoid I-HPC proportion of CD34™" cells
after ATG. Moreover, the positive correlation between the
variation of lymphoid progenitors (APG-L) and RTE (ARTE) in
patients having received ATG suggests that ATG could act
upstream of the thymus on lymphoid progenitor cells. This
hypothesis reconciles the apparently contradictory results
showing thymus inaccessibility for ATG (6,7) and reduced
thymic function after ATG. To ascertain a toxic effect of ATG
on bone marrow progenitor cells, which remains a rare
detectable circulating event, we probably need to explore
more patients with the use of fresh samples to enhance
analysis sensitivity and to shorten the delay following
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induction therapy to detect early variation in hematopoietic
precursor cells.

Circulating Treg increase in patients having received ATG
while decreasing in those having received an a-CD25 mAb-
based induction therapy. Bluestone et al demonstrated that
basiliximab causes a transient loss of both FOXP3* and
FOXP3~ CD25" T cells (18), while Wang et al showed that
Treg function is not influenced by short-term basiliximab
treatment (19). Treg expansion has already been reported
after ATG therapy. Gurkan et al have described a natural
Treg expansion earlier after lymphocyte depletion whereas
peripheral Treg expansion occurred six months after
transplantation (14). Conversely, Bouvy et al have recently
shown that the repopulation of Treg after rATG and
basiliximab therapy was the result of homeostatic prolifer-
ation and not thymopoiesis (20). This is consistent with our
own results: the increase in Treg is rather dependent on
ATG-induced peripheral expansion, since CD31% Treg
decreased one year after ATG. This phenomenon could
favor the protective role of ATG against acute rejection,
although Treg function after transplantation has not been
studied in vivo. Bouvy et al demonstrated an in vitro
suppressive function of Treg whatever the induction
therapy but no difference in the occurrence of biopsy-
proven acute rejection between ATG and basiliximab in 33
consecutive transplanted patients (20). This Treg expansion
could also be interpreted as a compensatory mechanism
against the expansion of late stage differentiated T cells.
Alternatively, Treg expansion, per se, may be a component
of ATG-induced immune senescence. Indeed, Gregg et al
(21) and Wang et al (9) recently reported that Treg
expansion was associated with immune senescence
contributing to the aging-related decline of immune
responses and leading to the higher risk of immune-
mediated diseases, cancer or infections in elderly
individuals.

Pretransplant patients have shorter T cell telomere length
and lower telomerase activity compared to healthy donors,
suggesting that end stage renal disease (ESRD) induced
accelerated immune senescence. Carrero et al reported
similar results in hemodialysis patients (22). Premature
immune senescence in ESRD patients may be related to
oxidative stress and chronic inflammation status. T cell RTL
and RTAincrease in a-CD25 mAb treated patients but not in
ATG recipients. This suggests that renal function recovery
may induce a partial reversion of immune senescence. The
restoration of RTA in a-CD25 mAb recipients could explain
the expansion of RTL in these patients. The absence of
increase in RTL and RTA in ATG-treated patients may be
due to ATG-induced altered thymic output. Yet, ATG-
treated patients did not show shorter T cell telomere length
or lower T cell RTA 1 year posttransplant. Indeed, we
already observed very low values for T cell RTL and RTA in
most patients before transplantation and thus, the detec-
tion of a significant decrease after ATG is difficult to attest
due to the sensitivity of both techniques. Another reason
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might be a late time point of T cell RTL and RTA
measurement in those patients.

We showed that higher CD287CD57+CD4™ T cell frequen-
cy at transplant tended to be associated with a decreased
risk of opportunistic infections, and that a higher
CD28 CD57" CD8" T cell frequency correlates with a
higher risk of CMV disease. These results were only
observed in ATG-treated patients suggesting that ATG
increases the consequences of these immune alterations.
These clinical correlates are consistent with the effects of
ATG on immune profile suggesting ATG-induced acceler-
ated immune senescence. Immune senescence is associ-
ated with an increased risk of infections. Obviously, less is
known on the impact of immune senescence on allo-
immune responses. An expansion of CD28~CD8™ T cell
has been previously described after allogeneic transplan-
tation and associated with better graft outcomes (23). On
the contrary, Yap et al recently identified the expansion of
terminally differentiated effector memory CD8" T cellsasa
biomarker of long-term graft dysfunction (24). Our study
demonstrated that high CD28 CD57" CD4" T cell
frequency at transplant was associated with acute
rejection. Functional features of terminally differentiated
T cells have been widely explored in the elderly (9,10) and
are now well described in younger adults exposed to
several diseases. Chronic inflammation or latent infections
induce repeated antigenic stimulation of T cells, causing
them to proliferate and age more rapidly which could, at
least partly, explained what we observed after ATG
induction. Hence, peripheral reconstitution and CMV
reactivation could participate to this phenomenon.
CD28 CD57" CD8* and CD4% T cell are well-known
markers of latent CMV infection and indirect markers of a
reduced T cell repertoire diversity, enhancing the risk of
infections (10). More recently, CD28~CD57" CD4™ T cell
have been involved in the pathogenesis of inflammatory
and auto-immune diseases, such as rheumatoid arthritis,
chronic inflammatory demyelinating disease of the central
nervous system, inflammatory bowel disease, or athero-
sclerosis (25). It has been reported that CD28 CD4 ™" T cells
express cytotoxic molecules, including perforin, gran-
zyme, and IFN-y (26), as well as adhesion molecules that
enhance their capacity to infiltrate inflamed tissues (27).
These capacities may explain the exclusive association we
have found between acute rejection and CD28 CD57%
CD4™ T cells.

Taken together, our results show that pretransplant
immune senescence by increasing late differentiated
CD4* T cells may modulate the risk of opportunistic
infections and acute rejection in ATG-treated patients. This
suggests that these patients might not benefit from ATG.
Yet, these findings need further confirmation. Future
studies should assess whether these biomarkers could
help in determining the benefit/risk ratio of ATG. Larger
studies with clinical end-points are required to obtain
relevant thresholds.
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ATG may contribute, through central and peripheral
mechanisms, to accelerated immune senescence in
RTRs. Concordant clinical consequences are observed in
patients with pretransplant features of immune senes-
cence. Considering pretransplant immune profile may help
to select those patients who may benefit from ATG.
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Additional Supporting Information may be found in the
online version of this article.

Table S1: Patient characteristics.

Table S2: Details concerning monoclonal antibodies used
in the study.

Figure S1: Circulating CD34" HPCs. (A) Representative
example of CD34 and CDA45 staining to identify HPCs in
PBMC samples. (B) Representative staining examples of
CD10CD38CD117 and CD45RA on CD34™* cells; lymphoid-
HPCs exhibit a CD381CD117 CD45RATCD10" HPC phe-
notype while myeloid-HPCs present a
CD38*CD117"CD45RA~CD10~ HPC phenotype.

Figure S2: Circulating recent thymic emigrants (RTE) in
renal transplant recipients according to patients’ age
and variation of RTE (A RTE) according to induction
therapy and RTE cell population at the transplant time
(day 0). (A) Evolution of RTE cell populations according to
the age of patients (mean age =50 years) between the
transplant time (day 0) and 1 year posttransplant (1 year). (B)
Correlation between RTE cell population and the patient
age. (C) Variation of RTE cell population (A RTE) between
the transplant time and 1 year posttransplant according to
induction therapy. (D) Variation of RTE cell population (A
RTE =[RTE at one year after transplantation—RTE at time
of transplantation]/RTE at time of transplantation) between
the transplant time and 1 year posttransplant according to
RTE cell population at the transplant time (day 0). Values are
expressed in percentage. Bars represent mean values.
Only significant p values between groups are represented.
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« supplementary data » concernant I’article précédent:
METHODS

Description of the ORLY-EST study

The ORLY-EST study is a prospective observational study designed to assess
immunologic factors predictive of post-transplant atherosclerotic events. Four French
transplant centers (Besangon, Nancy, Reims, Strasbourg) participate in this study. To
date, 603 patients have been enrolled. Samples were collected and sent to the
Biomonitoring Platform (CIC-BT506, EFS Besangon, France) for processing and
storage.

Immunophenotype of analyzed T cell subsets

Thymic function was assessed through RTE cell count, defined as
CD62L"CD45RA/CD45RO™CD31" CD3*CD4'T cells. Memory and late stage
differentiated T cells were defined by the following phenotypes: CD45RO*, CD28",
CD57°CD28 CD3"CD8(4)". Naive and effector T cells were defined by the following
phenotypes: CD45RA", CD28", or CD57°CD28" CD3"CD8(4)". Treg were defined by
the following phenotypes: CD25"FoxP3"CD3*CD4" and CD127~ FoxP3"CD3*CD4".
CD31'FoxP3"CD4" T cells were defined as thymic-derived Treg.

Cell sorting

Frozen PBMCs were thawed, washed 2 times with PBS. T cells were isolated by
negative immunomagnetic cell sorting using a human pan T cell isolation kit (Miltenyi
Biotec, Paris, France) with an autoMACS separator pro (Miltenyi Biotec) according to
the manufacturer's recommendations. After release of CD3" negative fraction, CD3"
positive fraction divided in 2 aliquots, one for the RTL and one for the RTA assays,
respectively. Sorted cell populations were confirmed to be > 91% pure.

DNA extraction

Genomic DNA of sorted T cells was extracted using QIAGEN FlexiGene DNAKit
(QIAGEN) according to the manufacturer's protocol. A Nanodrop ND-1000
spectrophotometer (Labtech, Palaiseau, France) was used to quantify genomic DNA.
Genomic DNA was stored in TE buffer (10 mMTris-HCI, 0.1 mM EDTA, pH 7.5) at
4°C at a concentration of < 10 ng/uL. DNA stocks were diluted into pure water before

starting real-time PCR runs described thereafter.
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Relative Telomere Length measurement (RTL)

RTL from T cell were studied through a quantitative real time PCR method adapted
from a method described by Cawthon (1). Briefly, 15 pL master mix containing either
the telomere or B-globin PCR reaction mixture was mixed into 15 uL of each
experimental DNA sample, containing the same amount of genomic DNA diluted in
pure water. The telomere reaction mixture consisted of 15ul Applied Power SYBR
Green PCR Master Mix 2X (Applied biosystems, Werrington, UK), 2.5 mM of DTT
(Invitrogen, France), 100 nM of Tel-1b primer
(CGGTTTGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTT), and 900 nM of Tel-2b
primer (GGCTTGCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCTACCCT). Telomere PCR

was performed at 95°C for 10 minutes, followed by amplification rounds consisting 40

cycles at 95°C for 15 seconds and 60°C for 1 minute with signal acquisition. 3-globin
gene was used to standardize the telomere PCR. The B-globin reaction mixture
consisted of 15ul Applied Power SYBR Green PCR Master Mix 2X, 300 nM of hbg1
primer (GCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGC), and 700 nM of hbg2 primer
(CACCAACTTCATCCACGTTCACC). The B-globin PCR was performed at 95°C for
10 minutes, followed by amplification rounds consisting 40 cycles at 95°C for 15
seconds, 58°C for 20 seconds, and 72°C for 28 seconds with signal acquisition. A
Fusion curve was released at each PCR to check the absence of primer dimerization.
All samples for both the telomere and single-copy gene [B-globin reactions were
performed in duplicate using a quantitative PCR Biorad CFX96 thermocycler and
analyzed with BIO-RAD manager 2.0 software. In addition to the samples, each 96-
well plate contained a 6 point standard curve from 0.7 to 100 ng using genomic DNA
derived from Jurkat cells. The telomere repeat copy number to single gene copy
number (T/S) ratio for a DNA sample is T, the number of nanograms of the standard
Jurkat cells DNA that matches the sample for copy number of the telomere template,
divided by S, the number of nanograms of the standard DNA that matches the
sample for copy number of the B-globin. Two T/S results were obtained for each
sample, and the final reported result for a sample in a given run is the average of the
2 T/S values. Average T/S is expected to be proportional to the average telomere

length per cell.
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Telomerase activity measurement (RTA)

Telomerase activity was examined using the Telo TAGGG Telomerase PCR ELISA
PLUS kit (Roche Diagnostics) according to the manufacturer’s instructions. RTA was
determined for sorted T cell, Jurkat cell (high RTA) and human fibroblasts (low RTA).
After incubation for 30 minutes on ice, cell lysates were centrifuged during 20
minutes at 4°C and 3 pL of cell extract (corresponding to1.5x10° cell equivalents)
was used for each telomeric repeat PCR amplification reaction and 3 pL of
inactivated cell lysate (1.5x10° cells warmed up for 10 minutes at 85°C) were used
for TRAP reaction according to the manufacturer's recommendation. Each TRAP
reaction was performed with amplification of an internal control from the kit to validate
the absence of a PCR inhibitor. The PCR amplification product was then denatured
and hybridized to digoxigenin-labeled detection probes. The resulting products were
immobilized via the biotin label to streptavidin-coated 96-well microplate. Immobilized
amplicons were then detected with an antibody against digoxigenin that is conjugated
to HRP and the sensitive peroxidase substrate, 3,3’,5,5-tetramethylbenzidine. After
incubation for 15 minutes at room temperature, stop reagent was added and sample
values were measured as absorbance (OD) at 450 nm read against the blank value.
RTA was calculated according to the standards as followed: RTA = [(OD sample —
OD negative standard)/OD kit control sample] / [(OD positive standard - OD negative
standard)/OD kit control sample].

Outcomes

Post-transplant atherosclerotic events

Coronary heart disease (CHD): myocardial infarction documented by serial 12-lead
electrocardiogram evidence or Q-wave infarction and appropriate myocardial enzyme
elevations; coronary revascularization including coronary artery bypass surgery or
percutaneous transluminal coronary angioplasty; typical history of angina with
abnormal coronarography; sudden death when a history of CHD was present.
Stroke/cerebrovascular disease: nonhemorrhagic strokes confirmed by neurologic
examination findings consistent with new onset focal neurologic deficits, with or
without computed tomography or magnetic resonance imaging evidence of cerebral
infarction; symptomatic extracranial artery stenosis, resulting in carotid

endarteriectomy.
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Abdominal aortic or lower extremity arterial disease: abdominal aortic repair; lower
extremity revascularization via bypass surgery or angioplasty; lower extremity
amputation; new onset of intermittent claudication confirmed by Doppler or
arteriography findings.

Acute rejection

Acute rejection was considered in the presence of serum creatinine elevation. All
episodes of treated acute rejection and biopsy-proven acute rejection were
considered separately. Acute rejection was defined according to the Banff
classification (2). Systematic biopsies were not performed at any time of the study
period.

Severe bacterial infections

Diagnosis of severe bacterial infections required bacterial infection-related
hospitalization.

CMV disease

Diagnosis of CMV disease required the presence of viral replication and a treatment
by ganciclovir.

Opportunistic infections

Occurrence of opportunistic infections (Pneumocystis carinii, tuberculosis, Epstein-
Barr virus, toxoplasmosis, aspergillosis, zoster infection, Legionella pneumophilia)
was recorded.

New onset diabetes mellitus (NODAT)

NODAT was defined according to the 2003 International Consensus Guidelines on
Diabetes Mellitus in Transplantation (3). This definition is based on the currently
accepted criteria proposed by the Canadian Diabetes Association. In summary,
diabetes is defined by a casual glucose value of 211.1 mmol/L, or a fast plasma
glucose (FPG) value of 27 mmol/L, or a plasma glucose value of 211.1 mmol/L 2 h
after a 75-g glucose load. In our cohort, all of the patients with NODAT were
identified using FPG. Patients with FPG =7 mmol/L or antidiabetic treatment (oral
antidiabetic drugs or insulin) were considered to have NODAT.

Graft Loss

Graft loss was defined as a continuous recourse to dialysis above a 3 months period.
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Two physicians independent of the study and without knowledge of baseline
characteristics were responsible for outcomes ascertainment. This analysis was

performed without knowledge of baseline characteristics.

RESULTS

Thymus-derived T cells decrease after treatment with anti-thymocyte globulins.
Because thymic function depends on subject’s age (4), we determined whether RTE
was influenced by patient’s age. Patients were split into 2 groups according to the
median age (50 y-old). The mean percentage of RTE (mpRTE) and the TREC
number (TREC) were lower in older patients as compared with younger (mpRTE:
25.4 + 13% vs. 30.2 + 13% respectively, p=0.026 (Figure S2A) and TREC: 491 %
3157 vs. 2959 + 3202/150 000 CD3+ T cells, p=0.031 (data not shown)). There was
a negative correlation between patients’ age and both mpRTE and TREC at the time
of transplantation (MpRTE: r=-0.24, p=0.0183 (Figure S2B) and TREC: r=-0.42,
p=0.0005).

The variation in RTE (ARTE) was calculated as: (post-transplant RTE - pre-transplant
RTE)/pre-transplant RTE. Patients having received ATG have a negative ARTE
whereas the a-CD25 mAb control group was characterized by a positive ARTE with a
significant difference between both groups (-49.66 + 65.82% vs. +39.94 + 108.16%,
p<0.0001) (Figure S2C).

Pre-transplant CD31" RTE values of patients having received ATG were split into two
classes separated by the median (139/mm?®). Patients with higher pre-transplant RTE
had a greater decrease in RTE after ATG than those with lower pre-transplant RTE (-
79.60 + 27.93% vs. 20.70 + 78.42%; p=0.0003) (Figure S2D). The variation in RTE
was inversely related to pre-transplant RTE value (r= -0.51; p=0.0003) (data not
shown). Similar results were obtained when thymic function was assessed by TREC

analysis (data not shown).
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SUPPLEMENTARY TABLES

Table S1: Patient characteristics

n

Age, median (range)

Sex ratio

Donor source (DD/LD)

ATG n. (%)

Anti-CD25 n. (%)
Corticosteroid n.(%)
Tacrolimus n. (%)

Ciclosporine n. (%)
Sirolimus/Everolimus n. (%)
Mycophenolate mofetil/Mycophenolic
acid n. (%)

Azathioprine n. (%)

CD4" T cells < 300/mm®n. (%)
CD4/CD8 T-cell ratio < 1 n. (%)
CMV exposure n. (%)

n.: number

DD: deceased donor

LD: living donor

Day 0
97
49 (21-74)
1.53

7 (7.3)
10 (10.4)
48 (50)

97/0 (100)
62 (63.5)
35 (36.5)
85 (88.5)
66 (68.8)
26 (27.1)
3(3.1)
92 (95.8)

1(1)

Year 1
97
50 (22-75)
1.53

24 (25)
27 (28.1)
50 (52.1)
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Table S2: Details concerning monoclonal antibodies used in the study

Antibodies

Allophycocyanin (APC)-Cyanin

conjugated CD3

Pacific blue conj

ugated CD4

(Cy) 7

Phycoerythrin (PE)-Cy 7 conjugated CD8

PE-conjugated CD25

PerCP-Cy 5.5 conjugated CD28

PE-Cy7 conjugated CD31

Fluorescein

conjugate CD57

APC or FITC-conjugated CD45RA

isothiocyanate

ECD-conjugated CD45R0O

PE-conjugated CD62L

PerCP-Cy5.5 conjugated CD127

(FITC)

Alexa Fluor® 647 conjugated anti-FoxP3

mAb

FITC-conjugated LIN (CD3, CD14, CD16,
CD19, CD20, CD56)

PE-conjugated CD10

PerCP-Cy 5.5 conjugated CD34

PE-Cy7 conjugated CD117

Brilliant Violet (BV) 421-conjugated CD38

Horizon (H)-V500 conjugated CD45

clone number

HIT3a

RPA-T4
RPA-T8
4E3
CD28.2
WM59

NC1

HI100

UCHLA1
Dreg56
HCD127

259D

SK7,
SJ25C1,

3G8,

L27, MOPY,

NCAM16.2

HI10a

8G12

104D2D1

HIT2

HI30

Providers

Biolegend, (Ozyme, Saint-Quentin

en Yvelines, France)

Biolegend

Biolegend

Miltenyi Biotec, (Paris, France)

Biolegend
Biolegend
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SUPPLEMENTARY FIGURES
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Figure S1: Circulating CD34" HPCs. Representative example of CD34 and CD45 staining
to identify HPCs in PBMC samples (A). Representative staining examples of CD10 CD38
CD117 and CD45RA on CD34" cells; lymphoid-HPCs exhibit a
CD38°CD117"CD45RA'CD10* HPC phenotype while myeloid-HPCs present a
CD38'CD117"CD45RACD10™ HPC phenotype (B).
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Figure S2: Circulating recent thymic emigrants (RTE) in renal transplant
recipients according to patients’ age and variation of RTE (A RTE) according to
induction therapy and RTE cell population at the transplant time (day 0).
Evolution of RTE cell populations according to the age of patients (mean age = 50
years) between the transplant time (day 0) and 1-year post-transplant (year-1) (A).
Correlation between RTE cell population and the patient age (B). Variation of RTE
cell population (A RTE) between the transplant time and 1-year post-transplant
according to induction therapy (C). Variation of RTE cell population (A RTE = RTE at
one year after transplantation - RTE at time of transplantation]/RTE at time of
transplantation) between the transplant time and 1-year post-transplant according to
RTE cell population at the transplant time (day 0) (D). Values are expressed in
percentage. Bars represent mean values. Only significant p values between groups
are represented.

113



References of supplementary text

1.

Cawthon RM. Telomere measurement by quantitative PCR. Nucleic Acids
Research 2002;30: e47.

Haas M, Sis B, Racusen LC, Solez K, Glotz D, Colvin RB, Castro MC, David
DS, David-Neto E, Bagnasco SM, Cendales LC, Cornell LD, Demetris AJ,
Drachenberg CB, Farver CF, Farris AB 3rd, Gibson IW, Kraus E, Liapis H,
Loupy A, Nickeleit V, Randhawa P, Rodriguez ER, Rush D, Smith RN, Tan
CD, Wallace WD, Mengel M; Banff meeting report writing committee. Banff
2013 meeting report: inclusion of c4d-negative antibody-mediated rejection
and antibody-associated arterial lesions. Am J Transplant 2014;14: 272-83.
Davidson J, Wilknson A, Dantal J, Dotta F, Haller H, HernandezD, Kasiske
BL, Kiberd B, Krentz A, Legendre C,Marchetti P, Markell M, van der Woude
FJ, Wheeler DC; International Expert Panel: New-onset diabetes after
transplantation:2003 International consensus guidelines. Proceeding of an
international expert panel meeting. Transplantation 2003;75[Suppl]: SS3-
SS24.

Gruver AL, Hudson LL, Sempowski GD. Immunosenescence of ageing. J
Pathol 2007;211: 144-156.

114



1. Discussion de I'article

Les GALP ont un impact prolongé sur le systeme immunitaire chez certains
patients. Les résultats de I'article confirment I’hypothese d’'un effet majeur des GALP sur
la perte de la fonction thymique et I'existence d’'une reconstitution immunitaire thymo-
indépendante par prolifération homéostatique apres déplétion des LT. En effet, nous
avons retrouvé une augmentation des Treg périphériques, une inversion du rapport
CD4/CD8, une expansion des LT de phénotypes sénescents CD28-apres GALP. Le rdle du
statut CMV apparait comme un élément amplificateur de ce phénomene notamment sur
I'expansion de LT CD28- et I'inversion du rapport CD4/CD8. Les patients en attente de
transplantation rénale ont des télomeres plus courts par rapport aux donneurs sains
(fonction rénale normale) du méme Aage. Le traitement d'induction joue un rdle
déterminant dans 1'évolution des marqueurs spécifiques d'immunosénescence apres la
transplantation rénale. Alors que la transplantation rénale est accompagnée d'une
réversibilité des marqueurs d'immunosénescence chez les patients traités par Ac anti-
CD25 (augmentation de la longueur relative des télomeres et de l'activité télomérase a
un an), cet effet semble absent chez les patients traités par GALP. Cette augmentation
des télomeres est concomitante de 'apparition d’'une activité télomérase initialement

absente.

Les patients porteurs de maladie rénale chronique au stade d'IRC sévere, de
dialyse et porteur d'un transplant rénal présentent des altérations immunologiques du
compartiment T ayant les caractéristiques d’'une immunosénescence prématurée [ces
caractéristiques sont résumées dans une revue en francais mise en annexe de ce
manuscrit ; revue, (Bamoulid et al. 2015)]. Cependant, I'ensemble des résultats obtenus
montrent que I'étude de la sénescence apres transplantation et notamment apres
utilisation de GALP, ainsi que les mécanismes a l'origine de cette sénescence doit étre
poursuivie. Particulierement, les mécanismes a l'origine de la diminution de la
thymopoiése restent incertains. Certaines GALP sont issues de I'immunisation de lapins
par des extraits de thymus humain amenant a la production d’anticorps dirigés contre
les cellules épithéliales thymiques (THYMOGLOBULINE). Ces cellules sont essentielles
pour soutenir une thymopoiese de bonne qualité [revue, (Anderson et al. 2012)].
L’hypothese d’'une éventuelle thymotoxicité directe des GALP sur des thymus humain in

vivo reste difficile a explorer d’'un point de vue éthique et difficile a extrapoler d’'un point
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de vue technique. Dans un modeéle murin, Ruzek et al ont démontré que les GALP, in
vitro, induisaient une déplétion thymocytaire mais, qu’il n'y avait pas de déplétion
thymocytaire in vivo quelle que soit la dose administrée, suggérant une accessibilité
diminuée des anticorps au thymus et une absence d’effet toxique direct des GALP sur le
thymus (Ruzek et al. 2009). Dans un modeéle de primates non humains, Preville et al ont
retrouvé une déplétion lymphocytaire T secondaire aux GALP, dose-dépendante et
périphérique comprenant le sang et les tissus lymphoides périphériques, mais pas le
thymus (Preville et al. 2001). Chez I'homme, lI'analyse fonctionnelle de I'activité
thymique peut-étre évaluée par imagerie fonctionnelle (Tomographie par Emission de
Positron couplée a un scanner, TEP-scan). Il n’a pas été mis en évidence de corrélation
évidente entre I'’hyperplasie thymique et la reconstitution LT CD4+ a partir de cellules

naives (Sun et al. 2015).

Nous avons confirmé que les GALP ont un impact sur la thymopoiese. La
numération et la proportion de RTE diminuent significativement un an apres
transplantation dans le groupe GALP. Nous avons étudié les mécanismes a I'origine de ce
phénomene. Dans notre travail, la diminution de la fréquence des PG-L chez les patients
du groupe GALP témoignerait d'un effet toxique des GALP en amont du thymus sur les
ressources de populations progénitrices issues de la moelle osseuse. Nous avons
observé une corrélation positive entre la variation des taux de PG-L et celle des RTE
entre JO et un an chez les patients du groupe GALP. L’activité thymique serait donc
dépendante de l'activité médullaire chez les patients du groupe GALP. L’augmentation
de la proportion de PG-M par rapport a celle des PG-L est également un effet décrit dans
I'immunosénescence (Rundberg Nilsson et al. 2016). Avec 1'age, les CSH ont une
différenciation réduite vers la lignée lymphoide (Young et al. 2016). La moelle osseuse
des souris agées compte plus de cellules progénitrices myéloides, au détriment des
cellules progénitrices lymphoides (Sun et al 2012). L’augmentation des cellules
myéloides est un autre marqueur du vieillissement du systéme immunitaire, suggérant
que les GALP pourraient accélérer ce phénomene chez le transplanté rénal. Cependant,
I'étude des CSH a été réalisée sur PBMC décongelées. C’est pourquoi dans I'étude GABII
(présentée ci-apres) des numérations de cellules CSH a partir de sang total utilisant des
billes, ont été réalisées pour la numération des sous-populations lymphocytaires du

sang périphérique ce qui permet d’obtenir des résultats plus précis.
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L'étude GABII (Globulines Anti-lymphocytaires polyclonales & Barriere
Immunitaire Intestinale apres transplantation rénale) est une étude prospective
d'observation initiée en 2014 et congue pour évaluer I'implication du microbiote et de la
TBD dans l'activation de I'inflammation chronique apres GALP en transplantation rénale.
C’est une étude monocentrique pour laquelle les inclusions ont été réalisées au centre de
transplantation du CHRU de Besangon. Les prélevements biologiques et une analyse des
sous-populations lymphocytaires ont été réalisés le jour de la transplantation (]J0), entre
4 et 7 jours (J4), a 3 mois (J90) et un an apres la transplantation (J365). Le recueil des
événements cliniques porte sur une période de 1 an. Une banque de prélévements
biologiques est conservée (cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC), sérum et
selles) au Centre de Ressources Biologiques de Dijon pour les éventuelles analyses
complémentaires. A ce jour, 68 patients ont été inclus mais 3 sont décédés et 4 sont
retournés en dialyse. Des échantillons de sang ont été collectés et envoyés a la
plateforme de biomonitoring (CIC-BT506, EFS Besancon, France) pour traitement et
stockage. Aujourd’hui, tous les patients ont atteints leur suivi a 3 mois mais seulement
46 patients vivants et ayant conservés leurs greffons ont atteint leur suivi a un an. Les

caractéristiques de ces patients sont décrites dans le tableau 5 ci-apres.
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Tableau 5 : Description des caractéristiques des patients de la cohorte GABII.

Patients de I'étude

Variable GABII ayant atteint

le suivi a un an
n 46
Age, moyenne en années 50
Sexe ratio (H/F) 1,88
IMC (kg/m?), moyenne 25,7
Tabagisme actif n. (%) 7(15,2)
Dialysés n. (%) 39 (84,8)
Durée de la dialyse, moyenne en mois 32,1
Premiére transplantation rénale n. (%) 39(84,8)
Presence d'anticorps anti-HLA n. (%) 13(28,3)
Exposition au CMV n. (%) 33(71,7)
Diabéte avant transplantation n. (%) 7(15,2)
Anti-CD25 n. (%) 36(78,3)
ATG n. (%) 10(21,7)
Corticostéroides n. (%) 46 (100)
Tacrolimus n. (%) 43 (93,5)
Ciclosporine n. (%) 0(0)
Sirolimus/Everolimus n. (%) 1(2,2)
Mycophenolate mofetil n. (%) 46 (100)
Rapport CD4/CD8 <1 n. (%) 7(15,2)
Variable Jo a J4 J4 a J9o0 J90 a J365
Statines n. (%) 41(89,1) 40 (87,0) 40 (87,0)
Bactrim n. (%) 16 (100) 43 (93,5) 34 (74,0)
Pentacarinat n. (%) 1(2,2) 13(28,3) 19 (41,3)
Rejet Aigu n. (%) 1(2,2) 2(4,3) ND
Diabéte post-transplantation n. (%) 5(10,9) 5(10,9) ND
Maladie a CMV n. (%) 0(0) 0(0) ND
Infections opportunistes n. (%) 0(0) 1(2,2) ND
Infections bactériennes séveres n. (%) 14 (30,4) 17 (37,0) 24 (52,2)
Antibiothérapie n. (%) 12 (26,1) 15 (32,6) 22 (73,8)
Diarrhées séveres n. (%) 1(2,2) 6(13,0) 7(15,2)
Evénements éthéromatheux n. (%) 1(2,2) 0(0) ND
Rapport CD4/CD8 <1 n. (%) 6(13,0) 8(17,4) 10(21,7)

ND= Non déterminé
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Les progéniteurs ont été dosés sur la cohorte GABII sur des prélevements de sang
total a JO, J90 et J365 uniquement et les analyses ont été réalisées sur les 46 premiers
patients inclus ayant atteints leur suivi a un an. Nous n’avons pas retrouvé de différence
de proportions de sous-populations progénitrices selon le traitement d’induction.
L’analyse de la numération de ces sous-populations n’a pas non plus révélée de
différences significatives (figure 20). La piste d’'une déplétion des PG-L par les GALP
avant leur entrée dans le thymus n’est ici pas confirmée. Néanmoins, nous avons
retrouvé une diminution des RTE dans le groupe ATG, dans les premiers jours suivantla
transplantation. Cette diminution n’a pas été observée chez les patients du groupe Ac
anti-CD25 (figure 20). Chez les patients VIH+, la lymphopénie T CD4 est également
associée a une diminution des RTE [revue, (Appay et al. 2016)]. Sauce et al ont décrit
que la lymphopénie T CD4 est corrélée a la diminution des CSH et associée a une
diminution des PG-L (Sauce et al. 2011). Il apparait nécessaire d’augmenter le nombre
de patients a analyser dans notre étude et nous pourrions associer au dosage quantitatif
des CSH, des tests de fonctionnalité de ces cellules comme la capacité a proliférer, a se
différencier en cellules matures et a assurer l'ontogénese des cellules immunitaires
(Shizuru et al. 2005). En effet, a I'inverse de Sauce et al, bien qu’ils observent une
diminution des RTE, Menkova-Garnier et al n’ont pas retrouvé de diminution des CSH
chez les patients VIH+ lymphopéniques T CD4. Les auteurs ont montré que les CSH
présentent une moins bonne capacité de différenciation de la lignée T, secondaire a une
diminution de l'expression des marqueurs de prolifération et de survie et une
augmentation de I'expression des genes impliqués dans la mort cellulaire (Menkova-

Garnier et al. 2016).
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Figure 20: Cellules progénitrices circulantes aprés transplantation rénale selon le traitement
d’induction (ATG vs. Ac anti-CD25). Evolution du nombre de PG-L apreés transplantation selon le
traitement d’induction (A). Evolution du nombre de PG-M aprés transplantation selon le traitement
d’induction (B). Evolution du nombre de RTE apres transplantation selon le traitement d'induction (C).
Les barres représentent les moyennes, *p<0.05, **p<0.01 et ***p<0.001.

Notre travail a également montré que les GALP pourraient favoriser la proportion
de LT de profil phénotypique de sénescence alors que cette observation n’a pas été
retrouvée chez les patients traités par Ac anti-CD25. La encore, nous avons effectué les
marquages de ces sous-populations lymphocytaires sur sang total sur la cohorte GABIL
Nous n’avons pas retrouvé de différence de proportions de LT sénescents selon le
traitement d’induction aux différents temps apres transplantation. L’analyse du nombre
de LT CD8+*CD28- et CD8*CD57+CD28" a montré une diminution de ces cellules a ]90 mais
aucune différence entre JO et un an (figure 21). Une augmentation des LT sénescents

par les GALP a un an n’est donc pas retrouvée dans cette étude.
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Figure 21 : LT circulants de phénotype sénescent aprés transplantation rénale selon le traitement
d’induction (ATG vs. Ac anti-CD25). Evolution du nombre de LT CD8*CD28- apres transplantation selon le
traitement d’induction (A). Evolution du nombre de LT CD8+*CD57+CD28- apreés transplantation selon le
traitement d’induction (B). Les barres représentent les moyennes, *p<0.05, **p<0.01 et ***p<0.001.

Les résultats obtenus dans notre travail princeps n’ont pas été confirmés dans
I’étude GABII, mais ces différences peuvent s’expliquer. Tout d’abord, nous avons réalisé
les marquages sur sang total et non sur PBMC. Les résultats obtenus sur sang total sont
plus précis, cependant le nombre de patients étudié est inférieur, c’est pourquoi il faut
rester prudent quant a l'interprétation des résultats. En effet, dans la publication nous
avons étudié 61 patients ayant recus des GALP alors que nous n’en avions que 10 dans
I’étude GABII. Nous manquons donc de puissance lors des tests statistiques. De plus,
nous avons montré que la progression du phénotype de sénescence apres GALP était
surtout présente chez les patients présentant une inversion du rapport CD4/CD8 a un
an, et elle était amplifiée par la maladie a CMV apres la greffe. Par ailleurs, les patients
inclus dans 1'étude GABII sont exclusivement issus de Besancon et recoivent tous de
I’ATG-Fresenius GRAFALON® ; alors que dans la publication nous avions sélectionné des
patients issus de la cohorte multicentrique ORLY-Est. Les patients de cette étude traités
par GALP ont donc regu soit de 'ATG-Fresenius GRAFALON® (25 patients) soit de la
THYMOGLOBULINE® (36 patients) selon le centre dans lequel ils ont été inclus. Un
travail en cours au sein de notre équipe révele que ces deux traitements ont un effet
différent sur I'induction de la sénescence apres transplantation. En effet, des résultats

préliminaires montrent clairement que le GRAFALON® et la THYMOGLOBULINE®
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entrainent une forte déplétion des RTE apres transplantation, cependant I'effet sur les
LT sénescents est moins marqué avec le GRAFALON® qu’avec la THYMOGLOBULINE®.
Nous avons retrouvé ces résultats également lorsque nous avons séparé les patients
étudiés dans la publication selon le type de GALP (figure 22). Il y aurait donc un effet

propre du type de GALP sur I'induction de la sénescence par ces traitements.
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Figure 22: RTE et LT sénescents circulants apres transplantation rénale selon le traitement
d’induction (GRAFALON ou THYMOGLOBULINE vs. Ac anti-CD25). Evolution du pourcentage de RTE
apres transplantation selon le traitement d’induction (A). Evolution du pourcentage de LT CD8+CD28-apreés
transplantation selon le traitement d’induction (B). Les barres représentent les moyennes, *p<0.05,
*#*p<0.001 et ****p<0.0001.

Enfin, notre équipe a montré que l'état immunologique du patient avant
transplantation peut influencer les événements cliniques survenant apres
transplantation. Bamoulid et al, chez les transplantés rénaux ayant recu des GALP, une
meilleure fonction thymique pré-transplantation rénale, définie selon les RTE, est
associée a une augmentation du risque de rejet aigu (Bamoulid et al. 2016). Dans cette
étude, chez les transplantés rénaux ayant recu des GALP, une proportion élevée de LT
CD4+ de phénotype sénescent (CD57+*CD28-) au moment de la transplantation est
associée a une augmentation de l'incidence cumulée de rejet aigu. Cette constatation fait
écho aux résultats d’Espinosa et al qui ont montré I'implication d’'une proportion élevée
des LT CD4+*CD57+ avant transplantation dans le rejet aigu résistant chez des patients
sous BELATACEPT. La présence de ces LT est retrouvée dans les biopsies de greffons

apres RA. Cependant, les auteurs n’ont pas retrouvé de caractéristiques
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d'immunosénescence associées au marqueur CD57 dans le cadre de leur étude

(Espinosa et al. 2016).

Nous avons aussi montré qu'une proportion élevée de LT CD8* de phénotype
sénescent au moment de la transplantation est associée a un risque plus élevé de
maladies a CMV. La séropositivité pour le CMV accentue I'expansion de LT CD28- et
I'inversion du rapport CD4/CD8 apres GALP. La sénescence pourrait donc étre a la fois
induite par les GALP et par les événements indésirables se développant chez les
transplantés ayant recus des GALP. Dans une autre étude, Crepin et al ont montré qu’un
phénotype d’'immunosénescence chez les patients séropositifs pour le CMV avant
transplantation était un facteur de risque de développer une infection opportuniste ou
une infection bactérienne sévere, de facon indépendante et supérieure au fait d’étre
diabétique et au fait d’avoir recu une thérapie d’induction par GALP. De plus, ils ont
montré que la persistance d'un IRP est plus fréquemment rencontrée lorsque les
patients ont recu des GALP en induction de la transplantation ou s’ils ont présenté une

infection a CMV en post-transplantation (Crepin et al. 2016).
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Partie 2 : Translocation bactérienne digestive en transplantation
rénale

En dehors d'un traitement par GALP, le greffon est une source de stimulations
allogéniques répétées et les co-morbidités associées a la transplantation telles que le
diabete, la dyslipidémie ou des épisodes infectieux récurrents sont a I'origine d’un stress
oxydatif et d’'inflammation chronique (Turkmen et al. 2012). De récents travaux ont
montré que la présence chronique de LPS issu d’'une translocation dans le sang des
bactéries a Gram négatif du contenu intestinal pourrait favoriser la persistance d’un

microenvironnement pro-inflammatoire [revue, (Kell et al. 2015)].

1. Impact de la transplantation rénale sur la translocation bactérienne

digestive

L’'implication du LPS dans I'inflammation chronique a largement été décrite chez
les patients insuffisants rénaux (McIntyre et al. 2011, Wang et al. 2012, Shi et al. 2014),
notamment par 'équipe de Vaziri [revue, (Vaziri et al. 2016)]. La TBD est décrite comme
un facteur non lié a la dialyse favorisant I'inflammation chronique (Sabatino et al. 2015)
et cette derniere est décrite comme un facteur non conventionnel des maladies
cardiovasculaires (Carrero et al. 2009). Dans l'insuffisance rénale, ce sont I'accumulation
de toxines urémiques, 'hypoperfusion rénale et la dialyse qui ont été décrites comme
facteurs affectant I'intégrité de la barriére intestinale a I'origine de la TBD [revue, (Vaziri
2014)]. L’évolution de ce phénomene apres transplantation rénale n’a jamais été décrite.
L’objectif est, d'une part, de confirmer la présence de LPS avant transplantation en
associant un dosage quantitatif au dosage de son activité (Pais de Barros et al. 2015), et
d’autre part, d’étudier I'évolution des marqueurs de TBD apres transplantation et
récupération de la fonction rénale. Enfin, 'impact du LPS sur I'inflammation chronique
et sur les événements cliniques précoces aprés transplantation a été évalué dans ce

travail.
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ABSTRACT

Chronic inflammation in end-stage renal disease (ESRD) is partly attributed to gut bacterial
translocation (GBT) due to a loss of intestinal epithelium integrity. Increased levels of
circulating LPS - a surrogate marker of GBT — contribute to maintain a chronic inflammatory
state. However, circulating LPS can be neutralized by lipoproteins and transported to the liver
for elimination. We aimed to describe the evolution and clinical impact of ESRD-associated
GBT after kidney transplantation (KT). One hundred and forty-six renal transplant recipients
with serum samples obtained immediately before and one year after transplantation (1-Year
post KT) were included. Intestinal epithelium integrity (assessed using iFABP), total LPS
(obtained by measuring 3-hydroymyristate) and LPS activity (representing biologically active
LPS measured by the LAL assay), inflammatory biomarkers (sCD14 and cytokines),
lipoproteins and LPS binding proteins (LBP and PLTP activity) were simultaneously
measured. iIFABP decreased 1-Year post KT, but remained higher than in healthy donors.
Total LPS mass concentration remained stable while LPS activity decreased. Inflammation
biomarkers decreased 1-Year post KT. We concomitantly observed an increase in
lipoproteins. Elevated sCD14 before transplantation was associated with lower incidence of
acute rejection. Although GBT remains stable one year after KT, the contemporary increase in
lipoproteins could bind circulating LPS and contribute both to neutralization of LPS activity
and improvement of ESRD-associated chronic inflammation. Chronic exposure to LPS in
ESRD could promote endotoxin tolerance and explain why patients with higher pre-transplant

sCD14 are less prompt to develop acute rejection after transplantation.

KEYWORDS
Gut bacterial translocation; Lipopolysaccharides; Cholesterol; Chronic inflammation; Kidney

transplant; Acute rejection
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INTRODUCTION

End-stage renal disease (ESRD) is associated with elevated plasma concentrations of pro-
inflammatory cytokines and activated/exhausted leukocytes (Honda et al. 2006, Heine et al.
2012). This state of persistent low-grade inflammation plays a major role in the progression of
chronic kidney disease (CKD), and has been recognized as a non-conventional risk factor and
a promoter for cardiovascular disease (CVD) in CKD (Carrero et al. 2009, Gansevoort et al.
2013). This chronic inflammation results from the persistence of a causative stimulus
stemming from several dialysis-related factors, like membrane bio-incompatibility, and non—
dialysis-related factors like infections, oxidative stress, accumulation of uremic toxins,
comorbidities, genetic factors, diet (Carrero et al. 2009), or more recently described, gut
bacterial translocation (GBT) (Sabatino er al. 2015). Damage to the integrity of the gut
epithelial barrier allows bacteria and their products, especially lipopolysaccharides (LPS), to
translocate from the intestinal lumen into the peripheral blood (Estes et al. 2010). This
disruption has been attributed to accumulation of uremic toxins, metabolites and urea, and
intestinal hypoperfusion (Vaziri et al. 2016) and is potentially aggravated by intra-dialytic and
post-dialytic hypotension (Kwan et al. 2013, Vaziri 2014). Whereas Andersen et al (Andersen
et al. 2016) explored gut damage and permeability with direct and specific biomarkers in
murine ileum and colon tissues, few data are available in CKD patients (Magnusson et al.
1991, Grant et al. 2016).

Once into the blood, LPS is a potent immune stimulating factor. LPS-binding protein (LBP)
carries and transfers LPS on innate immune cells expressing the Toll-Like Receptor-4 (TLR-
4). LPS binding to TRL-4 is followed by solubilization of the co-receptor CD14 (that
generates soluble CD14 [sCD14]) and stimulates the MyD88 and TRIF signaling pathways,
involved in pro-inflammatory cytokine release and subsequent chronic inflammation(Park et
al. 2013). Alternatively, biological activity of circulating LPS may be neutralized by
lipoproteins and, thanks to the ‘reverse LPS transport’ pathway, driven to the liver. Earlier
studies reported that phospholipid transfer protein (PLTP) may play a key role in mediating
lipoprotein binding and neutralization of LPS (Gautier ez al. 2011).

The LAL assay —using lysate of horseshoe crab amebocytes, which enzymatically interacts
with endotoxins— is currently the most frequent method for detection of circulating LPS
(Wong et al. 2015, Munford 2016). In ESRD, Mclntyre et al showed that endotoxemia
measured by the LAL assay is associated with systemic inflammation, features of

malnutrition, cardiac injury, and reduced survival (MclIntyre et al. 2011). Shi et al, in addition
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to the LAL assay, described the presence of bacteria in the peripheral blood by /6S rDNA
sequencing and suggested that any intestinal bacteria detected in peripheral blood of CKD
patients may reveal GBT (Wang et al. 2012, Shi et al. 2014). Besides, Bohrer et al (Bohrer et
al. 2001) showed that peritoneal dialysis fluids and hemodialysis concentrates can interfere
with the LAL assay. However, the LAL assay better reflects LPS activity than a real
quantification of the total LPS mass concentration (Munford 2016). Until now, effective
blood measurements of LPS are missing in clinical studies (Munford 2016). Quantitative LPS
analysis is now available, using spectrometry coupled to high performance liquid
chromatography (Pais de Barros et al. 2015). This method measures total circulating mass of
LPS, including LPS bound and unbound to lipoproteins and not only LPS activity (i.e.,
unbound LPS able to activate the LAL assay).

The evolution of GBT after kidney transplantation (KT) remains unknown. To answer this
question, we conducted a two-step analysis. First, we aimed to describe evolution of GBT
assessed by circulating LPS measurements after weaning of dialysis and the improvement of
renal function following KT, and, second we analyzed its impact on inflammatory status and
post-transplant outcomes. To perform this study, we explored gut epithelial barrier integrity
using a marker of enterocyte damages (Piton et al. 2016), i.e. intestinal fatty acid binding
protein (iFABP), and circulating LPS (by combined measure of total LPS quantity (Pais de
Barros et al. 2015) and the LAL assay). We also explored both LPS-induced inflammation —
by measuring circulating sCD14 as well as inflammatory cytokines— and biliary elimination

pathways.
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RESULTS

Population characteristics

One hundred and forty-six ESRD patients (ESRD) from the ORLY-Est study were included.
We first compared this population with study patients not included in this analysis (n=788) for
baseline characteristics (table 1). The studied population was younger (50.0 vs. 52.4 years-
old; p = 0.032), received more frequently induction with antithymocyte globulins (ATG)
(39.0 vs. 29.2%; p = 0.042) and were more frequently under azathioprine (2.1 vs. 0.1%; p =
0.001), (table 1). Additionally, some of the biomarkers (iIFABP, LPS and sCD14) were also
measured in 11 healthy donors (HD). Renal transplant recipients (RTR) were older than HD
(50.0 vs. 38.7 years-old; p = 0.004). There was no correlation between biomarkers and
patients’ age (data not shown) and no data clearly supports any influence of age on intestinal
permeability (Saltzman er al. 1995, Valentini ef al. 2014, Man et al. 2015), especially in
ESRD.

Table 1: Description of general characteristics of the study RTR population and total RTR

population

ey T
n 146 788
Age, mean in years (range) 50.0 (20-74) 52.4 (18-84) 0.040
Sex ratio (H/F) 1.60 1.75 0.656
BMI (kg/m?), mean 25.3 25.6 0.483
Dialysis n. (%) 133 (91.1) 711(90.2) 0.621
HD n. (%) 94 (70.7) 540 (75.9) 0.419
DP n. (%) 28 (21.1) 144 (20.3)  0.747
DP/HD n. (%) 10 (7.5) 27(3.8)  0.047
Duration of dialysis, mean in months (range) 34.2 (0-219) 40.2 (0-432) 0.107
First renal transplantation n. (%) 135 (92.5) 718 (91.1) 0.595
Presence of anti-HLA antibodies n. (%) 46 (31.5) 241 (30.6) 0.891
CMV exposure n. (%) 117 (80.1) 662 (84.0) 0.752
Diabetes before transplantation n. (%) 22 (15.0) 154 (19.5) 0.186
Anti-CD25 n. (%) 89 (61.0) 446 (56.6)  0.495
ATG n. (%) 57 (39.0) 230(29.2) 0.042
Corticosteroid n. (%) 134 (91.8) 721(91.5) 0.910
Tacrolimus n. (%) 104 (71.2) 511 (64.8) 0.135
Ciclosporine n. (%) 33(22.6) 231(29.3) 0.098
Sirolimus/Everolimus n. (%) 4(2.7) 20 (2.5) 0.888
Mycophenolate mofetil/Mycophenolic acid n. (%) 140 (95.9) 758 (96.2) 0.574

Azathioprine n. (%) 3(2.1) 1(0.1) 0.001

n: number; BMI: body mass index; HD: hemodialysis; DP: peritoneal dialysis; CMV:
Cytomegalovirus; ATG: Antithymocyte globulins
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Intestinal barrier integrity in ESRD and after KT

Circulating iIFABP concentrations significantly decreased one year post-transplant (3.51 +
2.06 vs. 1.90 £ 1.34 ng/ml; p < 0.0001), but remained higher than in HD (1.90 £ 1.34 vs. 0.52
+ 0.57 ng/ml; p < 0.0001), (figure 23A). Circulating iFABP concentrations one year post-
transplant were inversely correlated with glomerular filtration rate (GFR) (r = -0.36; p =

0.0002), (figure 23B).
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Figure 23: Exploration of gut epithelial barrier integrity by measurement of intestinal Fatty Acid
Protein (iFABP). Evolution of iFABP concentrations between ESRD and one year after transplantation
(n=146) for RTR population, and the comparison with the healthy donors (n=11) (A). Spearman
correlation between iFABP concentrations and MDRD, one year after transplantation (B). Only significant
p values between groups are represented, ****p<0.0001.

Circulating lipopolysaccharides in ESRD and after KT

ESRD had higher total LPS concentrations when compared to HD (31.51 + 15.79 vs. 18.95 +
6.51 ng 3-hydroymyristate (3-HM)/ml; p = 0.002), (figure 24A). KT was not associated with
a decrease in GBT (as assessed by LPS), since total LPS remained stable without any
significant variation before and after transplantation (31.51 £+ 15.79 vs. 34.81 + 28.57 ng
3HM/ml; p = 0.92), (figure 24A). However, there was a concomitant significant decrease in
the LAL assay evaluating circulating level of biologically active LPS (6.44 + 3.04 vs. 5.72 +
2.47 EU/ml; p = 0.03), (figure 24B) suggesting a better neutralization of LPS activity after
KT by potential carriers.

131



A Total LPS B LPS activity
»  70q = = 10- =
: | :
= o 8-

= 50 e
4 E 2
T g’ 404 ;l
&S 30- 2 L]
c T £
% 2 204 ]
2 % 2
_g 104 k-]
c t =
w 04 . . w o

ESRD 1-Year post KT Healthy ESRD 1-Year post KT
donors

Figure 24: Total LPS quantity and LPS activity prior and 1-year after kidney transplantation. Comparison
of total circulating LPS concentrations between ESRD patients (n=146) and healthy donors (n=11) (A).
Evolution of total circulating LPS concentrations between ESRD and one year after transplantation (n=146) (B).
Evolution of the activity of LPS measured by the LAL assay between ESRD and one year after transplantation
(n=89) (C). Only significant p values between groups are represented, **p<0.01 and *p<0.05.

LPS-induced inflammation in ESRD and after KT

ESRD patients had increased concentrations of sCD14 when compared to HD (2.34 + 0.63 vs.
1.89 £ 0.55 pg/ml; p = 0.007), (figure 25A). After transplantation, we observed a significant
decrease in sCD14 (2.34 = 0.63 vs. 1.89 + 0.54 pg/ml; p < 0.0001), (figure 25A). Moreover,
LBP (21.65 £ 6.57 vs. 17.72 £ 4.87 pg/ml; p < 0.0001), (figure 25B) and all pro-
inflammatory cytokines decreased simultaneously after transplantation (IL-1B: 631.5 £ 1926
vs. 491.7 £ 2933 pg/ml; p = 0.008; IL-6: 1290 £ 2772 vs. 539.7 + 1945 pg/ml; p = 0.04; IL-8:
4108 + 5392 vs. 2162 + 4377 pg/ml; p = 0.002 and TNF-a: 148.9 + 362.8 vs. 137.6 + 497.4
pg/ml; p =0.001), (figure 25C, D, E, F). At the cellular level, monocyte activation —that may
be related to increased LPS levels— seemed to be downregulated as inflammatory monocyte
count decreased one year post-transplant (61.61 + 67.27 vs. 43.70 + 60.66 /mm’; p = 0.002),
(figure 25G). Overall, these data suggest a concomitant decrease of pro-inflammatory

mediators after transplantation.
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Figure 25: TLR-4 inflammation pathway and pro-inflammatory cytokines. Evolution of sCD14
concentrations between ESRD and one year after transplantation (n=146) for RTR population, and the
comparison with the healthy donors (n=11) (A). Evolution of LBP concentrations between ESRD and one
year after transplantation (n=57) (B). Evolution of IL-1f3 concentrations between ESRD and one year after
transplantation (n=89) (C). Evolution of IL-6 concentrations between ESRD and one year after
transplantation (n=89) (D). Evolution of IL-8 concentrations between ESRD and one year after
transplantation (n=89) (E). Evolution of TNF-a concentrations between ESRD and one year after
transplantation (n=89) (F). Evolution of inflammatory monocytes/mm3 concentrations between ESRD
and one year after transplantation (n=74) (A). Only significant p values between groups are represented,
*p<0.05, **p<0.01, ****p<0.0001.
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Cholesterol and PLTP activity in ESRD and after KT

Total LPS remained higher in RTR, but the decrease in the LAL assay and LPS-induced
inflammation suggests a better assimilation of circulating LPS into carriers. Hence, we also
explored the elimination pathway of LPS by quantifying lipoproteins and PLTP activity.
PLTP activity decreased one year after transplantation (10.68 + 3.23 vs. 9.45 + 2.64
nmol/h/ml serum; p < 0.0001), (figure 26A). Conversely, there was an increase in total
cholesterol (1.63 + 0.38 vs. 1.81 £ 0.50 g/I; p=10.001), C-HDL concentrations (0.43 + 0.14 vs.
0.48 £ 0.16 g/I; p = 0.0002), and C-LDL (0.94 + 0.33 vs. 1.08 £ 0.43 g/l; p = 0.004), (figure
26B, C, D). This suggests a higher availability of lipoproteins potentially capable to bind and
neutralize LPS (figure 27).

A PLTP activity B Total cholesterol
. 15- Fedekk 2.5+ ek
£
5 = 2.0
w
— 10 ;‘E
_F: o 1.5
£ 2
2 8 1.0
£ 5 °
~ =
o O 0.5
-
o
0- 0.0-
ESRD 1-Year post KT ESRD 1-Year post KT
C HDL-cholesterol D LDL-cholesterol
0.7 kel 1.75+ **
0.6 1.50-
= 0.5 = 1.254
U’ ~
= 0.4 2 1.00
303 9
31 41 0.75
% o
0.2- = 0.50
0.1 0.25-
0.0 0.00-
ESRD 1-Year post KT ESRD 1-Year post KT

Figure 26: Evolution of PLTP activity and cholesterol after transplantation. Evolution of PLTP
activity between ESRD and one year after transplantation (n=89) (A). Evolution of cholesterol
concentrations between ESRD and one year after transplantation (n=89) (B). Evolution of C-HDL
concentrations between ESRD and one year after transplantation (n=89) (C). Evolution of C-LDL
concentrations between ESRD and one year after transplantation (n=89) (D). Only significant p values
between groups are represented, **p<0.01, ***p<0.001 and ****p<0.0001.
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Figure 27: Description of the effect of GBT on inflammation before and after Kidney
transplantation. In CKD, the disruption of gut barrier allows the passage of bacterial products (LPS) into
peripheral blood. LPS was supported by LBP to promote the development of chronic inflammation.
Elimination pathway was minority because of dyslipidemia (A). After KT, the increase of lipoproteins
could improve the availability to bind and neutralize LPS. It was associated with a decrease in
inflammation one year after transplantation (B).

Acute rejection

Fifty-seven patients (39%) experienced at least one episode of acute cellular rejection (AR)
during the first year after transplantation in our study population, while there was 18% AR in
the rest of the whole ORLY-EST cohort (SuppTablel). To test whether circulating LPS or
inflammation biomarkers prior to transplantation were associated with acute rejection, we
performed a logistic regression including potential factors associated with AR. Univariate
analysis (table 2) revealed that pretransplant sCD14 (OR = 0.65 [0.37-1.14], p = 0.135),
immunosuppressive drugs (MMF: OR = 0.25 [0.08-0.76], p = 0.015 and corticoids: OR =
0.29 [0.08-1.01], p = 0.051), cytomegalovirus prophylaxis (OR = 0.40 [0.19-0.84], p = 0.016),
gender (OR = 0.55 [0.27-1.10], p = 0.091), body mass index (OR = 1.05 [0.98-1.12], p =
0.152), proportion of CD8" effector T cells (OR = 1.00 [0.98-1.00], p = 0.112) and of naive
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CD45RA'CD4" T cells (OR = 1.02 [1.00-1.05], p = 0.046), delayed graft function (OR = 3.27
[1.41-7.60], p = 0.006), new onset diabetes mellitus (OR = 2.60 [1.17-5.78], p = 0.019),
severe bacterial infections (OR= 2.24 [1.11-4.54], p = 0.025) and opportunistic infections (OR
=2.06 [1.01-4.21], p = 0.048) were associated with AR. In multivariate analysis, sCD14 (OR,
0.43 [0.20-0.90], p = 0.025), MMF treatment (OR, 0.14 [0.04-0.53], p = 0.004), naive
CD45RA" CD4" T cell levels (OR, 1.06 [1.02-1.10], p = 0.001) were associated with AR.
Additionally, we found pretransplant low sCD14 and low values obtained with the LAL assay
were associated with better survival without AR (p = 0.090 and p = 0.036; Kaplan-Meier test),
(SuppFigurel).

Thus, we considered separately patients according to sCD14 median in ESRD (2.26 pg/ml)
(low and high sCD14 group). Total LPS concentrations were higher in high sCD14 group
(34.4 £ 159 vs. 28.7 £ 15.9 ng 3HM/ml; p = 0.02) whereas the LAL assay data were
marginally lower (6.01 + 2.82 vs. 6.65 + 3.15 EU/ml; p = 0.052). No other differences were
observed, especially for inflammatory cytokines which were comparable in both groups.
Nevertheless, the rate of AR was marginally higher in low sCD14 group than in high sCD14
group (24.0% vs. 15.1%; p = 0.052).

Table 2: Association between sCD14 and acute rejection: univariate and multivariate analysis

Logistic regression,

associated factors with acute Univariate analysis Multivariate analysis
rejection
Variable at ESRD N OR IC 95% (0] IC 95%

Sex 146| 0.55 0.27-1.10 0.091
BMI 143| 1.05 0.98-1.12 0.152
Anti-CMV prophylaxis 142 0.40 0.19-0.84 0.016
MMF 146| 0.25 0.08-0.76 0.015 |0.14 0.04-0.53 0.004
Corticoids 146| 0.29 0.08-1.01 0.051
lea've CDASRATCDA' T 1451102 1.00-1.05 0.046 |1.06 1.02-1.10  0.001
CD8" T cells 145| 1.00 0.98-1.00 0.112
sCD14 145| 0.65 0.37-1.14  0.135 |0.43 0.20-0.90 0.025

Early clinical events N OR IC 95% p OR IC 95% p
Delayed graft function 146| 3.27 1.41-7.60 0.006
NODAT 141|2.60 1.17-5.78 0.019 |6.36 2.31-17.52 < 0.0001
bevere bacterial 146|224 111454 0025 [231 094570 0068
infection

Opportunistic infection  146| 2.06  1.01-4.21  0.048
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DISCUSSION

This 1is, to the best of our knowledge, the first study exploring both GBT —assessed by
quantification of circulating biological activity and total mass LPS levels— and the LPS
elimination pathway in ESRD, and the impact of KT on these phenomena. We confirmed the
existence of an important GBT in ESRD associated with an inflammation status. The recovery
in renal function after KT was associated with better gut integrity, yet remaining altered when
compared with HD. However, even when total circulating LPS does not decrease after
transplantation, our data clearly demonstrate down-regulation of LPS activity measured by the
LAL assay, and its association with a decrease in systemic chronic inflammation. The
increase in cholesterol and lipoproteins after transplantation pleads for a higher neutralization
capacity of circulating LPS and may contribute to the improvement of ESRD-associated
inflammatory status (figure 27). Finally, high sCD14 concentration before transplantation
was protective for AR, suggesting a state of strong endotoxin tolerance and

immunosuppression.

High serum concentrations of total LPS, iFABP and sCD14 suggested the existence of GBT
in ESRD. Kidney transplantation allowed weaning of dialysis and is supposed to decrease
uremic toxin concentrations and to improve renal and intestinal perfusion (Vaziri 2014,
Andersen et al. 2016). In our study, we chose to evaluate the integrity of the gut epithelium
barrier with iFABP. This biomarker is a sensitive and specific 14-15 kDa cytoplasmic protein
highly expressed in the enterocytes, normally undetectable in serum, but fast released after
intestinal damage before urine secretion (Piton et al. 2016). High iFABP concentrations,
which could reflect significant gut barrier impairment in CKD, decreased after transplantation
but remained higher than in HD. iFABP was the only marker significantly correlated with
GFR, suggesting that ESRD could promote its accumulation. Hence, decrease in iFABP may
rather reflect an improvement in molecule glomerular filtration following recovery of renal
function than a real improvement in gut barrier integrity after KT because levels remained
higher than HD. This may explain why we did not observe a concomitant decrease in total

endotoxemia as illustrated by the absence of total LPS variation following KT.

Until now, GBT has been assessed by identification of the same bacterial species in the
intestine microbiota and in the peripheral blood of ESRD patients (Wang et al. 2012). This
hypothesis was later confirmed in dialysis populations: bacterial species found in dialysates

were different from those identified in patients’ blood (Bossola et al. 2009), suggesting that

137



the detected species did not translocate from dialysate. Hence, most bacterial species originate
from the intestine flora (Shi et al. 2014). GBT can also be attested by the LAL assay
(measuring LPS) (Mclntyre et al. 2011) or by detection of circulating bacterial-derived DNA
fragments (/6S rDNA) (Shi et al. 2014, Szeto et al. 2015). The novelty and difference of our
study reside in the contemporary measurement of the LAL assay and total circulating LPS by
chromatography (Pais de Barros et al. 2015). This latter method brings new perspectives in
the exploration of GBT and provides new evidence for the intrinsic capacity of circulating
lipoproteins and PLTP to neutralize the activity of LPS. Indeed, we observed distinct
variations of total LPS and active LPS measured by the LAL assay, suggesting a persistent

GBT with a decrease in circulating LPS activity.

The biological impact of persistent GBT after transplantation seems to be minimized, since
we observed a decrease in the LAL assay associated with a down-regulation of inflammation
biomarkers, in particular those related toTLR-4 activation (LBP, sCD14, IL-1p, IL-6, IL-8,
and TNF-a). In accordance with this decrease in innate immune pro-inflammatory cytokines,
we observed a decrease in inflammatory monocyte counts. Nevertheless, inherent anti-
inflammatory properties of immunosuppressive drugs used to prevent kidney transplant
rejection, especially corticosteroids, calcineurin inhibitors and antimetabolites, could not be
excluded from the observed decrease in inflammation. Yet, while inflammatory biomarkers of
innate immune system decreased after transplantation, those derived from T helper cell
polarization did not decrease (IL-2, IL-10 and IL-15 did not variate and IL-7 and IL-22
increased, data not shown). This could suggest that the down-regulation of the inflammation
pathway may be independent from the lymphocyte anti-proliferative effects of maintenance
immunosuppressive drugs. Conversely, corticosteroids have an impact on monocytes and on
pro-inflammatory cytokine gene transcription and could explain the decrease in inflammation.
However, these drugs are mainly used at high doses in the first 3 or 6 months after KT, while

we measured inflammation markers one year after KT.

Endotoxemia, i.e., accumulation of LPS in blood, may result from the altered intestinal
permeability and the ability of neutralization and elimination of circulating LPS by
lipoproteins (Munford 2016). PLTP activity decreased one year after KT. Although PLTP
may accelerate the ‘reverse LPS transport’ pathway, it belongs to a family of lipid
transfer/LBP family. Hence, while PLTP activity could be down-regulated like the other

inflammation biomarkers, cholesterol, particularly C-HDL (complex structures with surface
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lipids), are able to bind and detoxify LPS. Galbois et al showed that incubation of
recombinant HDL with whole blood prevented LPS-induced TNF-a and IL-6 overproduction
in patients with cirrhosis (Galbois et al. 2009). Accordingly, we found higher concentrations
of total cholesterol, C-LDL and C-HDL in RTR while the LAL assay and inflammation
biomarkers decreased. Dialysis patients present a particular dyslipidemia with
hypertriglyceridemia, elevated lipoprotein-a, low-HDL and reduced apoC-1 (Dautin et al.
2007, Maheshwari et al. 2010). The increase in C-HDL concentrations after KT can be
explained by the improvement in quality of life (Lim et al. 2016, Rao et al. 2016), nutrition
status and statin prescription. This increase in lipoproteins could improve binding of
circulating LPS, and thus contribute to the improvement of ESRD-associated inflammatory

status (Lagrost et al. 2014, Foit et al. 2016).

We found that elevated sCD14 in ESRD was protective for AR after KT. T and B cells are
considered as central effectors in AR, but the role of myeloid cells may be underappreciated
(Rekers et al. 2016). Chronic stimulation of myeloid cells by bacterial products has been
associated with endotoxin tolerance, a phenomenon whereby prior exposure of organisms or
cells to low concentrations of endotoxin causes them to become refractory to further
endotoxin stimulation (Biswas et al. 2009, Leentjens et al. 2013). The persistent TLR
stimulation induced a subsequent refractory state in which immunostimulation and
immunosuppression coexist. Multiple factors were implicated in endotoxin tolerance as
dysfunction of lymphocytes and neutrophils; lymphocyte apoptosis; anti-inflammatory
cytokine release and monocyte deactivation, rendering them unable to react and perform
normal cellular functions (Li et al. 2016). Similarly, in CKD/ESRD, the concomitant systemic
inflammation and acquired immunodeficiency exist but has not yet been solved (Anders et al.
2013). In ESRD high sCD14 group, even when total LPS was elevated, we observed a lower
LAL signal and absence of increase in proinflammatory cytokines. Taken together these
results could suggest endotoxin tolerance in this group. One could extrapolate that repeated
exposure to LPS in ESRD reduces the sensitivity to LPS, facilitates suppression of innate and
adaptive immunity after KT and limits AR. Endotoxin tolerance has been reported in several
pathologies such as sepsis, cystic fibrosis, acute coronary syndrome, trauma, and pancreatitis
(Lopez-Collazo et al. 2013). In solid organ transplantation, Testro et al (Testro et al. 2011)
showed that patients who experienced liver AR had higher levels of TLR-4 expression and
also greater capacity to produce proinflammatory cytokines following TLR-4 stimulation

prior to transplantation. In HIV-infected liver recipients, Balagopal er al (Balagopal et al.
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2015) showed that higher logl0 sCD14 levels were associated with a 90% reduced risk of
graft loss. TLR-4 polymorphism could also play an important role in this phenomenon.
Indeed, we previously reported that TRL-4 polymorphisms decreased the risk of AR in RTR
(Ducloux et al. 2005). Moreover, LPS has different potential for immune stimulation
depending on the bacterial genus and LPS structure. Vatanen et al showed that LPS from
Bacteroidetes possess less immunostimulatory activity than Escherichia coli (Vatanen et al.

2016). Data to support this concept in CKD and KT remain to be determined.

Our study has some limitations. Lack of enough serum quantity prevented us to perform all
assays on all samples. Moreover, the limited number of inclusion and the short-term follow-
up did not allow us to better evaluate the long-term clinical impact of GBT. Underreporting of
events, particularly AR, is unlikely in the early post-transplant period when all patients are
still followed in the transplant center. Clearly, findings of this preliminary study need now to
be validated in larger series. Finally, we evaluated LPS which is representative of Gram
negative bacteria but not Gram positive bacteria. It is generally admitted that Gram-negative
facultative anaerobic bacteria and opportunistic pathogens translocate easily than Gram-
positive anaerobic bacteria, yet further investigation of intestinal and blood microbiota
compositions in RTR remained to be explored (Fricke et al. 2014, Vindigni et al. 2015).
Indeed, a disruption in microbiota composition —dysbiosis- could promote loss of gut barrier
integrity (Anders et al. 2013) and be one of the causes of persistent GBT after KT. Lee et al
recently showed dysbiosis in RTR (Lee ef al. 2014) and started to evaluate the impact of
immunosuppressive drugs on this phenomenon (Lee et al. 2015). Immunosuppression may
have an impact on the gut immunity mucosa (Malinowski et al. 2009, Malinowski et al. 2011)

and participate to GBT after KT.

Our study is the first to combine total circulating LPS quantification and evaluation of LPS
activity to better report GBT in vivo. Moreover, it is the first study exploring evolution of
GBT after KT. We did not observe any resolution of GBT following transplantation, but
rather a better neutralization of total circulating LPS involving increase in cholesterol and
resulting in the improvement of GBT-associated chronic inflammation. We observed a
significant reduced risk of AR after KT in RTR with high pretransplant sCD14 concentration.
We hypothesized that LPS repeated exposure in CKD/ESRD patients could promote
endotoxin tolerance and immune suppression protecting patients from acute rejection after

transplantation. Yet larger prospective cohorts are needed to validate this hypothesis.
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METHODS

Patient population and samples

Research has been conducted on biological samples collected in 146 incident renal transplant
recipients (RTR) from the ORLY-Est study (Bamoulid ez al. 2016). As we hypothesized a
relationship between GBT and AR, we included more patients with acute rejection: each
patient with a history of AR was matched for the main demographical characteristics, with 2
patients free from AR (SuppTablel). For each patient, blood samples were collected prior to
transplantation (ESRD) and one year after. Sera were isolated by centrifugation and
cryopreserved. Samples collection was performed after regulatory approval by the French
ministry of health (agreement number # DC-2008-713, June 11 2009). The ethic committee of
Franche-Comté has approved the study (2008). Patients enrolled in the ORLY-EST study
gave their written informed consent. Clinical data were prospectively collected. For details,
see the Methods in the Supporting Information section. Sera were also collected from 11
healthy anonymous volunteer donors at the Etablissement Francais du Sang (EFS, Besancon,

France).

Immunostaining

Absolute numbers of CD4" and CD8" T cells were determined on fresh samples by a single
platform flow cytometry approach using the TetraCXP method, Flow-Count fluorospheres,
and FC500 cytometer (Beckman Coulter, Villepinte, France) according to the manufacturer’s
recommendations. Pro-inflammatory monocytes were stained on fresh samples with the
following conjugated antibodies directed against CD45 (APC, Pharmingen), CD14 (ECD,
Immunotech), CD16 (PC-7, Immunotech), HLA-DR (FITC, Pharmingen), CD86 (PE,
Immunotech) according to the manufacturer’s recommendations. Staining was analyzed on
FC500 cytometer (Beckman Coulter, Villepinte, France). Pro-inflammatory monocyte

percentages and counts were performed on 74 samples.

Endotoxemia

Endotoxin levels were evaluated by both circulating LPS activity and total LPS quantity
measured as described in Pais de Barros JP et al (Pais de Barros er al. 2015). Biological
activity of LPS was quantified in serum of 89 RTR by the end-point chromogenic Limulus
amebocyte lysate (LAL) assay (QCL-1000 kit; Lonza, Walkersville, MD USA) which gives a

magenta color when positive. Briefly, 50 ul of diluted plasma (1:20 dilution in endotoxin-free
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water) were dispensed in each well of a 96-well plate. At the initial time point, S50ul of the
LAL reagent were added to each well. The plate was shaken and incubated at 37°C for 10
minutes. Then, 100 pl of chromogenic substrate warmed to 37°C was added to each well and
incubation was extended for an additional 6 minutes at 37°C. The reaction was stopped by
adding 100 pl of a 25% solution of glacial acetic acid. Absorbance was measured at 405 nm
on a spectrophotometer (Victor3, Perkin Elmer). Total LPS concentration was determined in
serum of all 146 RTR by direct quantitation of 3-hydroxytetradecanoic acid (or 3HM) by high
performance liquid chromatography coupled with mass spectrometry (HPLC/MS/MS). 3HM
is a fatty acid of A lipid, component of LPS.

Soluble factors

iFABP, LBP and sCD14 were measured in serum using enzyme-linked immunosorbent assay
kits, according to the manufacture’s recommendations. iFABP serum levels were diluted 1:3
and measured in 146 RTR with Hycult Biotech kit (Uden, Netherlands). LBP serum levels
were diluted 1:1000 and measured in 57 RTR with Hycult Biotech kit (Uden, Netherlands).
Soluble CD14 serum levels were diluted 1:400 and measured in 146 RTR with Quantikine
ELISA kit (R&D Systems, Minneapolis, MN).

Pro-inflammatory cytokines

The concentrations of IL-1p, IL-6, IL-8, and TNF-a were determined in serum of 89 RTR by
using a Milliplex MAP Human Cytokine/Chemokine Magnetic Bead Panel kit (Millipore,
Billerica, MA). The assays were performed according to the manufacturer's instructions.
Standards and samples were analyzed on a LuminexR® apparatus (Bio-Plex 200, BioRad,
Miinchen, Germany) using the BioPlex Manager Software (Version 5, BioRad, Hercules,

CA).

PLTP activity and lipoproteins

PLTP activity was measured in serum of 89 RTR using a commercially available fluorescence
activity assay from Roar Biomedical (New York, NY, USA), according to the manufacturer’s
instructions. This fluorimetric assay measures the transfer (unquenching) of fluorescent
phospholipids from donor to acceptor synthetic liposomes. Phospholipid transfer rates were
calculated using the initial slope of the phospholipid transfer curve, and were expressed as

initial phospholipid transfer rate (i.e., nmol/h/ml serum). Serum lipoproteins were assayed in
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89 RTR using commercially available kits (Cholesterol, HDL-cholesterol and Triglycerides,
Thermo Fisher Scientific, Finland) on an Indiko Clinical Chemistry analyzer (Thermo Fisher

Scientific, Finland) according to the manufacturer’s instructions.

Clinical outcomes

Clinical outcomes occurring during the year period following KT were prospectively
collected and registered by an independent committee. Definitions are available in the
supplementary text in the Supporting Information section. CMV disease, opportunistic
infections, severe bacterial infections, acute rejection, new onset diabetes mellitus,
atherosclerotic events, graft loss, and death were defined prospectively in the ORLY-Est

study.

Statistical analysis

Data were expressed as means + SD or as percentages. Study values at transplant and one year
after were compared using Wilcoxon paired t-test, others values using Mann-Whitney
unpaired t-test. Spearman rank test was used to determine correlations. Discontinuous
variables were compared using Khi 2 test. All p-values below 0.05 were considered
statistically significant. Logistic regression was used to determine variables associated with
acute rejection. We selected variables with a p value less than or equal to 0.20 to be included
in the multivariate analysis. Results were expressed as Odds ratio (OR) with 95% confidence
interval [CI]. Therefore when the p value was less than 0.05 after multivariate analysis, the
OR was significantly different from 1, either greater than 1 (i.e., risk of acute rejection is
increased) or less than 1 (i.e., risk of acute rejection is decreased).All statistical analyses were
performed using GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, San Diego, CA) and SPSS Statistics
23.0 (IBM, Chicago, USA).
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SUPPLEMENTARY DATA
Methods

Description of the ORLY-EST study

The ORLY-Est study is a prospective observational study designed to assess immunologic
factors predictive of post-transplant atherosclerotic events. Seven French transplant centers
(Besangon, Dijon, Nancy, Kremlin-Bicetre, Clermont-Ferrand, Reims and Strasbourg)
participate in this study. To date, 934 patients have been enrolled. Samples were collected and
sent to the Biomonitoring Platform (CIC-BT506, EFS Besancon, France) for processing and

storage.

Clinical outcomes

Post-transplant atherosclerotic events

Coronary heart disease (CHD): myocardial infarction documented by serial 12-lead
electrocardiogram evidence or Q-wave infarction and appropriate myocardial enzyme
elevations; coronary revascularization including coronary artery bypass surgery or
percutaneous transluminal coronary angioplasty; typical history of angina with abnormal
coronarography; sudden death when a history of CHD was present.

Stroke/cerebrovascular  disease: nonhemorrhagic strokes confirmed by neurologic
examination findings consistent with new onset focal neurologic deficits, with or without
computed tomography or magnetic resonance imaging evidence of cerebral infarction;
symptomatic extracranial artery stenosis, resulting in carotid endarteriectomy.

Abdominal aortic or lower extremity arterial disease: abdominal aortic repair; lower extremity
revascularization via bypass surgery or angioplasty; lower extremity amputation; new onset of
intermittent claudication confirmed by Doppler or arteriography findings.

Acute rejection

Acute rejection was considered in the presence of serum creatinine elevation. All episodes of
treated acute rejection and biopsy-proven acute rejection were considered separately. Acute
rejection was defined according to the Banff classification (2). Systematic biopsies were not
performed at any time of the study period.

Severe bacterial infections

Diagnosis of severe bacterial infections required bacterial infection-related hospitalization.
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CMYV disease

Diagnosis of CMV disease required the presence of viral replication and a treatment by
ganciclovir.

Opportunistic infections

Occurrence of opportunistic infections (Preumocystis carinii, tuberculosis, Epstein-Barr
virus, toxoplasmosis, aspergillosis, zoster infection, Legionella pneumophilia) was recorded.
New onset diabetes mellitus (NODAT)

NODAT was defined according to the 2003 International Consensus Guidelines on Diabetes
Mellitus in Transplantation (3). This definition is based on the currently accepted criteria
proposed by the Canadian Diabetes Association. In summary, diabetes is defined by a casual
glucose value of >11.1 mmol/L, or a fast plasma glucose (FPG) value of >7 mmol/L, or a
plasma glucose value of >11.1 mmol/L 2 h after a 75-g glucose load. In our cohort, all of the
patients with NODAT were identified using FPG. Patients with FPG >7 mmol/L or
antidiabetic treatment (oral antidiabetic drugs or insulin) were considered to have NODAT.
Graft Loss

Graft loss was defined as a continuous recourse to dialysis above a 3 months period.

Two physicians independent of the study and without knowledge of baseline characteristics
were responsible for outcomes ascertainment. This analysis was performed without

knowledge of baseline characteristics.
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assay separated by the median (5.83 EU/ml) (B). Statistical analyses were performed by Kaplan Meier

test.

T T
0 1000

T T T
200,0 300,0 400,0

Time (Days)

T
5000

T
600,0

@®

Patient survival without acute rejection

LPS activity

1,07

067

0,44

0,07

H

L -
1 Pretransplant LAL > median

T

Pretransplant LAL < median

Log rank [Khi2]: 4.39; p=0.036

T T
0 100,0

T T T T T
2000 3000 4000 5000 600,0

Time (Days)

149




Table

Supplementary Table 1: Patients characteristics according to their status for acute
rejection

Variable Acute | No acute

rejection rejection
n 57 89
Age, mean in years (range) 50.0(20-73) 49.7 (20-74) 0.851
Sex ratio (H/F) 2.35 1.28 0.090
BMI (kg/m?), mean 24.1 25.5 0.154
Dialysis n. (%) 51(89.5)  81(91.0) 0.656
Duration of dialysis, mean in months (range) 32.2(7-216) 37.5(0-219) 0.429
First renal transplantation n. (%) 51 (89.5) 84 (94.4) 0.273
Presence of anti-HLA antibodies n. (%) 19 (33.3) 27 (30.3) 0.808
CMV exposure n. (%) 43 (75.4) 74 (83.1) 0.197
Diabetes before transplantation n. (%) 11 (19.3) 11 (12.4) 0.253
Anti-CD25 n. (%) 34(59.6)  56(62.9) 0.544
ATGn. (%) 23 (40.4) 33(37.1) 0.692
Corticosteroid n. (%) 49 (86.0) 85 (95.5) 0.041
Tacrolimus n. (%) 39(68.4) 65 (73.0) 0.548
Ciclosporine n. (%) 13(22.8) 20(22.5) 0.962
Sirolimus/Everolimus n. (%) 3(5.3) 1(1.1) 0.135
Mycophenolate mofetil/Mycophenolic acid n. (%) 55 (96.5) 84 (94.4) 0.561
Azathioprine n. (%) 0(0) 3(3.4) 0.161

After transplantation fkcut‘e Nq ac.ute p

rejection rejection
DGF n. (%) 18(31.6) 11(12.4) 0.005
NODAT n. (%) 19(33.3)  14(15.7) 0.017
CMV disease n. (%) 9(15.8) 10(11.2) 0.425
Severe bacterial infection n. (%) 25 (43.9) 23 (25.8) 0.024
Opportunisticinfection n. (%) 23 (40.4) 22(24.7) 0.046

n.: number; BMI: body mass index; HD: hemodialysis; DP: peritoneal dialysis;
CMV: Cytomegalovirus; ATG: Antithymoglobulin

DGF: delayed graft function; NODAT: new onset diabetes mellitus
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2. Discussion de I'article

2.1. Prise en charge du LPS circulant

Cette étude montre que la transplantation rénale ne semble corriger que partiellement
la TBD puisque nous rapportons des concentrations d'iFABP et de LPS total
significativement plus importantes que chez les donneurs sains a un an de la
transplantation rénale. Néanmoins, l'activité du LPS mesurée par la technique LAL
diminue un an apres transplantation ce qui suggere une meilleure prise en charge du
LPS apres transplantation. Nous avons observé une augmentation des lipoprotéines
aprés transplantation qui pourrait augmenter la capacité de neutralisation du LPS
expliquant la diminution de son activité (LAL) et la diminution de toute la cascade
inflammatoire associée (diminution de LBP, sCD14, cytokines inflammatoires et
monocytes inflammatoires). Les patients insuffisants rénaux chroniques avant
transplantation présentent une dyslipidémie avec une hypertriglycéridémie, une
augmentation des lipoprotéines-a et une diminution du HDL et de I'apoC-1 (Dautin et al.
2007, Maheshwari et al. 2010). Cette dyslipidémie se corrige apres transplantation,
probablement en association avec 'amélioration de la qualité de vie, de la nutrition et la

prescription de statines (Lim et al. 2016, Rao et al. 2016).

Nous n’avons pas montré directement que I'’endotoxémie contribue a
I'inflammation chronique puisque nous n’avons pas retrouvé de corrélations entre le
LPS et les marqueurs d’'inflammation. Dans une étude chez les hémodialysés, Terawaki
et al ont décrit une association entre le LPS et la CRP (Terawaki et al. 2010). L'impact
biologique du LPS circulant est dépendant de sa disponibilité. Ce travail souligne donc
I'importance d’étudier a la fois la voie de I'inflammation, activée consécutivement a la
présence de LPS dans la circulation, et la voie de neutralisation du LPS par les
lipoprotéines, mais également l'intérét de réaliser a la fois un dosage quantitatif du LPS
total, mesuré par spectrophotométrie, et un dosage de son activité biologique, mesurée
par le test LAL. En effet, dans le sérum, les lipoprotéines et d’autres types de protéines
sont capables de prendre en charge le LPS et de diminuer l'activité du LPS dosée par le
test LAL (Pais de Barros et al. 2015). Nous n’avons pas réalisé un dosage du gene 'ARNr
16S, ce qui permettrait d’évaluer non seulement la présence de bactéries a Gram négatif

mais aussi a Gram positif. Dans notre projet, nous pourrions aussi évaluer la différence
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de capacité de neutralisation du LPS dans le sérum, entre les patients insuffisants rénaux
chroniques, les patients transplantés et les donneurs sains, par ajout d’une
concentration connue de LPS dans les différents sera. Si les résultats montrent qu'il y a
autant de LPS total dans tous les échantillons mais que le dosage d’activité diminue dans
les échantillons des transplantés, cela pourraient nous permettre de confirmer que le

LPS est mieux pris en charge apres transplantation.

2.2. Implication clinique de la translocation bactérienne digestive

Au niveau clinique, nous nous sommes intéressés a I'impact du LPS circulant sur
le rejet aigu. Le rejet aigu est un événement clinique dont I'incidence est relativement
précoce, des les premiers jours de la transplantation. Le LPS pourrait étre une source de
stimulation antigénique a l'origine d'une réactivation de l'immunité du receveur
favorisant le rejet aigu. Cependant, notre étude a montré qu’un taux élevé de sCD14
avant transplantation est associé a une diminution du risque de rejet aigu a un an. Nous
suggérons I'’hypothese de l'existence d’'un phénomeéne de tolérance aux endotoxines
pour expliquer ce résultat. Il semble qu’'une habituation progressive a l’exposition aux
endotoxines puisse permettre au systéme immunitaire de s’adapter et de devenir plus
tolérant [revue, (Lopez-Collazo et al. 2013)]. La stimulation persistante de TLR induit un
état réfractaire subséquent dans lequel coexistent l'immunostimulation et
I'immunosuppression. La tolérance aux endotoxines a été rapportée dans plusieurs
pathologies telles que la fibrose kystique, le syndrome coronarien aigu, les traumatismes
et la pancréatite, mais plus largement décrit dans le cadre du sepsis [revue, (Lopez-
Collazo et al. 2013)]. En effet, la premiere phase de l'infection est associée a une hyper-
inflammation aiglie. Cette hyper-réaction a pour but d’éliminer le pathogene. Plus
tardivement, des signes d'immunosuppression associés a une réaction anti-
inflammatoire secondaire sont repérés [revue, (Biswas et al 2009)]. De multiples
mécanismes sont impliqués : (i) le dysfonctionnement des neutrophiles et la perte de
I'expression membranaire de HLA-DR diminuent leur capacité a s’activer; (ii)
I'expression de récepteurs inhibiteurs par les lymphocytes tels que PD-1 (programmed
death-1) ou CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte antigen-4) favorise I'apoptose des LT ; (iii) la
libération de cytokines anti-inflammatoires [revue, (Leentjens et al. 2013)]. Ces
dysfonctionnements entrainent une « immunoparalysie » et une immunosuppression

pouvant rendre les patients plus sensibles aux infections opportunistes (Landelle et al.
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2010). Ainsi, les patients ayant été exposés de facon chronique au LPS avant
transplantation rénale, seraient moins sensibles aux stimulations antigéniques apres
transplantation, suite a une diminution de la présentation des antigénes par les
monocytes et a la présence d'un environnement cytokinique tolérogene, préservant les
patients du rejet aigu [revue, (Biswas et al. 2009)]. Le role de I'immunité innée dans le
rejet de greffe d’organes solides n’est pas encore bien caractérisé, mais elle semble
fortement impliquée. L’ischémie-reperfusion au moment de la greffe libére des
molécules capables d’activer I'inflammation et les molécules d’adhésion, ce qui amplifie
la présentation des antigénes et la stimulation de I'immunité adaptative a I'origine du
rejet. Une faible réactivité de I'immunité innée par la voie des TLR apres ischémie-
reperfusion pourrait prévenir la réaction immunitaire et diminuer le développement
d’une réponse allogénique et ainsi du rejet aigu [revue, (Braza et al. 2016)]. Par ailleurs,
une étude a montré que les Treg expriment TLR-4 et que la présence du LPS favorise
leur survie, leur prolifération et leurs fonctions suppressives, ce qui peut participer a la
prévention du rejet chez nos patients (Caramalho et al. 2003). Nous n’avons pas, dans
notre étude, les éléments cellulaires et mécanistiques nous permettant de soutenir
clairement notre hypothese. Cependant, des résultats similaires ont été retrouvés en
transplantation du foie ou de fortes concentrations de sCD14 ou une faible capacité
d’activation de TLR-4 étaient associées a moins de rejet aigu (Testro et al 2011,
Balagopal et al. 2015). La capacité d’activation de TLR-4 peut également venir du
polymorphisme que I'on observe pour ce récepteur (Read et al. 2001, Agnese et al.
2002). Le polymorphisme Asp299Gly est responsable d'une réactivité altérée de TLR4
au LPS, suite a une diminution de la phosphorylation de NF-kB (Long et al. 2014). Notre
équipe a précédemment rapporté une diminution des rejets chez les patients
transplantés présentant un polymorphisme Asp299Gly ou Thr399Ile de TLR-4 (Ducloux
et al. 2005). Une étude complete de la présence d’'une immunosuppression et de la
capacité de réponse au LPS via TLR-4 serait indispensable pour tester précisément les
hypothéses émises. Par ailleurs, la capacité du LPS a activer les monocytes ne vient pas
seulement de la fonctionnalité du récepteur mais de la structure méme du LPS. Les
différents LPS peuvent entrer en compétition au niveau des récepteurs a I'origine d’'une
diminution de la signalisation des LPS les plus antigéniques. En effet, dans une récente
étude, Vatanen et al montrent que le microbiote est différent dans 3 pays assez proches

géographiquement : la Finlande, I'Estonie et la Russie. Les enfants habitant dans les pays
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a plus haut niveau de vie, a savoir la Finlande et I'Estonie, ont présentés une plus forte
proportion de Bacteroidetes que les enfants vivant en Russie, pays avec un moins bon
niveau de vie. En parallele, ils ont pu s’apercevoir que la prévalence de maladies auto-
immunes et allergiques est plus importante en Finlande et en Estonie qu’en Russie. Les
auteurs montrent que le LPS extrait des Bacteroides inhibe la puissante stimulation
immunitaire induite par le LPS dérivé d’E. coli, ce qui favoriserait I'auto-immunité
(Vatanen et al 2016). Une étude de la composition du microbiote serait donc
intéressante pour déterminer quels genres bactériens et donc quels sous-types de LPS
sont majoritairement présents. Cependant, certaines bactéries ont une meilleure
capacité a transloquer; un séquencage des génes bactériens retrouvés dans la circulation
sanguine pourrait permettre de mieux définir le type de LPS présent. Dans le cadre de
notre projet, nous aimerions analyser par spectrophotométrie les sous-types de LPS
circulants en fonction du nombre de carbones présents dans leurs structures du lipide A,

leurs conférents un caractere plus ou moins activateur de la réponse immunitaire.

Apres transplantation, I'amélioration de la survie sans maladies
cardiovasculaires, par rapport a I'IRC, pourrait étre en partie liée a la diminution de
I'inflammation chronique, observée dans ce travail ainsi que dans les travaux de
Simmons et al (Simmons et al. 2005). L'infection VIH est associée a une élévation de I'IL-
6, du sCD14 et des D-dimeres, qui sont a leur tour associés a la mortalité (So-Armah et
al. 2016). Aussi, une diminution de la survie des insuffisants rénaux chroniques est
relative a I'augmentation des concentrations en sCD14 (Raj et al. 2009, Poesen et al.
2015). L’incidence des maladies cardio-vasculaires est fréquente mais assez tardive
apres transplantation rénale (Prakash et al. 2012); ce qui pourrait expliquer le fait que
nous n’avons pas observé d’effet de la TBD sur ces pathologies dans notre étude sur les
transplantés. Aussi, I'endotoxinémie a été décrite comme facteur de risque de 'incidence
du diabete (Lassenius et al. 2011). 1l serait donc intéressant d’étudier a plus long terme
I'impact de ces phénomenes sur l'incidence de ces événements cliniques. Kane et al ont
rapporté les incidences des infections, du besoin d’hémodialyse et la perte du greffon
post-transplantation rénale en fonction de la présence d’'une TBD chez les donneurs,
évaluée par culture bactérienne des ganglions iléo-caecaux. Aucune différence
significative n’a été retrouvée. Un état de translocation chez le donneur ne semble pas

prédictif d'une TBD chez le receveur apres sa transplantation (Kane et al. 1997).
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2.3. Cinétique des biomarqueurs relatifs a la translocation bactérienne

digestive au cours de la premiére année apres transplantation

D’autres événements cliniques et des changements thérapeutiques se produisent
durant la premiére année aprés transplantation c’est pourquoi il serait également
intéressant de réévaluer les biomarqueurs de TBD a des temps plus précoces. Nous
avons des résultats préliminaires des dosages d’'iFABP, de la quantité de LPS, de la LBP,
de sCD14 et des lipoprotéines, a des temps plus précoces (J4 et ]90) sur 46 patients de
I'étude GABII (données non publiées) (figure 28 et 29). Les dosages ont été réalisés
avec les mémes techniques que celles décrites dans la publication précédente. Les autres
biomarqueurs non présentés a ce jour seront dosés tous ensemble a la fin de I’étude afin

d’éviter les biais d’interprétation possibles.

Globalement, les résultats préliminaires obtenus a JO et un an dans I’'étude GABI],
ont confirmé ce que nous avons précédemment décrit dans l'étude publiée. Les
concentrations en iFABP, de LBP, sCD14 et LDL sont plus faibles un an apres
transplantation. Les concentrations de LDL ont diminuées entre JO et un an dans cette
étude alors qu’elles augmentaient dans I'étude réalisée sur les patients d’'ORLY-Est. Le
LPS total ne varie pas apres transplantation alors que le HDL est présent a des taux plus
élevés a un an qu’a JO. Nous avons pu observer que les variations des marqueurs au
cours de la premiere année étaient importantes. A J4, nous avons observé une nette
amélioration de la TBD. En effet, a I'exception de I'augmentation de la LBP, nous avons
retrouvé une diminution de l’ensemble des marqueurs, méme du LPS total
Généralement, les niveaux de concentrations a J4 étaient similaires a ceux retrouvés
chez les donneurs sains. Par contre, il semble que cette amélioration n’est pas définitive.
En effet, a ]90 nous avons noté une ré-ascension de I'’ensemble des marqueurs qui
restaient stables jusqu’a un an apres transplantation. Seule la LBP présente des

concentrations décroissantes de J4 a un an (figure 28 et 29).
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Figure 28 : Concentrations des biomarqueurs relatifs a la translocation bactérienne digestive
avant et apres transplantation rénale dans la cohorte GABII. Concentrations d’iFABP en ng/ml
avant et apres transplantation rénale en comparaison aux donneurs sains (A). Concentrations de
LPS total en ng/ml avant et apres transplantation rénale (B). Concentrations de LBP et de sCD14 en
pg/ml avant et apres transplantation rénale en comparaison aux donneurs sains (C et D). Les
moyennes sont rapportées dans le tableau de droite. NS= non significatif ; *p<0.05.
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Figure 29: Concentrations des biomarqueurs relatifs a la translocation bactérienne
digestive avant et apreés transplantation rénale dans la cohorte GABII (2). Concentrations de
HDL (A) et de LDL (B) cholestérol en g/l avant et aprés transplantation rénale. Les moyennes sont
rapportées dans les tableaux de droite. NS= non significatif ; *p<0.05
Ces résultats montrent que la transplantation améliore rapidement la TBD mais
de maniére transitoire. En effet, a 3 mois et un an apres transplantation, il semble que
I'on observe a nouveau un état de translocation et d’inflammation. La diminution des
marqueurs a J4 pourrait témoigner d'une dilution sérique des marqueurs suite a
I’hypervolémie induite par le remplissage hydroélectrolytique en période post-
opératoire. Cependant, la LBP augmente a J4, ce qui ne semble pas conforter 'hypothese
de la dilution des marqueurs. La LBP est une protéine inductible, ce qui pourrait
expliquer l'augmentation de la LBP consécutive et rapide apres transplantation.
L’'inflammation engendrée par la chirurgie et 'ischemie-reperfusion serait indépendante
de I'activation de I'inflammation par le LPS mais capable de déclencher la synthese de
LBP et d’autres protéines inductibles telles que la PLTP [revue, (Braza et al. 2016)].

L’ensemble de ces résultats devront étre interprétés dans leur globalité a l'issue de

I’étude GABII.
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Le LPS est un PAMP, il peut donc étre reconnu par les CPA et favoriser la
stimulation et l'activation des LT envers ces antigénes. De nombreuses études ont
montré que la TBD est associée a une activation immunitaire traduite notamment par
I'augmentation des LT activés. Dans I'étude GABII, nous avons pu réaliser le marquage
des LT activés (HLA-DR*CD38*) et de la capacité de prolifération des LT (marqueur
Ki67) (figure 30), a JO, J90 et J365. Nous avons observé une diminution significative de
la proportion et du nombre de LT CD8* activés a J]90 comme nous l'avions observé pour
les LT sénescents, alors qu’entre J90 et un an, le nombre de LT activés augmente a
nouveau (figure 31). Par ailleurs, aucune différence significative de proportions ou de
nombre de LT activés n’a été observée en fonction du traitement d’induction utilisé
(données non montrées). L'interprétation de l'activation T apres transplantation peut
étre discutée compte-tenu de l'utilisation de traitements immunosuppresseurs qui
pourrait bloquer cette population. Chez des patients transplantés rénaux traités par
ATG, I'équipe de Lorio et al a montré des résultats similaires aux nétres. Ils ont d’abord
rapporté que les LT CD3*HLADR* étaient plus importants chez les patients VIH+ avant
transplantation que chez les patients séronégatifs. Dans les deux populations, les
auteurs ont observé une diminution des LT CD3*HLADR* a 3 mois puis une
augmentation progressive entre 3 et 6 mois puis jusqu’a un an apres la transplantation.
L’'immunosuppression ne semble pas diminuer la présence de LT activés (Lorio et al
2016). Ce résultat pourrait s’expliquer par l'activation des LT périphériques
secondairement a la déplétion lymphocytaire ou également par une activation des LT
par les endotoxines ou les autres infections retrouvées apres transplantation rénale.
Nous n’avons pas retrouvé de corrélations entre les LT activés et le LPS et les marqueurs
d’inflammation, ni avant ni au décours de la transplantation. Dans une autre étude chez
les patients VIH+, Wittkop et al n’ont pas retrouvé de corrélation entre les LT CD8*HLA-
DR*CD38* et I'’endotoxinémie. C’est la maladie a CMV qui est associée a l'activation
immunitaire (Wittkop et al. 2013). Les études sur l'implication de la TBD dans
'activation lymphocytaire doivent étre poursuivies en prenant en compte le statut CMV

apres transplantation.
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Figure 30 : Stratégie d’analyse des LT activés en cytométrie en flux a partir de sang total. Exemple
chez un patient. Le CD45 permet la sélection des cellules leucocytaires du sang total. Ensuite nous avons
éliminé les doublets et sélectionné les LT CD3+* au sein desquels nous avons fait une séparation des LT
CD3+*CD4+ et CD3+*CD8*. Ensuite a la fois parmi les CD4 et parmi les CD8, nous avons analysé les sous-
populations lymphocytaires selon leurs phénotypes caractéristiques de I'activation (HLADR*CD38+*) et de la
prolifération (Ki67+) et l'activation et la prolifération cumulées (HLADR*CD38+Ki67+). Le sang total a été
lysé pour éliminer les globules rouges. Le marquage a été réalisé en incubant les cellules d’abord avec les
anticorps membranaires puis intracellulaires aprés perméabilisation (kit ebiosciences). Les cellules ont été

analysées sur le FACSCantoll (BD Biosciences) et les données ont été analysées avec le logiciel DIVA.
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Figure 31 : LT circulants de phénotype activé apres transplantation rénale. Evolution du nombre
de LT CD8*HLADR*CD38* apres transplantation (A). Evolution du nombre de LT CD8*HLADR+*CD38+*
Ki67+ apres transplantation (B). Les barres représentent les moyennes, *p<0.05, **p<0.01 et
***p<0.001.

2.3. Effet des GALP sur la translocation bactérienne digestive

Nous avons suggéré 'hypothese de I'existence d'une toxicité digestive des GALP
sur les cellules immunitaires de la muqueuse intestinale, favorisant la rupture de la
barriéere intestinale et potentialisant la TBD et la sénescence observées apres GALP en
transplantation rénale. Nous avons donc analysé les différences de concentrations des
biomarqueurs relatifs a la TBD et a I'inflammation en fonction de I'induction. Nous avons
séparés les patients que nous avions sélectionnés pour la publication en 2 groupes en
fonction du traitement d’induction : 56 patients ont regus des GALP et 89 patients ont
été traités avec I’Ac anti-CD25. La comparaison entre les 2 groupes a d’abord été réalisée
a JO. Avant transplantation, les concentrations de cytokines proinflammatoires étaient
significativement plus faibles dans le groupe Ac anti-CD25 que dans le groupe GALP
(respectivement, 338 + 1329 vs. 1180 + 2655 pg/ml, p=0,003 pour IL-18; 663 + 2015 vs.
2144 + 3305 pg/ml, p=0,0001 pour IL-6; 3362 + 5509 vs. 5503 * 4252 pg/ml, p=0,015
pour IL-8; et 94 + 328 vs. 252 * 406 pg/ml, p<0,0001 pour TNF-a). La comparaison
entre les 2 groupes a ensuite été réalisée a |]365. A un an de la transplantation, nous
n’avons observé aucune différence sur lI'ensemble des biomarqueurs de TBD de
d’inflammation entre les groupes GALP et Ac anti-CD25 (figure 32). Les cytokines
inflammatoires ne sont pas différentes a un an alors qu’elles I'étaient a ]J0. Cela ne

semble pas traduire un effet potentialisant des Ac anti-CD25 sur I'inflammation car ce
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résultat est dii a une diminution de la concentration des cytokines pro-inflammatoires

dans le groupe GALP un an apres transplantation (effet décrit dans toute la population

apres transplantation), et non pas a une augmentation de I'inflammation dans le groupe

Ac anti-CD25. Dans I’ensemble, ces résultats suggerent 'absence de potentialisation de

la TBD par les GALP.
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Figure 32 : Comparaison a un an des marqueurs de translocation bactérienne digestive selon le
traitement d’induction recgu a JO par les patients de I'étude ORLY-Est, Ac anti-CD25 vs. GALP (ATG).
Aucune différence significative n’a été observée un an apres transplantation suite a une comparaison des
concentrations de chacun des marqueurs selon le traitement d’induction.
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Cependant, I'implication des GALP dans la TBD pourrait étre plus précoce, au
moment de l'induction, c’est pourquoi nous avons effectué les mémes comparaisons sur
les patients issus de I'’étude GABII. Sur les 46 patients étudiés, nous avons pu comparer
10 patients ayant recus des GALP contre 36 ayant recus I’Ac anti-CD25. A ]J90 ainsi qu’a
un an apres transplantation, nous n’avons pas retrouvé de différence significative de
concentrations entre les groupes (y compris pour les LT activés). Cependant, a ]J4, nous
avons observé des concentrations plus importantes de LPS et des concentrations plus
faibles de HDL dans le groupe traité par ATG (respectivement, 65.0 + 28.5 vs. 44.2 + 12.9
ng3HM/ml, p=0.014 et 0.25 + 0.07 vs. 0.41 * 0.12, p<0.0001) (figure 33). Les autres
marqueurs n’étaient pas différents entre les groupes a J4. Ces résultats suggerent que les
GALP pourraient avoir une implication sur la translocation du LPS mais uniquement au
moment de I'induction. L’augmentation du LPS dans le groupe GALP semble assez isolée
et non associée a une augmentation de I'inflammation. La diminution des HDL en regard
de I'augmentation du LPS pourrait traduire une augmentation de I"élimination des HDL
pour augmenter la neutralisation du LPS. Un potentiel impact des GALP au moment de
leur administration sur la TBD devra étre confirmé par des mesures directes de la
perméabilité par des tests aux sucres ou des tests sur des biopsies. Pour le moment,
aucune conclusion ne peut étre tirée quant a l'effet des GALP sur la barriere immunitaire

intestinale.
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Figure 33: Comparaison a J4 des marqueurs de translocation bactérienne digestive selon le
traitement d’'induction recu a JO par les patients de I'étude GABII, Ac anti-CD25 vs. GALP (ATG).
Nous avons observé a J4 des concentrations plus importantes de LPS et des concentrations plus faibles
de HDL dans le groupe traité par ATG. *p<0.05
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Partie 3 : Modifications du microbiote en transplantation rénale, en
fonction du temps et des immunosuppresseurs

Le microbiote serait la source principale du LPS circulant retrouvé chez les
insuffisants rénaux et chez les transplantés. Une modification du microbiote en faveur
d’'une augmentation globale des phyla Actinobacteria, Firmicutes et Proteobacteria ainsi
qu'une diminution des familles Lactobacillaceae et Prevotellaceae a été décrite en cas
d’IRC. Nous souhaitons étudier la composition du microbiote et vérifier si I'on observe
des modifications aprés transplantation rénale. Afin de mieux interpréter les
modifications potentiellement retrouvées, nous voulons voir si la dysbiose peut étre
déclenchée par un facteur environnemental tel que l'utilisation de traitements

immunosuppresseurs ou antibiotiques utilisés en transplantation rénale.

1. Matériels et méthodes

e Stockage des échantillons

Tout de suite apres défécation, les prélevements de selles des patients ont été mis
a +4°C. Ils ont été récupérés dans les 24 heures et homogénéisés a quantité égale avec de

'eau physiologique et mis en ampoules pour une congélation immédiate a -80°C.
e Extraction d’ADN

L’extraction d’ADN a été réalisée a I'aide du kit « QiIAMP DNA stool Mini Kit »
(Qiagen) selon les recommandations du protocole « SOP 6 » de I'lHMS. Nous avons
ajouté 1 ml de tampon ASL sur les selles congelées puis transféré le mélange dans des
tubes contenant des billes Lysing Matrix B @ 0,1mm (2ml, MP Biomedicals) pour le
broyage. Apres une incubation de 15 minutes a 95°C, une lyse mécanique a été réalisée a
'aide du broyeur FastPrep. Les échantillons ont ensuite été refroidis 2 minutes dans la
glace puis centrifugés 5 minutes a 14 000 rpm a +4°C. Les surnageants ont été récupérés
dans un nouveau tube dans lequel on a ajouté 260 ul d’acétate d’ammonium 10M. Apres
une nouvelle centrifugation de 5 minutes a 14 000 rpm a +4°C, les surnageants ont été
récupérés dans un nouveau tube dans lequel on a ajouté volume a volume de
I'isopropanol. Apres une incubation de 30 minutes a +4°C, les échantillons ont été
centrifugés 5 minutes a 14 000 rpm a +4°C et les surnageants ont été retirés par

aspiration a la pipette. Le culot d’acides nucléiques a été lavé avec 500 pl d’éthanol puis
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séché 3 minutes sous-vide a 30°C et enfin, dissous dans 100 pl de buffer TE. Aprées ajout
de 15 pl de protéinase K et 200 pl de buffer AL, les échantillons ont été incubés 10
minutes a 70°C. A l'issue de l'incubation, 200 pl d’éthanol absolu ont été ajoutés au
mélange et I'ensemble a été transféré sur une colonne QIAMP. Ensuite, les étapes

d’extraction d’ADN ont été réalisées selon les recommandations du fournisseur (kit

Qiagen).
e Amplification de la région V4-V6 du gene 16S rDNA par PCR

La région V4-V6 du gene 16S rDNA (560 paires de bases (pb)) a été amplifiée par
des réactions de PCR contenant 10 ng de 'ADN extrait, 25 pl de mix Multiplex (Qiagen),
20 pl d’eau et 2 pl d’amorces foward 515F [5’-NNNNNNNNNN-GYCAGCMGCCGCGGTA-3]
et reverse 1061R [5’-NNNNNNNNNN-CACGRCACGAGCTGACG-3’], spécifiques de chaque
échantillon, a 10 uM. Les amorces contiennent un code barre unique de 10 bases pour
l'identification spécifique de chacun des échantillons. L’amplification par PCR a été faite
en suivant les conditions de températures suivantes : 1 minute a 94°C puis 35 cycles de
30 secondes a 94°C, 30 secondes a 60°C et 45 secondes 68°C. Les précautions standards
de PCR ont été respectées afin d’éviter les cross-contamination entre les échantillons.
Les produits de PCR ont ensuite été purifiés a 'aide du kit « PCR clean up nucleospin »
(Macherey Nagel) selon les recommandations du fournisseur. Une migration et une
quantification de ces produits de PCR purifiés a été réalisée a l'aide s’'un systéme
d’électrophorese automatisée experion en utilisant le kit « DNA 12K » (Biorad) selon les

recommandations du fournisseur (figure 34).
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Figure 34 : Migration de 'ADN amplifié et purifié apres PCR par experion. La
séquence codant pour la région V4-V6 du géne 16S rDNA fait 560 pb.

e Séquencage haut-débit et analyses des séquences obtenues

Les produits de PCR ont ensuite été traités par le laboratoire Genewiz qui a
quantifié et controlé par Agilent Bioanalyzer et PicoGreen nos échantillons. La
construction d’une bibliotheque a été réalisée par ligature d’adaptateurs de séquencages
en utilisant le kit Illumina « TruSeq Sample Preparation ». Les produits de PCR ont
ensuite été séquenceés en utilisant un instrument Illumina Miseq avec un séquencage de

2 fois 300 pb.

Les séquences obtenues ne se chevauchaient pas. En 'absence de recouvrement,
nous avons donc réalisé une sélection des séquences de la région V4 (175 pb) par
recherche de motifs HMM. Les séquences aberrantes ont ensuite été filtrées a I'aide du
logiciel Mothur. Les séquences trop courtes (<140 pb) ou trop longues (>180 pb) ont été
éliminées, de méme que les séquences contenant plus de 10 nucléotides
homopolymeres. Les séquences uniques ont ensuite été regroupées selon une analyse a
99% d’homologie d’identité et seules les séquences uniques répétées plus de deux fois
dans deux groupes différentes ont été gardées pour l'analyse. Les séquences chimeres

ont été retirées en utilisant le programme Uchime.

167



Les séquences ont été regroupées en OTU (cf introduction, partie 1 microbiote,
3.4.3.) sur la base d’'une similitude a 97 % ou plus (Mothur). Les échantillons rares
présentant moins de 10 000 lectures ont été retirés de I'analyse finale. La classification

phylogénétique a également été réalisée a partir de la base de référence Silva.

e Analyses statistiques

Les indices de diversité de Shannon et de Simpson ont été mesurés en utilisant le
logiciel Mothur. Pour comparer les taxons les plus courants, nous avons utilisé les tests
de Mann-Whitney (pour les groupes non appariés) et de Wilcoxon (pour les groupes
appariés). Les distances entre microbiotes ont été calculé avec la métrique thetayc (Yue
& Clayton measure of dissimilarity between the structures of two communities). Celles-ci
ont été utilisées pour une analyse en coordonnées principales (PcoA, pour Principal
Coordinates Analysis). Les différences de communauté entre les groupes ont été évaluées
par un test AMOVA. Les différences de variance au sein de chaque groupe ont été
analysées en utilisant un test HOMOVA. Les corrélations selon les axes PcoA de chaque
OTU ont été évaluées par une corrélation de Spearman. Les OTU ont été comparées
entre elles par analyse Métastats apres une correction de BonFeroni. L’ensemble de ces

tests ont été réalisés avec le logiciel Mothur.

2. Etude de I'impact des traitements immunosuppresseurs d’induction sur le
microbiote, a partir d'un modele murin

Nous avons voulu voir si les modifications que nous pourrons observer apres
transplantation pouvaient étre finalement le reflet de I'impact sur le microbiote des
traitements immunosuppresseurs d’entretien utilisés a vie, mais également de
'antibioprophylaxie par Sulfaméthoxazole/Triméthoprime (BACTRIM®) prescrite les 6
premiers mois apres transplantation rénale. Pour cela nous avons utilisé un modele
murin chez lequel nous avons étudié le microbiote apres administration séparée des

traitements potentiellement utilisé en transplantation (figure 35).
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Figure 35: Traitements immunosuppresseurs et antibiotique (BACTRIM)
utilisés dans le modéle de souris.

A la fin du traitement, les souris ont été sacrifiées. Du sang total a été récupéré
pour la vérification de I'imprégnation thérapeutique. Les plasmas ont été récupérés pour
le dosage quantitatif du LPS (figure 36). Aucune différence significative n'a été
retrouvée quant a la présence du LPS dans le plasma des souris en fonction du type de
traitement recus. De plus, les contenus de l'iléon ont été récupérés et conserveés

directement a -80°C pour I'’étude du microbiote.

Nous avons réalisé I’étude du microbiote des souris sur une des deux expériences
(5 souris par groupe) en réalisant un séquencage des ADN extraits a partir des contenus
de l'iléon en utilisant la méthode décrite précédemment. Les échantillons qui
présentaient moins de 10 000 séquences apres filtration des données ont été éliminés

de I'analyse, ce qui correspond a une souris. Nous avons décrits 784 OTU différentes.
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Figure 36: Dosage quantitatif du LPS. Aucune différence
significative n’a été retrouvée quant a la présence du LPS dans le
plasma des souris en fonction du type de traitement recgus.

2.1. Diversité bactérienne

Les indices de diversité de Shannon et Simpson ont montré une diminution
importante de la diversité dans le groupe BACTRIM et une tendance a la diminution
dans la groupe tacrolimus mais ces observations ne sont pas significativement
différentes de la diversité observée dans le groupe controle. Les autres
immunosuppresseurs ne semblent pas entrainer de modifications de la diversité

bactérienne (figure 37).
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Figure 37 : Diversité bactérienne. La diversité bactérienne est décrite selon les indices de Shannon et
de Simpson, en fonction du traitement regus par les souris. Une diminution significative de la diversité
dans le groupe BACTRIM a été rapporté, *p<0.05.
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2.2. Distribution phylogénétique

Nous nous sommes intéressés a la distribution phylogénétique entre chaque
groupe, en particulier a la proportion des 4 phyla les plus représentés c’est-a-dire
Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria et Proteobacteria. Nous avons retrouvé
classiquement la prédominance des Firmicutes et Bacteroidetes au sein de chaque
groupe (figure 38). Les souris des groupes BACTRIM et tacrolimus ont présentées une
augmentation des Firmicutes [respectivement, 72,1 % et 73,1 % vs. 57,6 % (groupe eau),
50,9 % (groupe ciclo), 58,2 % (groupe siro) et 60,5 % (groupe MMF)]; ainsi qu'une
diminution des Bacteroidetes [respectivement, 25,7 % et 25,7 % vs. 40,7 % (groupe eau),
47,4 % (groupe ciclo), 40,3 % (groupe siro) et 35,7 % (groupe MMF)] par rapport aux
autres groupes. Une augmentation du phylum des Actinobacteria a été observée dans le
groupe MMF comparé a tous les autres groupes [3,0 % vs. 1,3 % (groupe eau), 0,9 %
(groupe ciclo), 0,5 % (groupe tacro), 0,5 % (groupe siro) et 1,5 % (groupe BACTRIM)].
Aucune variation de la proportion des Proteobacteria n’a été retrouvée [0,3 % (groupe
eau), 0,7 % (groupe ciclo), 0,4 % (groupe tacro), 0,2 % (groupe siro), 0,3 % (groupe
MMEF) et 0,5 % (groupe BACTRIM)] (figure 39).

M % Firmicutes M % Bacteroidetes M % Actinobacteria M % Proteobacteria

Eau Ciclosporine tacrolimus

Sirolimus MMF Bactrim

Figure 38 : Représentation graphique de la proportion de phyla selon les groupes.
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Figure 39 : Comparaison des proportions de phyla bactériens entre les différents groupes.

2.3. Représentation multidimensionnelle

La représentation des communautés bactériennes a été réalisée sur une
projection a partir de l'analyse en coordonnées principales (PCoA). Graphiquement,
nous avons retrouvé une répartition homogene du groupe BACTRIM, qui se détache des
autres échantillons (figure 40). La répartition des autres échantillons représentant les
souris controles et traitées par immunosuppresseurs étaient éclatée. Les échantillons du
groupe BACTRIM étaient significativement plus proches entre eux que les échantillons
au sein d'un autre groupe (test AMOVA significatif). De plus, seuls les échantillons du

groupe BACTRIM ont présenté une plus faible dispersion entre eux (test HOMOVA

significatif).

Nous avons recherché ensuite, les OTU associées a nos différences entre
communautés. Nous nous sommes particulierement intéressés aux OTU corrélées aux
axes 1 et 2 en test de Spearman par rapport a la projection en PCOA. La projection des

échantillons du groupe BACTRIM en PCOA était positivement associée a l'axe 1 et

172



négativement associée a l'axe 2. Neuf OTU étaient significativement corrélées
positivement avec I'axe 1 et négativement avec I'axe 2 (OTU 2-24-37-55-57-68-217-366-
580). Sur ces 9 OTU, 2 étaient associées a des bactéries non classées et 1 était associée a
des bactéries du phyla Bacteroidetes, mais les 6 autres appartenaient au phylum des
Firmicutes et plus précisément a la famille bactérienne des Erysipelotrichaceae. En
opposition, nous avons également regardé les OTU associées négativement a I'axe 1 et
positivement a I'axe 2. Une OTU était significativement corrélée négativement a I'axe 1 et
positivement a I'axe 2 (OTU 15). Cette OTU appartenait au phylum Bacteroidetes et plus

précisément a I'ordre des Bacteroidales.

Enfin, les analyses Métastats entre le groupe BACTRIM et les autres groupes ont
fait ressortir les OTU 2, 7 et 13 significativement différentes. Dans le groupe BACTRIM,
I'OTU 2 représentait 38 % des lectures, alors que les OTU 7 et 13 ne représentaient
respectivement que 0,01 et 0,07 % des lectures. Comme nous l'avons vu, 'OTU 2
appartenait a la famille des Erysipelotrichaceae alors que les OTU 7 et 13 appartenaient
au phylum Bacteroidetes et plus précisément a 'ordre des Bacteroidales. Par conséquent,
nous retrouvons les mémes résultats qu'avec le test Spearman, a savoir une forte
prédominance des Firmicutes et une diminution de 'abondance des Bacteroidetes dans

le groupe BACTRIM.
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Figure 40 : Représentation en PCoA des échantillons selon les groupes de souris.
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2.4. Discussion

L’antibioprophylaxie par BACTRIM entraine une diminution de la diversité
bactérienne qui semble associée a une inversion du rapport Firmicutes/Bacteroidetes en
faveur d'une augmentation des Firmicutes et d'une diminution des Bacteroidetes. Cette
inversion a été confirmée par l'ensemble des analyses réalisées sur projection PCOA
puisque des différences significatives ont été observées entre le groupe BACTRIM et les
autres groupes. Les souris ayant recu I'antibiotique sont plus homogenes et stables en
termes de communauté bactérienne avec une prédominance des OTU du phyla des
Firmicutes et une plus faible présence des Bacteroidetes. L’'OTU 2 serait celui le plus
largement associé a la modification du microbiote apres BACTRIM par sa prédominance.

La séquence de I'OTU traduirait la présence des bactéries du genre Faecalibacterium.

L’impact direct de la prise d’antibiotique sur le microbiote est un effet connu. Il a
été décrit un phénomene de résilience du microbiote qui montre qu’apreés une
antibiothérapie, les individus retrouvent quasiment un microbiote semblable a celui
observé a I'état initial. La récupération du microbiote peut étre relativement rapide, en
quelques mois aprés un traitement antibiotique de courte durée (De La Cochetiere et al.
2005), mais cela peut prendre jusqu'a deux ans en cas d’antibiothérapie prolongée
[revue, (Jernberg et al. 2010)]. La diminution de la diversité que I'on a observé est un
effet généralement retrouvé apres tout type d’antibiothérapie [revue, (Modi et al
2014)]. Par contre, les modifications du microbiote sont différentes en fonction de la
sensibilité des espéces a I'antibiothérapie [revue, (Jernberg et al. 2010)]. Panda et al ont
montré une inversion du rapport Firmicutes/Bacteroidetes en faveur d’'une diminution
des Firmicutes et d'une augmentation des Bacteroidetes apres traitement par
fluoroquinolones ou [-lactames (Panda et al. 2014). A l'inverse, nous avons observé
apres BACTRIM, une augmentation des Firmicutes, qui sont des bactéries a Gram positif,
et une diminution des Bacteroidetes, qui sont des bactéries a Gram négatif. Le BACTRIM
pourrait donc avoir un effet positif sur la concentration du LPS potentiellement capable
de transloquer dans le sang, puisqu'’il provient des bactéries a Gram négatif. Il existe peu
de données dans la littérature sur I'impact du BACTRIM sur le microbiote. Chez les
patients VIH+, ce traitement peut étre utilisé en prophylaxie des infections a
Pneumocystis jiroveci. Vesterbacka et al ont comparé des patients sous traitement

antirétroviraux plus ou moins BACTRIM pour étudier les marqueurs de TBD. Ils ont
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observé une diminution de la LBP dans le groupe avec BACTRIM pendant la premiere
année suivant l'initiation du traitement. Cependant, les concentrations de LBP au départ
de I'étude étaient significativement plus hautes dans le groupe BACTRIM que dans le
groupe sans antibiotique. Par ailleurs, ils ont observé une augmentation du LPS a un
mois du début de I'étude dans le groupe sans antibioprophylaxie, mais la encore les
concentrations de LPS au départ étaient différentes entre les groupes (plus hautes dans
le groupe sans antibioprophylaxie) (Vesterbacka et al. 2015). Nous avons montré que
I'augmentation des Firmicutes apres BACTRIM semble étre principalement due a la
prédominance des bactéries du genre Faecalibacterium. Faecalibacterium prausnitzii est
une espece capable d’augmenter les Treg et les cytokines anti-inflammatoires et de
favoriser la production de mucus (Qiu et al. 2013, Wrzosek et al. 2013). Ces résultats
suggerent que le BACTRIM pourrait avoir un effet bénéfique sur la diminution de la TBD
et de l'inflammation mais ces résultats restent a confirmer. Il a été montré que les
modifications du microbiote aprés antibiothérapie pouvaient étre associées au
développement des especes bactériennes pathogenes telles que Clostridium difficile ou
Salmonella typhimurium (Ng et al. 2013). De plus, le LPS de ces bactéries a un plus fort
pouvoir antigénique que celui de certaines bactéries du genre des Bacteroides (Vatanen
et al. 2016). En effet, dans une autre étude, la modification du microbiote par les
antibiotiques est associée a une augmentation de 'activité du LPS dans le sang. Dans un
modele murin, Jin et al ont retrouvé une augmentation des Firmicutes et une diminution
des Bacteroidetes apres traitement par pénicilline G ou érythromycine, de méme que
dans notre étude apres BACTRIM. Les auteurs rapportent une augmentation du LPS
sérique, et également une augmentation des marqueurs inflammatoires (Jin et al. 2016).
I[Is supposent que c’est 'augmentation de la mort des bactéries a Gram négatif
appartenant au phyla Bacteroidetes qui favorise la libération et I'augmentation du LPS.
Dans cette méme étude, les auteurs ont observé une diminution des peptides
antimicrobiens au niveau de l'illéon qui pourrait soutenir cette idée. Les résultats
semblent encore controversés quant a I'effet protecteur ou inducteur des antibiotiques
sur les modifications du microbiote, la TBD et l'inflammation. Certaines études ont été
réalisées chez I'homme, d’autres chez la souris, c’est pourquoi, il faut rester prudent
quant a l'interprétation d’'une modification retrouvée au sein du microbiote et son
implication clinique sur 'organisme. D’un point de vue clinique, une modification du

rapport  Firmicutes/Bacteroidetes est largement impliquée dans 1'obésité.
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L’antibioprophylaxie pourrait peut-étre jouer un rdle dans le développement des
maladies métaboliques observées apres transplantation rénale. Il serait également
intéressant de comparer les modifications du microbiote chez les transplantés rénaux
ayant recu une antibioprophylaxie par BACTRIM ou Pentamidine isétionate
PENTACARINAT, utilisé en cas d’'intolérance ou de contre-indication au BACTRIM. Le
PENTACARINAT est un aérosol, ainsi son administration se fait par voie nasale et

occasionne peut-étre moins de troubles au niveau du microbiote intestinal.

Par ailleurs, 'ensemble de nos résultats montrent que les immunosuppresseurs
d’entretien ne semblent pas induire de modifications majeures du microbiote. Nous
avons observé une tendance a la diminution de la diversité bactérienne et une
augmentation de la proportion des Firmicutes apres tacrolimus, ainsi qu’'une
augmentation de la proportion des Actinobacteria aprés MMF, mais les analyses en
projection PCOA ne sont pas significatives. L’'impact des immunosuppresseurs
d’entretien utilisés en transplantation sur le microbiote est tres peu étudié. Lee et al ont
montré une association entre 'abondance de Faecalibacterium prausnitzii et la dose de
tacrolimus administrée (Lee et al. 2015). Dans notre étude, le tacrolimus semble avoir
un impact modéré mais similaire a celui obtenu apres BACTRIM. L’abondance des
bactéries du genre Faecalibacterium augmentait apres BACTRIM lui conférant des

propriétés plutét protectrices. Il se pourrait que le tacrolimus ait un effet similaire.

Certaines études ont montré un impact des immunosuppresseurs d’entretien sur
la barriere intestinale. Malinowski et al ont testé, dans un modele de rats, 'impact de la
ciclosporine A, du tacrolimus, du MMF, de I'acide mycophénolique (MPA), du sirolimus,
et de I'évérolimus sur l'intestin gréle et le colon et la barriere intestinale par la méthode
de la chambre d’Ussing. L'évérolimus, le tacrolimus et le MPA a fortes doses entrainent
une altération de la barriére intestinale, uniquement au niveau de l'intestin gréle
(Malinowski et al. 2011). Dans une autre étude, Tourret et al ont testé, dans un modele
murin, l'impact des corticoides, et notamment la prednisolone utilisée en
transplantation rénale, du tacrolimus, du MMF et de I'évérolimus sur le microbiote et la
barriere intestinale (Tourret et al. 2016). De méme que Malinowski, ils ont retrouveé une
altération de la barriere intestinale au niveau de l'iléon apres évérolimus (diminution
des peptides antimicrobiens). En adéquation avec nos résultats, ils n’ont pas observé de

modifications de la composition du microbiote apres tacrolimus, MMF ou évérolimus.
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Dans notre étude, nous n’avons pas testé l'effet des corticoides. Cependant, Tourret et al
ont retrouvé des modifications du microbiote, en faveur d'une diminution des
Bacteroidetes et d’'une augmentation des Firmicutes, ainsi qu'une diminution des
peptides antimicrobiens apres administration de prednisolone (Tourret et al. 2016).
Chez 'homme, Kubler et al ont montré, a partir de biopsies intestinales obtenues chez
75 patients atteints de maladie de Crohn, que l'administration par voie orale de
corticoides ou d’azathioprine n’a pas d’'impact majeur sur la synthese de défensines

antimicrobiennes au niveau de l'iléon et du colon (Kubler et al. 2009).

La prise en compte de l'impact des traitements couramment utilisés en
transplantation rénale sur le microbiote pourra nous aider a mieux appréhender les
éventuelles modifications du microbiote que 'on pourra retrouver dans notre étude

chez '’homme. Les effets précis de ces traitements doivent encore étre élucidés.

3. Modifications du microbiote apres transplantation rénale

3.1. Description de la population étudiée

Nous avons travaillé sur les premiers patients de I'’étude GABII pour lesquels
nous avions tous les prélévements de selles. Les échantillons de selles ont été prélevés et
traités comme décrit précédemment dans le matériel et méthodes. Ces données
préliminaires présentent I'étude du microbiote de 16 patients pour lesquels nous avons
tous les prélevements a J0, J4 et J90 aprées transplantation. Six de ces 16 patients ont
également un prélévement a J365. Les caractéristiques de ces patients sont décrites dans

le tableau 6. Cinq patients ont recus un traitement d’induction par GALP.

Les échantillons qui présentaient moins de 8 000 séquences apres filtration des
données ont été éliminés de l'analyse, ce qui représente 3 échantillons (un a J4, un a J90

etun a]J365). Nous avons décrits 1445 OTU différentes.
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Tableau 6 : Caractéristiques de la population d’étude du microbiote.

Seize patients ont été issus de

la cohorte GABII.
. Population .

Variable Sy Variable Ja J90 J365
étudiée

n 16 Bactrim n. (%) 16(100) 14(87,5) 0(0)

Age, moyenne en années 51 Pentacarinat n. (%) 0(0) 3(18,8) 1(6,3)

Sexe ratio (H/F) 3 Rejet Aigu n. (%) 1(6,3) 1(6,3) ND

IMC (kg/m?), moyenne 25,2 Diabeéte post-transplantation n. (%) 3(18,8) 0(0) ND

Tabagisme actif n. (%) 2(12,5) Maladie a CMV n. (%) 0(0) 0(0) ND

Dialysés n. (%) 14(87,5) Infections opportunistes n. (%) 0(0) 0(0) ND

Durée de la dialyse, moyenne en mois 35,6 Infections bactériennes séveresn. (%) 6(37,5) 6(37,5) 8(50)

Premiére transplantation rénale n. (%)  12(75) Antibiothérapie n. (%) 5(31,2) 6(37,5 7(43,8)

Presence d'anticorps anti-HLA n. (%) 4(25) Diarrhées sévéres n. (%) 0(0) 2(12,5) 2(12,5)

Exposition au CMV n. (%) 11(68,8)  Evénements éthéromatheux n. (%) 0(0) 0(0) ND

Diabete avant transplantation n. (%) 2(12,5) Rapport CD4/CD8 <1 n. (%) 1(6,3) 3(18,8) 3(18,8)

HTA n. (%) 9(56,3)

Anti-CD25 n. (%) 11(68,8)

ATGn. (%) 5(31,2)

Corticostéroides n. (%) 16 (100)

Tacrolimus n. (%) 13(81,3)

Ciclosporine n. (%) 0(0)

Sirolimus/Everolimus n. (%) 0(0)

Mycophenolate mofetil n. (%) 16 (100)

Rapport CD4/CD8 <1 n. (%) 2(12,5)

3.1. Diversité bactérienne

Les indices de diversité de Shannon et Simpson ont montré une diminution
importante de la diversité a J4 et ]90 apres transplantation. Un an apres transplantation,
la diversité a augmenté et les niveaux de diversité étaient aussi (indice de Shannon)
voire plus importants (indice de Simpson) que ceux rapportés avant transplantation
(figure 41). L’analyse de la variation de la diversité patient par patient selon le temps a
révélé une hétérogénéité entre nos patients. Certains patients ont présenté une
augmentation de la diversité a J4 puis une diminution a J90 alors que la plupart ont
présenté une diminution de la diversité a J4 puis une stabilité ou une augmentation a
J90. Cependant, les 5 patients ayant un point a J365 ont présenté une augmentation de la

diversité un an apres transplantation (figure 42).

179



5- - ¥ kk 50- "k
€ 4 —- T _|_ § 401
c
Qo
5 3- J_ E 304 T e
c =
m = w
) (4]
3 2- 1 T S 20-
g g
E 1 - £ 10+ J_
- - 1 -
0 T T T T 0 ) T T T
JO J4 Jao J365 JO J4 J90 J365

Figure 42 : Diversité bactérienne. La diversité bactérienne est décrite selon les indices de Shannon et de
Simpson, en fonction temps apres transplantation rénale chez les transplantés. Une diminution
significative de la diversité a J4 et J90 apres transplantation a été rapporté, *p<0.05 et ***p<0.001.
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Figure 41 : Variations de la diversité bactérienne au cours du temps pour chaque individu de
I’étude. Chaque couleur représente un patient de I'étude.

3.2. Distribution phylogénétique

Nous nous sommes intéressés a la distribution phylogénétique avant et a
différents temps apres transplantation, en particulier a la proportion des 4 phyla les plus
représentés c’est-a-dire Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria et Proteobacteria. Nous

avons retrouvé classiquement la prédominance des Firmicutes et Bacteroidetes au sein
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de chaque groupe (figure 43). A J4 et J90, nous avons observé une diminution des
Firmicutes (39,5 % a J4 et 38,1 % a J90 vs. 45,2 % a ]J0) et une augmentation des
Bacteroidetes par rapport a J0 (31,2 % a J4 et 37,8 % a J90 vs. 26,6 % a ]J0). A un an, les
proportions de ces phyla semblaient revenues similaires a celles observées a J0 mais les
différences ne sont pas significatives (46,7 % de Firmicutes et 27,0 % de Bacteroidetes)
(figure 44). Une augmentation non significative de la proportion des Proteobacteria a
été observée a4 (6,3 % aJ4vs.3,1%a]j0,3,1%aJ90 et 1,6 % a]365). Aucune variation
significative de la proportion des Actinobacteria n’a été retrouvée (3,4 % a J0, 1,6 % a J4,

0,6 % aJ90 et 3,2 % a J365).

m % Firmicutes m % Bacteroidetes m % Actinobacteria m % Proteobacteria

JO Ja

J365

J90

Figure 43 : Représentation graphique de la proportion des principaux
phyla selon le temps apres transplantation rénale.
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Figure 44 : Comparaison des proportions des principaux phyla bactériens aux différents temps.

3.3. Représentation multidimensionnelle

La représentation des communautés bactériennes a été réalisée sur une
projection a partir de l'analyse en coordonnées principales (PCoA). Graphiquement,
nous avons retrouvé une répartition éclatée des échantillons selon les patients ou selon
le temps apres transplantation. Deux patients (258 et 264) présentaient des microbiotes
significativement plus proches entre eux dans le temps que les autres patients (test
AMOVA significatif). De plus, les échantillons de ces patients aux 4 temps ont présenté
une plus faible dispersion entre eux (test HOMOVA significatif) (figure 45). Les analyses
AMOVA et HOMOVA de tous les échantillons en fonction du temps n’ont révélées aucune
différence significative (figure 46). Nous avons noté un groupe qui se détachait en
analyse PCoA, principalement composé d’échantillons au temps J90. Ce groupe est
positivement associé a 'axe 1 et négativement associé a I'axe 2. Nous avons retrouvé 8
OTU (OTU 3-55-157-212-367-414-788-1191) corrélées aux axes 1 et 2 en test de
Spearman par rapport a la projection en PCOA. Sur ces 8 OTU, 2 étaient associées a des

bactéries du phyla Firmicutes et 1 était associée a des bactéries non classées, mais les 5
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autres appartenaient au phylum des Bacteroidetes et plus précisément a l'ordre des
Bacteroidales. Enfin, nous avons réalisé une représentation des patients en PCoA en
fonction du traitement d’induction qu’ils ont regu (figure 47). Aucune différence
représentative n’a été observée entre les patients traités par GALP et ceux traités par Ac
anti-CD25. L’allure de la représentation graphique est similaire a celle obtenue quand on

analyse les patients eux-mémes.
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Figure 45 : Représentation en PCoA des échantillons, comparaison entre les patients.
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Figure 46 : Représentation en PCoA des échantillons, comparaison entre les temps apres

transplantation.
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Figure 47 : Représentation en PCoA des échantillons en fonction du traitement d’induction.
En noir sont représentés les patients ayant recu des GALP, en rouge sont représentés les patients
ayant recu des GALP et I’Ac anti-CD25 et en vert sont représentés les patients ayant regu 1’Ac anti-
CD25.
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3.4. Discussion

Nous avons montré que la diversité bactérienne diminue apres transplantation a
J4 et ]90. Cependant, a un an, la diversité est aussi élevée que celle observée avant
transplantation. Nous avons observé des modifications de la composition du microbiote
apres transplantation mais ces différences ne sont pas significatives en projection PCoA.
Nous avons observeé une diminution des Firmicutes, qui sont des bactéries a Gram positif,
et une augmentation des Bacteroidetes, qui sont des bactéries a Gram négatif, a J4 et ]90.
Une augmentation non significative de la proportion des Proteobacteria a été observée a
J4. Les profils bactériens a JO et un an sont plus similaires entre eux. En analyse par
projection, 'ensemble des patients étudiés est tres hétérogene. Lorsqu’'on analyse en
projection PCoA les échantillons en fonction du temps ou en fonction du traitement
d’induction, le profil graphique est le méme que celui observé lorsqu’on fait la projection

des patients.

Dans I'IRC, des modifications du microbiote principalement attribuées a
I'accumulation de toxines urémiques ont été décrites [revue, (Sampaio-Maia et al
2016)]. Vaziri et al ont comparé le microbiote issu des selles de 24 patients en IRC a
celui de 12 volontaires sains. L’analyse globale des phyla ne montrent pas de différence
entre les insuffisants rénaux et les donneurs sains. Cependant, 'analyse des sous-
familles a montré une expansion des familles bactériennes appartenant au phylum des
Actinobacteria (Actinobacteridae), au phylum des Firmicutes (Clostridia) et au phylum
des Proteobacteria (Delta et gammaproteobacteria). En particulier, une expansion des
especes bactériennes possédant de 1'uréase, de l'uricase, des enzymes formant l'indol et
le p-crésol a été démontrée (Wong et al. 2014, Barrios et al. 2015). En paralléle, ils
observent une diminution, non significative, des bactéries du phylum Bacteroidetes et
des bactéries de la famille des Lactobacillaceae (Firmicutes). Dans un modele
complémentaire chez le rat, les auteurs ont retrouvés globalement une richesse
bactérienne plus importante chez les rats insuffisants rénaux et ils ont retrouvés les
mémes variations de la composition du microbiote (Vaziri et al. 2013). De fagon
similaire, Wang et al ont retrouvé une plus forte densité bactérienne chez les patients
insuffisants rénaux que chez les individus controles. Ils décrivent également une
expansion de 5 genres bactériens (Klebsiella, Proteus ssp, E. coli, Enterobacter,

Pseudomonas) appartenant au phylum des Proteobacteria (Wang et al. 2012).
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Les Lactobacilles ont un role important dans la protection contre les especes
pathogénes a Gram négatif ou contre les bactéries anaérobies facultatives par :
compétition entre les especes, sécrétion de mucines, protection des CEI et des TJ. C’est
pourquoi, la diminution des Lactobacillaceae chez les patients insuffisants rénaux peut
favoriser 'expansion de bactéries pathogenes et la TBD [revue, (Sampaio-Maia et al.
2016)]. Les Enterobacteriaceae et autres Proteobacteria sont des bactéries anaérobies
facultatives a Gram négatif souvent douées d'une mobilité et largement impliquées dans
la production d’endotoxines. Leur augmentation en cas d’'IRC serait donc impliquée dans

le développement de I'endotoxinémie [revue, (Sampaio-Maia et al. 2016)].

L’évolution de la composition du microbiote apres transplantation rénale reste
peu décrite. Deux principales études pilotes ont été précédemment menées. Dans leur
étude, Fricke et al ont travaillé entre autres sur des échantillons de selles récupérés chez
60 patients transplantés rénaux avant la transplantation, puis 1 et 6 mois apres la
transplantation. Ils ont réalisé un séquencage de la région V1-V3 du gene ARNr 16S par
technique 454 (pyroséquencage). L’ensemble des patients a regu une antibioprophylaxie
au BACTRIM pendant 6 mois apres la greffe. Une diminution de la diversité bactérienne
(indice de Shannon) a été rapportée a un mois du jour de la transplantation. Cette
observation semblait stable puisqu’il n’y a pas eu de changement de la diversité entre 1
et 6 mois apres transplantation. Une diminution significative de la présence de
Firmicutes a été observée entre JO et 1 mois. Ensuite, 'abondance de certaines bactéries
des Firmicutes est augmentée entre 1 et 6 mois. Aucune autre variation n’a été décrite en
fonction du temps. D’'un point de vue clinique, une plus faible abondance de Firmicutes
avant transplantation serait associée a une diminution du risque de rejet aigu et du
risque d’infections apres transplantation (Fricke et al. 2014). Lee et al, quant a eux, ont
travaillé sur des échantillons de selles récupérés chez 26 patients transplantés rénaux a
au moins deux temps entre le jour de la transplantation et les 3 mois suivant la greffe. Ils
ont réalisé un séquencage de la région V4-V5 du géne ARNr 16S par technique Illumina
MiSeq (séquencage haut débit de fragment d’ADN plus court, 300 pb). L’ensemble des
patients a recu une antibioprophylaxie au BACTRIM apreés la greffe (durée non précisée).
Sur les 26 patients, 5 patients, tous traités par GALP, ont fournis un échantillon de selles
avant transplantation et un autre environ 2 semaines apres. Chez ces patients, il a été

décrit une forte abondance des Firmicutes et de Bacteroidetes avant transplantation.
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Apres transplantation, ils ont observé une augmentation significative des Proteobacteria
(notamment des Enterobacteria). Ils décrivent également une augmentation des
Actinobacteria et une diminution des Firmicutes (notamment des Lactobacillus) et des
Bacteroidetes. Les auteurs ont comparé le microbiote de l'’ensemble des 26 patients
apres transplantation, en fonction du traitement d’induction : GALP (n=15) vs. Ac anti-
CD25 (n=3). Les patients traités par GALP présentaient une plus forte abondance
d’Actinobacteria que ceux traités par Ac anti-CD25 mais la différence n’était pas
significative. D’'un point de vue clinique, une plus faible abondance de Bacteroidetes et
une plus faible diversité bactérienne seraient associées a une diminution du risque de

diarrhées (Lee et al. 2014).

En accord avec les résultats de Fricke et al, nous avons retrouvé une diminution
de la diversité bactérienne apres transplantation. La diminution de la diversité
bactérienne observée de facon transitoire dans notre étude pourrait étre associée a
'effet de I'antibioprophylaxie. En effet, nous avons vu que ce traitement est a I'origine
d’'une diminution de la diversité bactérienne et son administration est prescrite dans les
6 premiers mois suivant la greffe, ce qui correspond aux temps auxquels la diversité est
réduite. Cependant, la diversité bactérienne avant transplantation a été décrite comme
anormalement haute. La transplantation en elle-méme et le sevrage des toxines
urémiques peuvent également jouer un réle dans la diminution de la diversité. Si nous
suggérons que la réduction de la diversité est associée a l'effet du BACTRIM, les
modifications du microbiote observées apres transplantation ne semblent, quant a elles,
ne pas correspondre a celles induites par ce traitement. En effet, nous avons observé une
augmentation des Firmicutes et une diminution des Bacteroidetes apres BACTRIM dans
notre étude murine. Dans cette étude chez '’homme, nous observons, a I'inverse, une
diminution des Firmicutes et une augmentation des Bacteroidetes jusqu’a 3 mois apres la
transplantation. De plus, nous avons observé une augmentation des Proteobacteria
précocement apres la greffe. Ces résultats sont en accord avec ceux précédemment
décrits en transplantation rénale. L’augmentation de I'abondance de ces bactéries
pourrait favoriser I'endotoxémie et les complications post-transplantation. L'intérét de
notre étude est que nous avons un suivi a plus long terme (jusqu’a un an pour 5
patients/16) et un recueil de selles pour tous nos patients a JO nous donnant la

possibilité de réaliser une comparaison avant/apres transplantation. Fricke et al ont
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montré que le microbiote est relativement stable aprées transplantation. Nos résultats
montrent que le microbiote se modifie entre JO et 3 mois mais qu’il se modifie a nouveau
entre 3 mois et un an pour revenir a une composition similaire a celle observée a J0. Ces
résultats tendent a aller dans le méme sens que les marqueurs d’intégrité de la barriere
épithéliale intestinale et de I'inflammation, a savoir une diminution précocement apres
transplantation suivi d’'une ré-augmentation. Nous pourrions suggérer que la
transplantation aurait un effet bénéfique sur la dysbiose et la TBD mais que cet effet est

transitoire. Il pourrait ainsi étre dii a un effet protecteur de I'antibiothérapie.

Nous devons rester prudents par rapport a l'interprétation des résultats de par
I’hétérogénéité de nos patients et du faible nombre de patients pour lesquels nous avons
un prélevement a un an. Chaque patient doit étre son propre témoin. En effet, lorsque
nous réalisons des analyses en projection PCoA, aucune différence ni graphique ni
statistique n’est retrouvée. Il semblerait que « I'effet patient » soit plus fort que I'effet du
temps ou des traitements utilisés. La mise en évidence de profils de patients pourrait

étre intéressante pour les prochaines analyses.

3.5. Conclusion préliminaire : microbiote et inflammation chronique en
transplantation rénale

Dans I'étude GABII, nous avons dosé 'ensemble des marqueurs de la dysbiose
jusqu’a la sénescence, mais le nombre de patients inclus dans cette étude est
relativement faible. Les résultats préliminaires montrent que les sous-populations de LT
de phénotypes activés et sénescents, 'iFABP, les marqueurs inflammatoires, la diversité
bactérienne et le pourcentage de Firmicutes diminuent a 4 et J]90 apres transplantation
rénale (et le LPS mais uniquement a J4). Le HDL et le pourcentage de Bacteroidetes
augmentent aux mémes temps. Ensuite, a partir de 3 mois et jusqu’a un an apres
transplantation, I'ensemble de ces marqueurs ont des concentrations qui augmentent,
bien qu’elles restent pour la plupart, moins élevées que celles observées avant la
transplantation (figure 48). Ces résultats pourraient suggérer que la transplantation
rénale aurait un effet bénéfique, précoce et transitoire, sur I'ensemble des facteurs

impliqués dans le développement de I'inflammation chronique.

La totalité des patients de la cohorte GABII n’a pas encore pu étre étudiée et

certains dosages sont actuellement en attente. De plus, les données cliniques ne sont pas
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encore complétes pour le temps a un an apres transplantation. C’est pourquoi, les
analyses doivent étre poursuivies. Nous aimerions également doser, en collaboration
avec la plateforme lipidomique de Dijon, les sous-types de LPS circulant afin de mieux

décrire et comprendre les mécanismes a l'origine de l'inflammation chronique apres

transplantation.
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Figure 48 : Représentation de la variation des moyennes de concentrations, en fonction du
temps apres transplantation rénale, des marqueurs dosés dans I'étude préliminaire de GABII

(sur les 46 premiers patients de I’étude).
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CONCLUSION & PERSPECTIVES
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Les événements cardiovasculaires restent la premiéere cause de déces chez le
transplanté rénal et les facteurs de risque traditionnels ne peuvent a eux seuls expliquer
cette surmortalité. L'ensemble de nos résultats montrent I'existence d'une
immunosénescence accélérée chez certains patients transplantés rénaux pouvant
expliquer l'incidence plus élevée de complications par rapport a la population générale
et pour une méme tranche d'age. Les modifications du compartiment lymphocytaire T et
I'inflammation chronique sont les deux pierres angulaires a lorigine de
I'immunosénescence chez le transplanté rénal, et peuvent étre reconnues comme des
facteurs de risques non conventionnels des maladies cardio-vasculaires. Nous avons mis
en évidence certains déterminants a l'origine de la sénescence et de I'inflammation

chronique.

=>»Les GALP peuvent entrainer une altération de la fonction thymique a 'origine de
modifications immunitaires (décrites dans la figure X) contribuant a I'immunosénescence
chez le transplanté rénal. Nous avons pu préciser un certain nombre de mécanismes sous-
tendant cette altération thymique mais la toxicité des GALP sur les progéniteurs

hématopoiétiques et sur le thymus restent a confirmer.

=>»La stimulation immunitaire par le LPS circulant, issu d'une TBD secondaire a
une rupture de la barriére intestinale, contribue au développement de l'inflammation
chronique. Notre étude est la premiere a apporter des éléments de réponse sur
I’évolution de la TBD apres transplantation rénale, cependant, elle reste trés descriptive
quant a la présence et I'impact du LPS circulant. Les facteurs impliqués dans le
déclenchement de la TBD et certains mécanismes de translocation apres transplantation
restent a élucider. A priori, les GALP n’ont pas d’effet direct sur la barriére immunitaire
intestinale mais ces résultats restent a confirmer. Une modification de la composition du
microbiote pourrait favoriser la TBD. Nous avons décrit une dysbiose apres transplantation
rénale. Les immunosuppresseurs d’entretien ne semblent pas entrainer de dysbiose,
cependant, I'antibioprophylaxie semble pouvoir occasionner une dysbiose. Cependant, les
modifications observées aprés transplantation ne semblent pas correspondre entiérement a
celles observées aprés administration de cette antibiothérapie. Globalement nous devons
poursuivre nos études afin de mieux caractériser 'implication d’'une dysbiose et de la
TBD en transplantation rénale sur l'inflammation chronique et la sénescence. Pris

isolément, la dysbiose ne suffit pas a entrainer I'inflammation chronique systémique.
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Elle doit étre accompagnée d’'une hyperpermeéabilité digestive et d'une augmentation de

bactéries a Gram négatif possédant un LPS a fort pouvoir antigénique.

Ainsi I'ensemble de ces facteurs pourraient agir de maniére synergique dans un
modele d'inflammation chronique et d'immunosénescence accélérée pouvant induire
des complications couramment observée en transplantation rénale. La figure 49 illustre
ce modele intégré, en tenant compte des différents déterminants qui régissent a la fois
I'inflammation chronique et l'orientation de la reconstitution lymphocytaire apres

transplantation rénale.
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Figure 49 : Modele intégré des déterminants de lI'inflammation chronique et de la reconstitution
lymphocytaire aprés GALP potentiellement impliqués dans 'immunosénescence accélérée et de
complications cliniques chez le transplanté rénal.
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Dans le cadre de la transplantation rénale, le choix du traitement d’induction
pourrait faire intervenir I'étude du degré d’'immunosénescence pré-transplantation
pour éviter d’exposer des patients a risque de présenter les complications d’'une sur-
immunosuppression apres une transplantation aux effets des GALP. Dans la stratégie de
minimisation des immunosuppresseurs, nous souhaiterions moduler les doses de GALP
utilisées pour se rapprocher de la dose minimale efficace ayant un bon effet
bénéfice/risque sur les sous-populations lymphocytaires et les événements cliniques

induits par ce traitement [revue, (Bamoulid et al. 2016)].

La recherche des interactions entre le microbiote, la TBD et l'inflammation
chronique chez les transplantés rénaux est importante puisqu’elle ouvre la voie a de
nouvelles perspectives thérapeutiques visant a réduite l'activation immunitaire

chronique [revue, (Koopen et al. 2016)].

=>L’administration d’agents capables de neutraliser les produits bactériens de la
circulation sanguine peuvent permettre de diminuer I’activation de I'inflammation. Dans
le cadre des essais cliniques pour le traitement du sepsis, des anticorps monoclonaux
anti-LPS ont été développés, mais leur administration n’a eu aucun bénéfice sur la
mortalité [revue, (Kell et al. 2015)]. Nos résultats suggerent qu'une augmentation des
concentrations plasmatiques de HDL pourrait offrir de nouvelles perspectives
thérapeutiques pour détoxifier 'h6te du LPS. Galbois et al ont montré ex vivo que les
patients atteints de cirrhose séveére présentaient un taux plasmatique de HDL et de
cholestérol diminué et que l'administration de HDL recombinant diminuait
I'inflammation induite par le LPS (Galbois et al. 2009). Cependant, ces études ont été
réalisées dans des conditions d’inflammation aigiie, et non pas au cours d’inflammation

chronique.

=>Une stratégie de modulation du microbiote par l'apport par voie orale de
probiotiques (micro-organismes vivants non pathogenes) est démontrée comme
bénéfique pour I'héte. L’administration de Lactobacillus rhamnosus chez des patients
VIH+ sous antirétroviraux a permis d’augmenter la reconstitution des LT CD4 [revue,
(Brenchley et al. 2012)]. Dans une étude menée sur des rats malnutris, transplantés du
foie, sous antibiotiques et ciclosporine, Ren et al ont montré qu'une supplémentation en

probiotiques Bifidobacterium et Lactobacillus favorise la restauration partielle de la
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microflore intestinale et améliore la fonction de barriéere intestinale (réduction des taux
d'endotoxine sérique et de TNF-a et augmentation des sIgA et des LT dans les plaques
de Peyer) (Ren et al. 2011). Chez 'homme, Sawas et al ont montré, dans une méta-
analyse sur 246 patients transplantés du foie, que I'apport en probiotiques réduit
significativement le nombre d’infections post-transplantation ainsi que la durée des
hospitalisations et de l'utilisation des antibiotiques apres infections (Sawas et al. 2015).
De méme, nous pourrions tester I'effet des probiotiques sur la TBD, I'inflammation et les
événements cliniques en transplantation rénale. Les probiotiques peuvent étre
combinés a des prébiotiques (symbiotiques), des composants alimentaires non
digestibles, utiles a la croissance ou l'activité de certaines populations bactériennes

intestinales [revue, (Sampaio-Maia et al. 2016)].

=>»Une « stérilisation » du microbiote par une antibiothérapie avant une chirurgie
abdominale est associée a une diminution de I'incidence des infections et septicémies
apres la chirurgie. Certains antibiotiques, notamment la rifaximine, peuvent donc avoir
un effet protecteur sur la TBD mais a long terme, ce n’est pas la meilleure approche
thérapeutique a cause du développement de bactéries résistantes [revue, (Brenchley et
al. 2012)]. Emal et al ont montré, dans un modéle murin, qu'un appauvrissement du
microbiote, réalisé par administration d'un cocktail d’antibiotiques (ampicilline,
meétronidazole, néomycine et vancomycine), atténuait significativement les lésions
rénales, les dysfonctionnements et les lésions des organes distants et préservait
I'intégrité tubulaire apres une ischémie-reperfusion rénale (Emal et al 2016). Un
appauvrissement du microbiote en amont de la transplantation rénale pourrait ainsi

avoir un intérét.

=>A linverse, une transplantation fécale par sonde nasogastrique avec un
microbiote sain permet de retrouver une homéostasie intestinale. Cette pratique est
actuellement pratiquée dans les cas de Clostridium difficile résistants aux antibiotiques

(Hagel et al. 2016).

=>» La cytokine IL-22 a un role dans le maintien de la barriere épithéliale et la
synthese de peptides antimicrobiens. Dans des modéles murins, il a été montré que

I'administration d’'IL-22 peut améliorer I'inflammation au niveau intestinal en cas de
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rectocolite ulcérative ou au niveau du foie en cas d’hépatite [revue, (Brenchley et al
2012)].

= De nombreuses autres molécules peuvent avoir un effet sur le microbiote
bénéfiques pour I'hote, telles que le glucagon-like peptide qui améliore la structure de la
barriere intestinale [revue, (Brenchley et al. 2012)], la berberine qui peut diminuer les

toxines urémiques et I’hyperperméabilité intestinale (Yu et al. 2016).
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NOUVELLE

Implications cliniques
de Pimmunosénescence dans

les maladies rénales chroniques

Jamal Bamoulid2, Clémence Carron!, Thomas Crépinl’z,

Philippe Saas!, Didier Ducloux!-?

> Uinsuffisance rénale chronique (IRC)
est caractérisée par une perte progres-
sive de la capacité des reins a filtrer le
sang avec pour conséquences une accu-
mulation sanguine de toxines urémiques
et 'apparition de troubles hydroélec-
trolytiques. €Elle s’accompagne de la
perte de certaines fonctions hormo-
nales entrainant "apparition de troubles
phosphocalciques et d’une anémie. Les
causes d’insuffisance rénale chronique
sont multiples, mais les complications
communes : anémie, cedemes, ostéopa-
thie, augmentation du risque de mor-
talité, notamment d’origine infectieuse
et cardiovasculaire. Au stade d’insuffi-
sance rénale terminale, deux traitements
de suppléance sont disponibles : I’épura-
tion extrarénale, encore appelée dialyse,
et/ou la transplantation rénale. Alors
que la dialyse s’accompagne d’une forte
morbi-mortalité, la transplantation
rénale améliore la qualité et "espérance
de vie des patients, et reste a ce jour
le traitement de choix de I'insuffisance
rénale terminale.

Modifications du systéeme immunitaire
au cours de I'insuffisance rénale

Des travaux récents suggerent que les
modifications phénotypiques et fonction-
nelles du systeme immunitaire au cours de
Pinsuffisance rénale chronique pourraient
contribuer a I'état inflammatoire chro-
nique décrit chez ces patients et expli-
quer en partie la surmortalité constatée.
€n effet, I'insuffisance rénale chronique
s’accompagne d’une diminution de I'im-
munité adaptative dont témoignent la
diminution de la réponse vaccinale et
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’augmentation de la susceptibilité aux
infections, toutes deux caractéristiques
de ce que 'on observe chez les personnes
dgées [1]. Carerro et al. [2] ont rap-
porté une augmentation des marqueurs
d’immunosénescence (ce terme désigne
le vieillissement du systéme immunitaire)
chez les patients en hémodialyse. Cette
immunosénescence prématurée serait
secondaire au stress oxydatif et au statut
inflammatoire chronique, induits a la fois
par des facteurs « urémiques » et par les
stimulations antigéniques répétées, liées
aux matériaux bio-incompatibles utilisés
en dialyse. Betjes et al. [3] ont confirmé
cette association entre insuffisance
rénale terminale et immunosénescence
prématurée. €n revanche, 'immunosénes-
cence est trés peu documentée chez les
patients aprés une transplantation rénale.
U'amélioration de la fonction rénale et le
sevrage de la dialyse pourraient induire
une réversibilité de I'immunosénescence
apres la transplantation.

Immunosénescence : concept et
marqueurs immunologiques
Linflammation chronique et I'activa-
tion lymphocytaire sont deux pierres
angulaires de I'immunosénescence liée a
I’age. Celle-ci contribue au risque accru
de complications dégénératives (can-
cers, infections) et de mortalité carac-
térisant les personnes Ggées.

Linvolution thymique, ou perte de la fonc-
tion du thymus, organe impliqué dans
’éducation des lymphocytes T naifs, est
caractéristique de I'immunosénescence
[4]. Elle débute dés I'adolescence et se
poursuit tout au long de la vie adulte.

Histologiquement, elle se traduit par une
transformation graisseuse du tissu thy-
mique, expliquant la réduction constante
de la capacité de ce tissu a produire des
lymphocytes T naifs et a maintenir un
répertoire immunitaire T polyclonal, garant
de efficacité de la réponse du systéme
immunitaire @ tout nouvel antigene. Cette
involution s’accompagne d’altérations
de la composition et de la fonction des
lymphocytes T: réduction du compar-
timent de lymphocytes T naifs, expan-
sion de celui des lymphocytes T mémoires
caractérisés par la capacité a produire
des cytokines pro-inflammatoires (IFN-y
linterféron], TNF-a. [tumor necrosis fac-
tor]), restriction oligoclonale du réper-
toire lymphocytaire T, raccourcissement de
la taille des télomeres des lymphocytes T
(sénescence réplicative), diminution de la
capacité fonctionnelle des lymphocytes T
a controler les infections et a répondre
aux vaccins [5]. Les lymphocytes T CD4*
deviennent plus sensibles a "apoptose que
les lymphocytes T CD8”, ce qui conduit a
une inversion du rapport CD4/CD8. Cer-
taines données suggerent également une
expansion associée du compartiment des
lymphocytes T régulateurs [6]. Les infec-
tions virales latentes, en particulier par
le cytomégalovirus (CMV), contribuent &
I’accélération du phénomene d’immuno-
sénescence par la stimulation antigénique
chronique qu’elles entretiennent et qui
favorise I'expansion périphérique d’une
population oligoclonale de lymphocytes T
anti-CMV au détriment des autres popula-
tions lymphocytaires T, conduisant ainsi a
la perte du caractere polyclonal du réper-
toire T [5].


http://dx.doi.org/10.1051/medsci/20153105008
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Immunosénescence accélérée et états
pathologiques

Plusieurs travaux ont mis en évidence
un phénoméne d’immunosénescence
accélérée dans des états pathologiques
associés a une inflammation chronique
et une morbi-mortalité élevée, proche
de celle qui est observée dans la popu-
lation dgée et la population dialysée.
Les patients irradiés, survivants des
catastrophes atomiques d’Hiroshima et
de Nagasaki, développent une lympho-
pénie T CD4" prolongée associée a une

m/s n® 5, vol. 31, mai 2015

augmentation de I'incidence d’infarctus
du myocarde [7]. Uanalyse des lympho-
cytes T met en évidence un renouvelle-
ment faible des populations naives et
une restriction du répertoire entrainant
une altération de I'immunité anti-infec-
tieuse [8]. Le renouvellement a long
terme du pool lymphocytaire se fait aux
dépens de lymphocytes T CD8" mémoires
[9]. Cette reconstitution s’accompagne
d’une augmentation des marqueurs
d’inflammation (protéine C réactive,
IL-6) [10]. Les mémes observations cli-

niques et immunologiques ont été rap-
portées dans la lymphopénie induite par
le virus de I'immunodéficience humaine
(VIH) [11]. €n outre, I’exposition chro-
nique de cette population immunodé-
primée a des pathogenes tels que le CMV
accélérerait 'immunosénescence [12].

Immunosénescence et transplantation
d’organe

Nous avons récemment confirmé qu’une
immunosénescence accélérée existait
chez les patients atteints d’insuffisance
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rénale terminale au moment de la trans-
plantation rénale [13]. On observe
ainsi (1) une dysfonction thymique ;
(2) une proportion élevée de lympho-
cytes T sénescents (CD577CD287) ; (3)
un raccourcissement de la taille des
télomeres et une activité télomérase’
lymphocytaire effondrée. 'amélioration
de la fonction rénale et le sevrage de la
dialyse induites par la transplantation
permettent de corriger - au moins par-
tiellement - 'immunosénescence chez un
certain nombre de patients. €n revanche,
chez d’autres, paradoxalement, I'immu-
nosénescence persiste, voire s’aggrave.
Deux facteurs principaux semblent
contribuer a ce phénomene : I'utilisa-
tion de globulines anti-lymphocytaires
polyclonales ou ATG, un traitement de
prévention du rejet aigu d’allogreffe qui
entraine une profonde lymphopénie T, et
I’infection par le CMV. L’ATG induit : (1)
une dysfonction thymique et une dimi-
nution du pourcentage des progéniteurs
lymphoides circulants en amont du thy-
mus ; (2) une augmentation de la pro-
portion des lymphocytes T sénescents,
accentuée par la séropositivité pour le
CMV; (3) une augmentation du pour-
centage des lymphocytes T régulateurs
d’origine périphérique, accentuée par
la dysfonction thymique ; (4) la persis-
tance d’un raccourcissement de la taille
des télomeres et d’une activité télomé-
rase lymphocytaire effondrée (Figure 1).
Ces anomalies ne sont pas observées
chez des patients transplantés, mais qui
ont recu, comme alternative a I’ATG, un
traitement d’induction par basiliximab,

! La télomérase est I'enzyme qui ajoute des répétitions d’ADN
télomérique aux extrémités des chromosomes, évitant leur
raccourcissement.
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un anticorps monoclonal anti-CD25
bloquant I'activation des lymphocytes
T sans entrafner de lymphopénie. Les
conséquences cliniques de la persis-
tance ou de I’accélération de I'immuno-
sénescence apres "administration d’ATG
restent a éclaircir (toxicité thymique
directe ou indirecte, myélotoxicité).
Notre travail montre également que,
chez les patients traités exclusivement
par ATG, une proportion élevée de lym-
phocytes T sénescents au moment de la
transplantation est associée a un risque
plus élevé de maladies a CMV et a une
augmentation de I’incidence cumulée
de rejets aigus. Ceci suggere que I’ATG
accroit les conséquences de ces altéra-
tions immunologiques. Un travail récent
suggere aussi que I’expansion des lym-
phocytes T sénescents apres transplan-
tation est associée a une dysfonction
chronique du greffon rénal a long terme
[14]. Le rdle pathogene des lymphocytes
T sénescents reste controversé, méme
s'il est de plus en plus souvent décrit
dans diverses maladies auto-immunes
ou auto-inflammatoires [15]. Les méca-
nismes physiopathologiques impliquant
ces lymphocytes sont encore mal connus,
notamment en transplantation rénale.
€Enfin, si cette implication était avérée, il
resterait néanmoins a découvrir comment
prévenir ou inverser ce phénomene. ¢
Clinical consequences of immuno-
senescence in chronic kidney diseases
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RESUME

Résumé : Notre équipe a précédemment rapporté que l'utilisation d'un traitement
d’'induction lympho-déplétant [les globulines anti-lymphocytaires polyclonales (GALP)],
peut entrainer une lymphopénie T CD4 persistante chez certains transplantés rénaux.
Celle-ci est associée a certaines anomalies biologiques telles que la présence d'un
syndrome inflammatoire chronique. Ce travail de thése s’intéresse aux facteurs
impliqués dans l'induction de ces anomalies puisqu’elles sont associées a une
augmentation de l'incidence d’infections, de maladies cardiovasculaires et de déces,
habituellement retrouvés chez les personnes agées.

Nous avons montré que les GALP entrainent une diminution de la fonction
thymique et une expansion de lymphocytes T a un stade avancé de différenciation
pouvant traduire une immunosénescence prématurée. Par ailleurs, une rupture de la
barriere intestinale semble favoriser la translocation bactérienne digestive et
I'activation d’'une inflammation chronique observée en transplantation, via les
lipopolysaccharides libérés dans la circulation périphérique. La composition du
microbiote intestinal pourrait jouer un réle dans l'initiation, le maintien et la sévérité de
I'inflammation. Nous avons observé des modifications du microbiote apres
transplantation et apres I'antibioprophylaxie utilisée en transplantation.

Les mécanismes a l'origine de toutes ces observations restent a élucider mais ce
travail permet d’améliorer la compréhension des facteurs impliqués dans le
développement de l'immunosénescence et de linflammation chronique en
transplantation rénale, ouvrant potentiellement la voie a d’intéressantes perspectives
thérapeutiques.

Mots-clés: Transplantation rénale, Immunosénescence, Inflammation chronique,
Translocation bactérienne digestive, Lipopolysaccharides, Microbiote intestinal

Abstract: We have previously described that polyclonal anti-lymphocytic globulins
(GALP) may contribute to prolonged CD4 T-cell lymphopenia in some renal transplant
recipients, associated with some biological abnormalities, such as a chronic
inflammatory syndrome. Our work focuses on the factors involved in the induction of
these abnormalities and susceptible to increase the incidence of infections,
cardiovascular diseases and death, comparable to the incidence observed in the elderly.

We showed that GALP are implicated in the decrease in thymic output and the
expansion of T cells at an advanced stage of differentiation. Both are hallmarks of
premature immune senescence. Moreover, the dysfunction of the gut epithelial barrier is
responsible for gut bacterial translocation (GBT) and the activation of chronic
inflammation observed in chronic kidney disease as well as in renal transplant
recipients. The composition of the intestinal microbiota may play a role in the initiation,
maintenance and severity of GBT and systemic inflammation. We reported the existence
of a dysbiosis after transplantation.

The mechanisms involved remain to be elucidated, yet, this work contributes to
the understanding of the potential factors involved in the progression of immune
senescence and the persistence of chronic inflammation after kidney transplantation
paving the way to new fields of therapeutic research in transplantation.

Keywords: Kidney transplantation, Immune senescence, Chronic inflammation, Gut
bacterial translocation, Lipopolysaccharides, Gut microbiota
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