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1 Généralités

-

1.1 La néphropathie a BK virus

1.1.1 Le BK virus

Le BK virus (BKv) est un virus 8 ADN circulaire double brin, non encapsulé, appartenant avec
le JC virus, le MC virus et le Simian virus SV40 a la famille des polyomaviridae. Il a été
identifi¢ pour la premiére fois en 1971 dans les urines d'un patient transplant¢ rénal ayant
présenté une sténose urétérale (1). Le génome viral contenu dans la capside est constitu¢ de
trois régions : 'EVGR (early viral gene region), la LVGR (late viral gene region) et la NCCR
(non-coding control region) (Figure 1). LEVGR code pour les protéines régulatrices LT-ag et
sT-ag qui induisent I'entrée de la cellule héte en phase S et ainsi la réplication virale. La LVGR
code pour les protéines de la capside VP1, VP2 et VP3. Enfin la région régulatrice NCCR, qui
contient de nombreux sites de fixation pour des facteurs de transcription, régule la transcription

dEVGR et LVGR (2).

Figure I : Génome du BK virus
d'aprés Hirsch et al. (2)
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11 existe quatre génotypes différents de BKv. Le génotype I est le plus fréquent (80 %) (3). Des
analyses phylogénétiques plus précises ont permis d'identifier quatre sous-groupes au sein du
génotype I (I/a, I/b-1, I/b-2 et I/c) et six sous-groupes au sein du génotype IV (IV/a-1, IV/a-2,
IV/b-1, IV/b-2, TV/c-1 et IV/c-2) (4).

1.1.2 Epidémiologie et histoire naturelle

L'infection par le BKv se fait généralement durant l'enfance. La voie de transmission du virus
n'est pas clairement établic mais semble s’effectuer essentiellement par voie aérienne. La
séroprévalence du BK est estimée 3 plus de 80 % dans la population générale a I'dge adulte
(5,6). Aprés la primo-infection le plus souvent asymptomatique, le BKv persiste a 1'état latent
essentiellement dans le tractus réno-urinaire au sein des cellules épithéliales tubulaires rénales

et des cellules urothéliales.

La réactivation du virus survient aprés une période d'immunodépression. En transplantation
rénale, la réactivation du BKv aprés introduction d'un traitement immunosuppresseur se traduit
initialement par une réplication virale intense au sein des cellules épithéliales qui conduit
finalement a la mort de la cellule infectée qui desquame dans la lumiére tubulaire. Cette lyse
résulte de la perte de l'intégrité des membranes nucléaires et cytoplasmiques, libérant les virions
dans l'espace extracellulaire. Les virions peuvent ainsi infecter les cellules voisines, propageant
Iinfection par contiguité. La réplication virale prolongée favorise le passage sanguin du virus
et se traduit par I'apparition d'une BK virémie (Figure 2). A ce stade, le risque est l'apparition
d'une néphropathie tubulo-interstiticlle 8 BKv (PyVAN). Ce risque est estimé 4 2 % 4 un an
post-transplantation et 4 6,6 % a cinq ans (7) (Figure 3).
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Figure 2 : Réplication virale et physiopathologie de la PYyVAN

La premiére observation de PyVAN sur greffon rénal a ét€ décrite en 1995 (8). Au niveau
clinico-biologique, ’affection se traduit le plus souvent par une augmentation isolée de la
créatininémie. L'existence d'une infection 2 BKv est confirmée par 1a mise en évidence d'une
réplication virale par PCR (dans le sang, les urines ou le parenchyme rénal) ou dun effet
cytopathogéne a la cytologie urinaire (decoy cells). La virurie (decoy cells ou PCR urinaire
positive) précéde d'environ quatre semaines l'apparition d'une virémie et de douze mois Ie
diagnostic de néphropathie (9). Le diagnostic définitif de PyVAN repose sur I'examen

anatomo-pathologique du parenchyme rénal.
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Figure 3 : Histoire naturelle de linfection a BKv aprés une transplantation rénale
(7,10-13)

1.1.3 Facteurs de risque de PyYVAN

Le facteur de risque principal de développer une PyVAN dans les suites d'une transplantation
rénale reste un haut niveau d'immunosuppression. Les autres facteurs de risque sont multiples
et parfois controversés. Ils incluent des caractéristiques propres au donneur comme l'dge
supérieur 4 65 ans, le sexe féminin, un mismatch HLA, ou un titre élevé d'anticorps anti-BKv
(14-16) ainsi que des caractéristiques du receveur (sexe masculin ou faible taux d'anticorps
anti-BKv) (14,17). Enfin des facteurs liés 4 la greffe et I’évolution post-transplantation comme
la présence de stents urétéraux, la survenue et le traitement d'un rejet, de fortes doses cumulées
de corticostéroides ou I’administration d'anticorps anti-leucocytaires ont été également décrits

(9,10,18,19).

1.1.4 Stratégie de dépistage

Devant la fréquence et la gravité des PyVAN dans la population de patients transplantés rénaux,
un dépistage de l'infection et de la réplication virale est essentiel. Il est actuellement
recommandé de rechercher réguliérement des signes de réplication virale dans les urines et/ou
dans le sang (Figure 4). Les recommandations actuelles préconisent un dépistage sanguin ou
urinaire au minimum tous les trois mois pendant les deux premiéres années de greffe puis une

fois par an durant les trois années suivantes (20).
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Figure 4 : Stratégie de dépistage
D’aprés Hirsch ef al. (20)

La virurie peut étre étudiée soit par PCR quantitative, soit par étude cytologique des urines. Les
decoy cells correspondent aux cellules épithéliales tubulaires ou urothéliales infectées par le
BKv et desquamées (Figure 5). Elles se caractérisent en cytologie urinaire par la présence d'une
inclusion intranucléaire basophile sans halo clair périphérique (21) qu'il ne faut pas prendre a
tort pour des cellules dysplasiques. Bien que moins sensible que la biologie moléculaire, la
cytologie urinaire reste une bonne technique de dépistage et de suivi. La recherche d'une virurie
par PCR urinaire (significative si > 7 logio cp/ml) présente l'avantage d'une haute valeur
prédictive négative (= 100 %). Sa valeur prédictive positive pour le diagnostic de PyVAN est
néanmoins faible (30-40 %) (10,22).
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Figure 5 : Aspect typique de decoy cell
Présence d'une inclusion intranucléaire basophile en verre dépoli
Collection du Laboratoire d'Anatomie et Cytologie Pathologique (ACP) du CHU de Rouen

La détection d'une virémie BKv par PCR sanguine est un examen trés sensible (= 100 %) et
spécifique (= 90 %) avec une valeur prédictive positive supérieure 4 celle de la PCR urinaire
(= 50 %) (10,22). En cas de PCR sanguine BKv positive (> 4 logio cp/ml), il est conseillé de
réaliser une biopsie du greffon rénal afin de confirmer le diagnostic de PyVAN (20). Le
diagnostic définitif de PyVAN est histologique. En cas de virémie élevée et en 1'absence de

Iésion évocatrice sur la biopsie, la PyVAN sera dite "présumeée”.

1.1.5 Anatomo-pathologie

La biopsie rénale reste 1’examen de référence pour le diagnostic de PyVAN. Elle retrouve d'une
part un effet cytopathogene du virus sur les cellules épithéliales tubulaires infectées et d'autre

part des remaniements inflammatoires tubulo-interstitiels.

Les cellules épithéliales infectées présentent de larges inclusions intranucléaires basophiles en
verre dépoli avec disparition ou margination de la chromatine. Les inclusions nucléaires
peuveni également apparaitre plus éosinophiles, entourées d'un halo clair (21). Il peut parfois
étre noté des anomalies nucléaires moins spécifiques comme une anysocaryose ou un aspect
finement granuleux homogéne de la chromatine. Ces lésions sont réparties de maniére
multifocale et sont plus fréquemment retrouvées au niveau des tubes collecteurs et des tubules

distaux de la médullaire.
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Les 1ésions tubulaires induites par le virus sont associées & un infiltrat inflammatoire interstitiel,
essentiellement mononucléé, et 4 des lésions de tubulite d'intensité variable, caractérisées par
une exocytose d'éléments lymphocytaires au sein de 1'épithélium tubulaire. La destruction des
tubes aboutit finalement 4 la constitution de Iésions cicatricielles (fibrose interstiticlle et

atrophie tubulaire) irréversibles (21).

Le diagnostic de PyVAN peut étre confirmé par la mise en évidence du BKv par des techniques
d'immunofluorescence ou immunohistochimie. Deux anticorps sont principalement utilisés en

immunofluorescence et/ou immunohistochimie, l'anticorps anti-BKv, dirigé contre la protéine

de la capside VP1, et I'anticorps anti-SV40 (Figure 6), dirigé contre la protéine LT-ag du Simian
virus SV40 (76 % d'homologie avec celle du BKv).

Figure 6 : Immuno-marguage des cellules infectées par I'anticorps anti-SV40
Collection du Laboratoire d’ACP du CHU de Rouen

Le viras peut ¢également éire identifi¢ directement par des techniques de microscopie
¢lectronique qui mettent en évidence, dans le noyau et le cytoplasme, de nombreux virions

agencés en agrégats ou en structures micro-tubulaires (Figure 7) (23).
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Figure 7 ; Agrégat de virions dans le noyau d'une cellule infectée
Image de microscopie électronique
Collection du Laboratoire d' ACP du CHU de Rouen

Aprés une diminution de l'immunosuppression, lorsque la virémie commence a diminuer, il est
observé sur le plan histologique, une aggravation significative des lésions de tubulite et de

l'infiltrat inflammatoire interstitiel avec fréquente négativation du marquage anti-SV40 (24).

1.1.6 Prise en charge thérapeutique et surveillance

Il n'existe & I'heure actuelle aucun traitement anti-viral ayant démontré une réelle efficacité. Le
traitement repose donc essentiellement sur la diminution de I'immunosuppression en vue de la
restauration d'une immunité cellulaire spécifique contre le BKv. Celle-ci doit étre envisagée
chez tout patient présentant une virémie significative afin de prévenir I'apparition d'une
néphropathie. Différentes stratégies thérapeutiques ont été proposées et semblent montrer la
méme efficacité (11,25,26). Dans tous les cas, la corticothérapie doit &tre abaissée 4 10 mg de
corticostéroides ou moins. Le taux de créatinine plasmatique est surveillé toutes les une ou deux
semaines et la charge virale plasmatique une & deux fois par mois (20). La virémie commence
généralement 4 baisser entre quatre et dix semaines aprés la diminution de l'immunosuppression

et devient négative en sept a vingt semaines (27).
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I.a diminution de l'immunosuppression augmente cependant le risque de rejet aigu. Ce risque

est estimé 3 moins de 10 % (11,26). Les rejets aigus confirmés par la biopsie, en 'absence de

signes histologiques persistants d'infection a BKv et de virémie résiduelle, devront étre traités "

selon les protocoles habituels (20).

1.1.7 Evolution a long terme et pronostic

A la suite d’une PyVAN, le taux de perte du greffon varie entre 10 % et plus de 80 % selon les

études (9) et représente un enjeu majeur en transplantation rénale. En fonction de 1'étendue des

lésions histologiques, trois stades histo-pronostiques sont décrits (Tableau I).

Stade histo-pronostique Fonction rénale ;| Perte du greffon
PYVAN A ~ Normale <10%
- Effet cytopathogéne léger <25%
- Inflammation minime <10 %
Atrophie tubulaire minime <10%
Fibrose minime =10%
PyVAN B
Effet cytopathogéne variable 11-50 %
- Atrophie tubulaire modérée <50 %
Fibrose modérée <50 %
PyVAN Bl Légérement altérée 25 %
- Inflammation légére 11-25%
PyVAN B2 Altérée 50 %
- Inflammation modérée <50 %
PyVAN B3 Altérée 75 %
- Inflammation sévére >50 %
PyVANC Altérée >80 %
Effet cytopathogéne ~ variable
Inflammation variable
Atrophie tubulaire sévére > 50 %
Fibrose sévére >50%

Tableau 1 : Stades histologiques des néphropathies & BKy

d'aprés Hirsch et al. (20).
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tade A, précoce, est caractérisé par la présence de quelques images éparses d'effet

le s
l4},topath0gcne au sein d'un parenchyme rénal normal ou peu modifié. Le stade intermédiaire B

associe des altérations épithéliales viro-induites et des foyers de fibrose et d'mﬂamrnatlon
interstitielles avec plages d'atrophie tubulaire. Ces Iésions tubulo-interstitielles peuvent &tre
modérées (< 25 % de la surface de la biopsie, stade B1) ou intenses et intéresser plus de 50 %
de 1a surface biopsique (stade B3). C'est 4 ce stade que les lésions de tubulite sont les plus
séveres. Dans les stades C, stades évolués, les plages d'atrophie tubulaire sont extensives, dans
un fond de néphrite tubulo-interstitielle chronique marquée avec de rares images d'effet

cytopathogéne (Figure 8). Le risque de perte de fonction du greffon est inférieur a 10 % en cas

de PyVAN stade A. Il est supérieur 4 80 % en cas de PyVAN stade C (20,28).

Figure 8 : Aspects histologiques des différents stades de néphropathie a BKv
Stades A, B etC
Collection du Laboratoire d’ACP du CHU de Rouen
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1.2 Le rejet aigu cellulaire

1.2.1 Epidémiologie et facteurs de risque

Le rejet aigu cellulaire (RAC) est lié a une réponse des lymphocytes T du receveur contre des
allo-antigénes du donneur. Il survient généralement au cours des trois premiers mois
post-transplantation avec un pic d’incidence 4 1 mois. 1l est exceptionnel avant le 5% jour.
Avec |’arrivée de nouvelles thérapeutiques immunosuppressives plus efficaces, I’incidence du
RAC est en constante diminution depuis quelques années. Ainsi son taux, au cours de la
premiére année suivant la greffe, est passé de plus de 50 % en 1995 4 20 % environ en 2000

(29). 1l est actuellement inférieur a 15 % (30).

Le principal facteur de risque de développer un RAC est une immunosuppression insuffisante.
Ce risque dépend également du taux de compatibilité allogénique entre le donneur et le receveur
et plus particuliérement de la compatibilité des molécules du complexe majeur
d’histocompatibilité (CMH) (30). D’autres événements peuvent favoriser I’apparition d’un
RAC. Les dommages tissulaires liés au temps d’ischémie froide ou a la cause du déces en cas
de donneur cadavérique par exemple induisent une surexpression des molécules du CMH par
le greffon et activent la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires. De méme, les cellules
endommagées du greffon peuvent délivrer des signaux « danger » (DAMP : Danger Associated
Molecular Pattern) qui vont activer les cellules dendritiques et ainsi pouvoir initier la réponse

immunitaire adaptative a l'origine des phénoménes de rejet.

La symptomatologie clinique du RAC est pauvre, le plus souvent marquée par des signes peu

spécifiques comme de la figvre, un cedéme et une élévation de la créatininémie.
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1.2.2 Anatomo-pathologie e "

';‘"l

Le RAC se traduit histologiquement le plus SOI.IVCI:It par une surcharge inflammatoire -«
interstitielle au moins modérée, intéressant plus de 25 % du parenchyme rénal (> i2 selon la
classification de Banff) associée a des lésions de tubulite (Figure 9 A) également au moins
modérées (= 12 selon la classification de Banfl) et plus rarement a des lésions artéritiques. Les
RAC sont divisés en trois catégories (31) : le grade I qui correspond 4 une atteinte
tubulo-interstitielle (> i2 et > 12) sans lésion d'artérite (v0) ; le grade II qui présente une atteinte
vasculaire avec artérite intimale (v1 ou v2) ; et le grade I1I qui correspond & un rejet avec atteinte
vasculaire sévere se caractérisant par une nécrose fibrinoide de la paroi artérielle (Figure 9 B)

et/ou une artérite transmurale (v3).
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Figure 9 : Aspect histologigue de RAC
A) Image de tubulite t3 (fléeches) et B) Image d’artérite v3 avec nécrose fibrinoide (fléches) de la paroi
artérielle
Collection du Laboratoire d’ACP du CHU de Rouen
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Les 1ésions borderline sont définies par la classification de Banff comme « suspectes de rejet
aigu 4 médiation cellulaire » (Annexe I). Elles correspondent aux biopsies classées > i2 et t1 ou

il et > t2, sans Iésion d’artérite (31).

Compte tenu de la présence de lésions de tubulite et d'un infiltrat inflammatoire mononucléé
interstitiel aussi bien dans la PyVAN qu’au cours du RAC, la distinction entre les deux
affections peut étre difficile et constitue un véritable enjeu, les stratégies thérapeutiques étant

diamétralement opposées.

D'aprés les recommandations actuelles, le diagnostic de RAC concomitant 4 une PyVAN ne
peut étre considéré qu'en cas de Iésions d'artérite (20). La mise en évidence d'une surexpression
des molécules de CMH de classe II (HLA-DR) a la surface des cellules épithéliales tubulaires
a &té proposée comme critére orientant vers l'existence d'un rejet aigu (12), mais ces données
sont aujourd'hui controversées (24,32). D'autres études ont essayé de mettre en évidence des
différences de profil moléculaire entre PyVAN et RAC en réalisant des études
transcriptomiques a partir de biopsies de greffon rénal (33). Ces profils sont trés similaires, avec

une surexpression de marqueurs de réponse T cytotoxique.

1.2.3 Prise en charge thérapeutique et surveillance

Il est actuellement recommandé de confirmer histologiquement le diagnostic de RAC avant la
mise en place du traitement sauf si la réalisation de la biopsie rénale retarde considérablement

la prise en charge.

Le traitement initial du RAC repose sur les corticostéroides. Il est tout d’abord justifié de
réaliser des bolus de Solumedrol (250-500 mg/j pendant 3 jours) puis d’augmenter ou
d’instaurer un traitement de fond par corticostéroides (34). En cas de RAC récidivant ou ne
répondant pas aux corticostéroides, il est conseillé d’ajouter un traitement par anticorps
anti-lymphocytes T poly ou monoclonaux (35). Enfin, il semble que [’ajout de Mycophenolate
Mofetil dans le traitement de fond, si besoin en remplacement de I’ Azathioprine, diminuerait le

risque de récidive (36).

Il n’existe actuellement pas de consensus quant a la prise en charge des 1ésions borderiine. En
effet, il n’est pas clairement établi que les 1ésions borderline évoluent vers de réelles 1ésions de

RAC (37).
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La surveillance au décours d’un épisode de RAC repose essentiellement sur le suivi de la
créatininémie. En cas de non amélioration ou de nouvelle dégradation de la fonction rénale
aprés traitement, il est recommandé de réaliser de nouveau une biopsie afin d’écarter une autre

cause de dysfonction du greffon.

Enfin, certains centres réalisent des biopsies de greffon systématiques afin de dépister et de
traiter les rejets infra-cliniques. L'intérét de tels protocoles est discuté et dépend de la balance
bénéfice-risque que ce soit sur le plan clinique aussi bien qu’économique (38). C’est durant la
premiére année post-greffe qu’il serait plus intéressant de réaliser des biopsies systématiques
car il s’agit de la période durant laquelle la prévalence des rejets infra-cliniques est la plus

élevée (39).

1.2.4 Evolution a long terme et pronostic

L’impact du rejet aigu sur la survie du greffon est variable. Il dépend tout d’abord de la réponse
au traitement. Ainsi, Meier-Kriesche et al montrent que le taux de survie du greffon & 6 ans est
significativement plus faible chez les patients ayant conservé une altération de la fonction rénale
aprés 1'épisode de rejet aigu, comparés a ceux présentant un retour a la normale de la fonction
rénale aprés traitement (50,4 % versus 72,2 %). Les patients qui répondent au traitement ne
semblent pas présenter de sur-risque de perte du greffon par comparaison aux patients

transplantés n’ayant pas présenté d’épisode de rejet aigu (29).

Le sous-type de RAC selon la classification de Banff (4dnnexe I) semble également influer sur
la survie du greffon. Dans une étude récente (40) il est observé un taux de perte du greffon plus
important chez les patients avec lésions histologiques de RAC que chez ceux avec des lésions
borderline. La présence de lésions d’artérite apparait comme un facteur de risque indépendant
de perte du greffon (40). Enfin, les RAC tardifs sont associés 4 un plus mauvais pronostic rénal

que les RAC précoces (40-42).
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2 Objectif de 1'étude

L’objectif de cette étude est de caractériser et de comparer les infiltrats inflammatoires des
PyVAN et RAC et de déterminer des critéres immunophénotypiques qui permettraient de

différencier ces deux entités.
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3 Matériel et méthodes

3.1 Etude

Notre étude est rétrospective, analytique, comparant une population de transplantés rénaux
ayant présenté une PyVAN avec lésions tubulaires et interstitielles modérées/sévéres & une

population de transplantés rénaux ayant présenté un épisode de RAC.

3.2 Populations étudiées

Deux populations sont comparées pour cette étude. Les patients transplantés rénaux suivis dans
les centres hospitalo-universitaires de Rouen et de Necker-Enfants malades (Paris) ayant
présenté une virémie BK virus positive >4 logio cp/ml associée 4 des lésions tubuio-
interstitielles significatives (> i2 et > t2) sur la biopsie rénale ont ét€ comparés a des patients
issus des deux mémes centres, ayant développé un RAC sans argument bioclogique (PCR
sanguine BKv négative) pour une PyVAN associée. Ces diagnostics de PyVAN et RAC ont été
posés sur des biopsies rénales réalisées sur une période allant de 1998 4 2015, durant les deux

années suivant la greffe.

3.3 Paramétres clinico-biologiques initiaux

Les caractéristiques démographiques des deux populations, PyVAN et RAC, sont recueillies.
Les traitements immunosuppresseurs sont détaillés ainsi que les modifications thérapeutiques
justifiées par la mise en évidence d'une BK virémie significative. Les valeurs de créatininémie
(au nadir et le jour de la biopsie) sont également notées. Pour le groupe des PyVAN, les données
relatives & la charge virale (taux initial et le jour de la biopsie, délai post-transplantation et délai
séparant la premiére charge virale positive détectée de la biopsie) sont colligées. Toutes les

données sont recueillies rétrospectivement a partir des dossiers médicaux des patients.
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3.4 Evaluation histologique

L'ensemble des biopsies est relu 4 partir des lames histologiques colorées par I'HES, le‘.
Trichrome vert et l'argentation de Jones. Le score de Banff (4nnexe 2) est vérifié et au besoin
modifié selon les derniéres recommandations (31,43). L'infiltrat inflammatoire est plus
précisément caractérisé, selon son caractére nodulaire ou non, granulomateux ou non. En
complément, des items lésionnels tels que la nécrose épithéliale et l'cedéme interstitiel sont
évalués de maniére semi-quantitative : absente (0), légére (1), modérée (2) ou sévére (3). Si la
surface de tissu médullaire est suffisamment représentée au niveau de la biopsie, le tissu
médullaire fait l'objet de la méme description et classification histologique, en omettant
cependant les items peu significatifs au niveau médullaire, relatifs 4 Ia fibrose interstitielle (c1),
l'atrophie tubulaire (ct) et l'cedéme. Des images d'inclusions virales sont recherchées en
histologie standard et éventuellement confirmées par une immunofluorescence anti-BKv

(Calbiochem®, DP02) ou un immunomarquage anti-SV40 (Leica Novocastro®, 36064).

En complément de l'analyse histologique, une analyse immunohistochimique est effectuée afin
de caractériser et quantifier les différentes populations leucocytaires. Les blocs paraffinés font
l'objet de coupes sériées sur lames Super Frost (Thermo-scientific®, J1I80AMNZ) afin de
réaliser les différents immunomarquages (Tableau 2). Les marquages sont révelés avec un
anticorps  secondaire  directement couplé 4 un substrat peroxydase DAB

(3,3’-Diamonobenzidine)' de coloration marron (UltraView Universal DAB Detection Kit,

Ventana®, 760-500)
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Réactivité

Anticorps Dilution
Ac monoclonal de souris anti-CD3 humain, clone F7.2.38 - 130
(Dako®, M7254)
Ac monoclonal de souris anti-CD20 humain, clone L26 1/600
(Dako®, M0755)
Ac monoclonal de souris anti-CD68 humain, clone PG-M1 1/50
(Cliniscience®, MOB-094)
Ac monoclonal de souris anti-CD138 humain, clone B-A38 17100
(Serotec®, MCA2459)
Ac monoclonal de souris anti-CD4 humain, clone 1F6 1/20
(Leica Novocastro®, CD4-1F6-CE)
Ac monaclonal de souris anti-CD8 humain, clone C8/144B [ 1/25

(Dako®, M710301)

Tableau 2 : Liste des différents immuno-marquages réalisés

fde = anticorps ; Ly = lymphocyies)

Macrophages
Plasmocytes
. Ly T helper

i
| Ly T cytotoxiques

La proportion des différentes sous-populations leucocytaires (lymphocytes T, lymphocytes B,

macrophages et plasmocytes) est évaluée sur chaque biopsie. Les quatre immunomarquages

correspondants CD3, CD20, CD68 et CD138 sont lus en aveugle par trois pathologistes et le

pourcentage de chaque population est estimé (Figure 10). Le méme travail est effectué pour

évaluer la proportion de lymphocytes T CD4+ et CD8+.
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Figure 10 : Caractérisation immunohistochimique de l'infiltrat inflammatoire
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3.5 Suivi

Les données clinico-biologiques & distance de la biopsie sont également recueillies
rétrospectivement. Sont ainsi étudiés 1’évolution de la fonction du greffon (en particulier les
taux de créatinin€émie a un an) et le taux de perte du greffon. Lorsqu’elles sont disponibles, les
données histologiques des biopsies de contrle sont colligées. Pour le groupe PyVAN,

’évolution de la charge virale BKv est étudiée.
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3.6 Analyses statistiques

Les analyses statistiques sont réalisées 4 I’aide du logiciel Prism (GraphPad®, San Diego,
California). Les valeurs moyennes sont données = déviation standard. Le test de Mann-Whitney
est utilisé afin de comparer les mesures quantitatives entre les 2 groupes. Les valeurs
qualitatives ordinales seront comparées en utilisant le test de Cochran-Armitage (test y* de
tendance). L’analyse statistique des tables de contingence est calculée grice au test exact de

Fisher. Les résultats sont considérés comme significatif lorsque la p-value est inférieure a 0,05.
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4 Résultats

4.1 Caractéristiques clinico-biclogiques

Les caractéristiques initiales des patients sont présentées dans le Tableau 3. L’analyse

statistique a porté sur 32 patients (13 PyVAN et 19 RAC) dont 10 femmes (31,25 %) et 22

hommes (68,75 %) répartis de maniére homogéne entre les deux groupes avec un sex ratio

homme/fenme de 2,3 dans le groupe PyVAN et de 2,2 dans le groupe RAC (p = 1,0000).

L’4ge moyen au moment de la biopsie était de 54,2 ans (21 ans - 77 ans) dans le groupe PyVAN

contre 46,5 ans (21 ans - 76 ans) dans le groupe RAC. 1.’4ge moyen au moment de la greffe

était de 53 ans (20 ans - 76 ans) dans le groupe PyVAN et de 45,7 ans (21 ans - 74 ans) dans le

groupe RAC.
PyVAN (n=13) RAC (n=19) P value
Homme (%) 9/13 (69,2 %) 13/19 (68,4 %) 1,0000
Age (années) 542+17,6 46,5+ 16,2 0,2285
Age a la greffe (années) 53,0+18,9 45,7+16,2 0,2857
Délai greffe-biopsie (mois) 87=x5,1 93+75 0,8442
adir créatininémie (umol/T) 129,2 + 47,7 156,3 - 94,4 0,6683
Anti-calcineurines 12/13 (92,3 %) 17/19 (89,5 %) 1,0000
Tacrolimus 11/12 (91,6 %) 717 (41,2 %)
Cyclosporine 1/12 (8,4 %) 10/17 (58,8 %)
MMF 8/13 (61,5 %) 16/19 (84,2 %) 0,2191
Cortancyl 13/13 (100 %) 11/19 (57,9 %0) 0,0104

Tableau 3 : Caractéristiques clinico-biologiques initiales

(MMF = mycophenolate mofetil)
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Les néphropathies initiales étaient variées et distribuées selon le diagramme ci-dessous (Figure

11).

PyVAN

PyVAN et RAC

= Glomérulopathie chronique

Hyalinose sepuentaire et focale

2 Nephropathie 4 dépdts mesamgiany dIgA
E== Nephropathie tabtlo-interstitielle chronique
= Nephroangiosclérose

@5 Diabete

Amylose AA
PEKD

== Dysplasie rénale

Total=13

RAC

Total=32

1

Total=19

Figure 11 : Distribution des maladies rénales initiales

Les patients ont bénéficié d’un traitement immunosuppresseur de fond par anti-calcineurines
(Tacrolimus ou Cyclosporine) parfois associé au mycophenolate mofetil (MMEF) et/ou a une
corticothérapie. L’ensemble des patients du groupe PyVAN était sous corticostéroides contre

57,9 % des patients du groupe RAC (p = 0,0104).

Cing biopsies rénales ont été réalisées de fagon systématique dans le cadre d’un protocole de
suivi post-transplantation, deux dans le groupe PyVAN et trois dans le groupe RAC. Les autres
biopsies ont été réalisées suite a une dégradation de la fonction rénale. La créatininémie, le jour
de la biopsie, était de 227,7 + 80,4 mmol/l dans le groupe PyVAN et de 253,9 = 138,2 mmol/l
dans le groupe RAC (p =0,9929) soit une augmentation moyenne par rapport au nadir de
respectivement 82,0 + 80,4 % et 86,7 + 85,5 %. Le délai entre la greffe et la biopsie était de
8,7+ 5,1 mois dans le groupé PyVAN et de 9,3 £ 7,5 mois dans le groupe RAC (p = 0,8442),
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Parmi les patients du groupe PyVAN, quatre ont présenté des épisodes de rejet aigu cellulaire

et/ou humoral avant I’apparition d’une réplication virale. Ces patients ont été traités selon les
recommandations habituelles, par bolus de Solumedrol parfois complétés par des échanges

plasmatiques ou des immunoglobulines intraveineuses.

Dans le groupe PyVAN, la PCR sanguine BKv ¢était significative avant la biopsie dans douze
cas avec des charges virales variant entre 4,00 logo et 6,20 logio cp/ml. Dans un cas, le jour de
la biopsie, la charge virale était inférieure a 4 logio cp/ml. Enfin, dans deux cas, la PCR BKv
n’a pas été réalisée, la technique n’ayant été validée et réalisée en routine qu’a partir de 2009.
Cependant, dans ces derniers cas, I’examen histologique retrouvait de nombreuses images
d’inclusion virale et I’'immunofluorescence BKv était positive. Le délai entre la premiére charge
virale positive et la biopsie rénale était en moyenne de 3,4 + 3,7 mois. Au moment de la biopsie,
la charge virale était en cours de décroissance chez cing patients et accrue par rapport au premier

dosage chez cing autres patients.

Le traitement immunosuppresseur de fond a été diminué avant la réalisation de 1a biopsie chez
dix patients du groupe PyVAN (76,9 %) et deux patients du groupe RAC (10,5 %). Dans,
respectivement, deux et douze cas, des bolus de corticostéroides ont été administrés avant la

biopsie.

4.2 Analyse anatomopathologique

Au total trente-quatre biopsies rénales réalisées entre 1998 et 2016 ont été analysées, quinze

biopsies de PyVAN et dix-neuf biopsies de RAC.

Les biopsies étaient de qualité comparable dans les deux groupes avec une moyenne de
14,7 glomérules identifiables dont 1,4 pains a cacheter dans le groupe PyVAN contre
12,3 glomérules (1,7 pains & cacheter) dans le groupe RAC. Les cylindres biopsigues étaient
constitués en grande majorité de corticale rénale (81,5 %). La médullaire était analysable dans

neuf cas parmi les quinze du groupe PYVAN et sept cas parmi les dix-neuf du groupe RAC.
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4.2.1 Score de Banff, nécrose ¢épithéliale et cedéme interstitiel

L’ensemble des biopsies a été relu et gradé selon la classification de Banff (Figure 12). Les
deux groupes étaient comparables pour la majorité des critéres a 1‘exception de la fibrose
interstitielle et de 1’atrophie tubulaire qui étaient plus marquées dans le groupe PyVAN
(respectivement p = 0,0076 et p = 0,0093). Le score d’inflammation interstitiel était également

plus important dans le groupe PyVAN (p = 0,0156).

La nécrose épithéliale tubulaire corticale était d’intensité comparable dans les deux groupes
avec des scores moyens de 1,7 pour les deux groupes (p = 0,8733). L’cedéme interstitiel au sein
de la corticale était plus important dans le groupe RAC mais de fagon non significative

(1,5vs2,0;p=0,1121).

L’analyse histologique de la médullaire, lorsqu’elle était possible, n’a pas montré de différence
significative entre les deux groupes, ni pour les critéres de Banff (i, t et cpt) ni pour la nécrose

¢épithéliale.

42



100% W
! AEAHA H
90% .
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
0% T = z v oE & E 9 E >
b = < ]
§§§§§§E§E§E Egﬁ
' ¥ mm oot
% 1106, 0 (910} 0o oole
438 411304 A S B¢ f:( 0l0,
@i g oleio 6|0yl o 2 1 .. 1167
O o!al0i 5 31519 3318 .18 17 14 18 1 16'13117] 3 112
B %* * ok * %
m Mmoo
39 H B pyVAN
I 1 RAC
2-:.
1-:
0= T 1]
t i g ah

Figure 12 : Classification de Banff pouwr chague groupe
A) Résultats représentés en pourcentage de chagque score (0,1,2 ou 3) pour chaque item
B) Résultats représentés en moyenne + déviation standard powr chaque item
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4.2.2 Confirmation histologique de I’infection a BKv

| . 4

Dans le groupe PyVAN, des images d’inclusion viréle étaient retrouvées sur dix biopsies\’i
(Figure 13 A). L’infestation virale était confirmée par une technique complémentaire
(immunofluorescence anti-BKv ou immunchistochimie anti-SV40) dans huit cas (Figure 13 B).
Enfin, dans trois cas il n’a pas ét¢ mis en évidence d’image d’inclusion virale ni

d’tmmunomarquage spécifique BKv ou SV40, réalisant ainsi des aspects de PyVAN présumée.

Figure 13 :Confimration histologigue de I'infection & BKv
A4) Image d’inclusion virale (fléche) ; B) Positivité de I'anticorps anti-BKv sur des cellules épithéliales
tubulaires en immunofiuorescence.

Aucun effet cytopathogéne n’a été observé dans le groupe RAC et aucun examen
complémentaire 4 la recherche de signe immunohistochimique d’infection par le BKv n’a été

réalisé,
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4.2,3 Caractéristiques de I’infiltrat inflammatoire et de la tubulite

Les lésions de tubulite étaient majoritairement de score 3 selon la classification de Banff dans®
les deux groupes. I.’inflammation interstitielle était plus marquée dans le groupe PyVAN. Un
aspect nodulaire a été retrouvé dans six cas sur quinze (40,0 %) dans le groupe PyVAN et dans
neuf cas sur dix-neuf (47,37 %) dans le groupe RAC (p = 0,7379). De petits granulomes
épithélioides ont été observés sur une biopsie de PyVAN au contact d’un tubule rompu. Les
colorations complémentaires réalisées a la recherche d’agents infectieux (PAS et Ziehl) étaient
négatives. Dans un cas de RAC il a été observé, au niveau de |’interstitium, la présence de

quelques polynucléaires.

Les examens immunohistochimiques (CD3, CD20, CD68 et CD138) ont pu étre réalisés sur
treize des quinze cas de PyVAN et sur dix-sept des dix-neuf cas de RAC (Figure 14). Les cing
derniers cas n’ont pas pu faire I’objet de technigues immunohistochimiques complémentaires

en raison de 1I’épuisement des blocs.
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Figure 14 : Caractérisation immunohistochimique de 1'infiltrat inflammatoire
Dans une PyVAN ef un RAC.
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La distribution des différentes sous-populations leucocytaires (lymphocytes T : CD3+,
lymphocytes B : CD20+, macrophages : CD68+ et plasmocytes : CD138+), est présentée dans

la Figure 15. Les macrophages et lymphocytes B sont proportionnellement également”

représentés dans les groupes PyVAN et RAC (CD68 : 11,81 +6,14 % vs 13,33+10,42%;
p=0,9913; CD20: 21,81 + 12,98 % w»s 29,12 £ 11,92%; p=0,1618). La population
lymphocytaire T est significativement plus représentée au sein de I’infiltrat inflammatoire du
groupe RAC comparativement au groupe PyVAN (40,9+9,47 % wvs 51,76 £ 11,36 %;
p = 0,0093), tandis que la population plasmocytaire est proportionnellement plus représentée
au sein de Pinfiltrat inflammatoire du groupe PyVAN (25,49 11,78 % vs 5,78 £5,39%;
p <0,0001). La population lymphocytaire T est constituée de lymphocytes T CD4 et CD8 en

proportion égale dans les deux groupes.
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Figure 15 . Répartition des sous populations leucocytaires
(**:p<001;***:p<0,00{)

Dans les deux groupes PYVAN et RAC, les éléments inflammatoires en exocytose au sein de

Iépithélium tubulaire, caractérisant les Iésions de tubulite, sont essentiellement des

lymphocytes T, CD4+ ou CD8+.
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4.3 Suivi

Apres la réalisation de la biopsie, les patients ont été suivis en moyenne 45,73 mois
(37,03 £30,12 mois dans le groupe PyVAN vs 51,68 + 29,49 mois dans le groupe RAC ;
p = 0,1136). Aucun patient n’est décédé.

Dans le groupe PyVAN, la charge virale est devenue négative en moyenne en 4,90 mois aprés

réalisation des biopsies.

Dans un délai d’un an aprés la biopsie, deux des treize patients du groupe PyVAN (15,4 %)
étaient hémodialysés contre un sur dix-neuf dans le groupe RAC (5,2 %). La créatininémie était
¢n moyenne augmentée & un an dans le groupe PyVAN (+8,44 + 35,61 %) et diminuée dans le
groupe RAC (~14,21 + 38,45 %) ; p = 0,1219 (Figure 16).

RACSH 1

PyVAN 4 '———|

A créatininém ie %

Figure 16 : Variation de créatininémie entre le jour de la biopsie et I an aprés

De nouvelles biopsies ont été effectuées sur quatorze patients suivis au CHU de Rouen. Parmi
les six patients du groupe PyVAN ayant fait I’objet d’une nouvelle biopsie, avec un délai entre
la biopsie diagnostique et la seconde biopsie variant entre 4,1 et 29,2 mois, cinq ont présenté
une régression des lésions de tubulite et d’inflammation interstiticlle. L’'un des patients
présentait cependant encore des signes histologiques d’infection virale (noyaux épithéliaux
tubulaires dystrophiques et positivité de I’immunomarquage anti-BKv) tandis que trois autres
patients ont développé des Iésions de glomérulite, capillarite péri-tubulaire parfois associées a

des lésions d’artérite (Tableau 4).
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"

Huit patients du groupe RAC ont bénéficié d’une seconde biopsie, avec un délai entre la biopsie ‘

diagnostique et la seconde biopsie de 1,4 & 71,4 mois. 1.’évolution des scores de tubulite_,s

inflammation interstitielle, glomérulite, capillarite péri-tubulaire et artérite, dans ce groupé

RAC, est rapportée dans le Tableau 4. Cinq patients ont présenté une régression des Iésions de

tubulite et d’inflammation interstiticlle. Parmi les trois patients présentant des Iésions

persistantes de RAC sur la seconde biopsie, deux ont développé des 1ésions de rejet & médiation

humorale associées (score g + cpt > 2).

A la fin du suivi, cinq patients du groupe PyVAN (38,5 %) et trois patients du groupe RAC
(15,8 %) avaient perdu leur greffon (p = 0,2285).

‘ t i g | ept | v |[delai(mois)
n°2 biopsie ?g—??%zi%ﬂ?——-—?-— -—:1”-— —g—--_.(i]_..__%__ 8,6
n°2 biopsie %3?%&%—-——;-———3— —-g— __i_--_-%)-_ 2,5
n?10 biopsie ;g—?ﬁ—g—?ﬁi}%@—--%—— —::1— —g—-_-(l)_.._-%-_ 2,8

Tableau 4 : Evolution des scores t, i, g, cpt et v selon Banff

49



5 Discussion

-

La PyVAN est une complication sévére de la transplantation rénale pouvant aboutir 4 la perte
du greffon. Le diagnostic précoce d’une virémie BKv et la baisse rapide de

I’immunosuppression peuvent néanmoins prévenir I’évolution défavorable d’une PyVAN.

Le probleme du diagnostic différentiel entre une PyVAN et un RAC se pose fréquemment en
pathologie de la transplantation rénale. De plus, dans un contexte de baisse de
I’immunosuppression instaurée pour faciliter la clairance virale, ces deux entités pourraient-
elles coexister ? Existe-t-il des critéres histologiques propres a chacune de ces deux pathologies
qui permettraient de les différencier ? La réponse & ces questions est essentielle pour une bonne
prise en charge des patients transplantés, le traitement des PyVAN et celui des RAC étant

diamétralement opposé.

Nous avons choisi dans cette étude de comparer un groupe de PyVAN 2 un groupe de RAC
présentant tous deux des lésions tubulo-interstitielles marquées. Une étude préliminaire a été
effectuée au CHU de Rouen début 2016, incluant les cas sans sélection en terme de délai entre
la greffe et le diagnostic de PyVAN ou RAC. Au vu de 'importante différence de délai
greffe-biopsie constatée entre les groupe PyVAN et RAC (délai significativement plus long
dans le groupe RAC, allant jusqu’a 15 ans) et afin d’homogénéiser nos deux groupes, nous
avons décidé de restreindre, dans |*étude présentée ici, nos inclusions aux cas de PyVAN et de

RAC diagnostiqués dans les deux années qui ont suivi la transplantation rénale.

5.1 Analyse descriptive

5.1.1 Epidémiologie des deux populations, PyVAN et RAC

Les résultats épidémiologiques dans les deux groupes sont comparables. Dans le groupe
PyVAN il n’a pas été nécessaire d’exclure de cas pour délai excessif entre la greffe et la biopsie.
Comme dans la littérature, le délai est court, entre 3 et 15 mois. En effet, 50% des patients
développent une virémie BKv dans les trois mois qui suivent la transplantation (9,34). La
PyVAN apparait essentiellement durant les deux premiéres années post-greffe et seules 5% des

PyVAN apparaissent entre deux et cing ans aprés la transplantation (9). Le RAC quant 2 lui,
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peut s’observer a tout moment en cas d’immunosuppression insuffisante mais est le plus -

souvent précoce. Dans la cohorte rouennaise nous avons exclu dix cas de RAC tardifs (47,5 %).

Concernant le traitement immunosuppresseur en place au moment de la biopsie, 57,9 % des
patients du groupe RAC recevaient des corticostéroides en traitement de fond contre 100 % des
patients du groupe PyVAN. Cette différence est apparue significative. Les pratiques actuelles
tendent, dans 1a mesure du possible, a arréter précocement les corticostéroides, en raison de
leurs nombreux effets indésirables au long cours. Nous n’expliquons pas ce résultat, le délai

entre la greffe et la biopsie étant comparable dans les deux groupes.

5.1.2 Anatomopathologie des deux populations, PyYVAN et RAC

Sur le plan anatomopathologique, les deux groupes sont comparables en termes d’items
Iésionnels de la classification de Banff, a ’exception des scores de fibrose interstiticlle et
d’atrophie tubulaire, plus élevés dans le groupe PyVAN. Dans leur étude comparant les profils
moléculaires des PyVAN et des RAC, Mannon ef al. retrouvent également des scores de fibrose
interstitielle et d’atrophie tubulaire plus important dans la PyVAN comparativement au RAC
(33). De plus, ils mettent en évidence dans les biopsies de PyVAN un microenvironnement pro-
fibrotique plus marqué, caractérisé par une surexpression de génes codants pour diverses
protéines matricielles comme le collagéne de type I ou IV ainsi que par une surexpression de
génes impliqués dans la régulation positive des processus fibrotiques comme le TGFf et

certaines métalloprotéines (MMP-2 et MMP-9).

En limitant notre étude aux PyVAN et RAC précoces, nous avons éteint la différence qui
existait dans notre étude préliminaire concernant le score de hyalinose artériolaire (ah). Ce score
était, dans 1’étude préliminaire rouennaise, en moyenne plus éleve chez les patients du groupe
RAC. La hyalinose artériolaire est |’un des premiers signes de la néphrotoxicité induite par les
anti-calcineurines. Elle débute le plus souvent durant la premi¢re année qui suit I’introduction
des anti-calcineurines et s’aggrave avec le temps avec un item ésionnel ah supérieur ou égal a
1 au terme d’environ cing années de traitement (44). Dans notre étude préliminaire, les biopsies
ayant un score lésionnel ah supérieur ou égal & 2, appartenaient toutes au groupe RAC et étaient

celles des patients présentant le délai greffe-biopsie le plus long (supérieur 4 60 mois).
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5.2 Composition de Dinfiltrat inflammatoire et intérét

diagnostique

1.’ objectif principal de notre étude était d’étudier la composition de Dinfiltrat inflammatoire
interstitiel et intra~tubulaire des biopsies de patients présentant des PyVAN et RAC, afin d’en

tirer d’éventuels enseignements de valeur diagnostique.

Dans les deux groupes, ’infiltrat est polymorphe, majoritairement constitué de lymphocytes
T CD3+, de type cytotoxique (CD8&+) ou helper (CD4+). L’ immunité anti-virale adaptative fait
intervenir principalement les lymphocytes T (45). Classiquement, les lymphocytes T helper
CD4+ reconnaissent les complexes peptide viral-CMH I présentés par les cellules
présentatrices d’antigénes (cellules dendritiques, macrophages et lymphocytes B) et s’activent,
secrétant alors de nombreuses cytokines, en particulier 'IFNy et le TNFe. Ce profil
cytokinique, dit Thl, entraine une augmentation de I’expression des molécules du CMH 2 la
surface des cellules infectées et active les lymphocytes T CD8+. Les lymphocytes T CD8+ ainsi
activés détruisent les cellules infectées par cytotoxicité directe, aprés reconnaissance du
complexe peptide viral-CMI . Les mécanismes immunologiques mis en jeu lors des processus
de rejet cellulaire sont trés comparables a ceux mis en jeu lors d’une infection virale (46). Dans
notre ¢tude nous retrouvons une proportion de lymphocytes T significativement moins
importante dans les PyVAN comparée aux RAC. Ces résultats sont discordants avec certaines
données de 1a littérature qui ne montrent pas de différence en terme de proportion des différentes
sous population lymphocytaires (33,47). Li ef al en 2013, ainsi que Ahuja et al, en 2001
retrouvent des différences significatives dans les proportions des lymphocytes T et B
(respectivement moins et plus importantes) dans les PyVAN, comparges & celles dans les RAC
(32,48). Cependant, dans aucune de ces études, les auteurs ne tiennent compte de 1’ intensité de
Iinfiltrat inflammatoire présent sur les biopsies de PyVAN. Notre étude est la premiére a
sélectionner des cas de PyVAN et de RAC comparables sur le plan inflammatoire (i > 2 et

t>2).

Nous avons également constaté une population plasmocytaire significativement plus importante
dans le groupe PyVAN. La richesse de l'infiltrat en plasmocytes dans les PyVAN a déja été
décrite dans la littérature (32,33,49).
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La place exacte de la réponse humorale dans I’immunité anti-BKv n’est pas bien établie. Au
cours d’une infection virale, les lymphocytes T CD4+ participent également 2 la dlfferenmatlon
des lymphocytes B en plasmocytes, séeréteurs d’anticorps qui neutralisent volontiers les
particules virales lorsqu’elles sont libres dans le milieu extracellulaire. Dans notre étude, nous
avons inclus des cas de PyVAN avec d’importantes lésions de tubulite vraisemblablement
responsables d’un relargage massif de virions dans le milieu extracellulaire, alors accessibles

aux anticorps.

Kemény ef al. se sont intéressés a cet infiltrat plasmocytaire au cours des PyVAN et retrouvent
une majorité de plasmocytes a IgM (54 %) et de plasmocytes & [gG (37 %). Les auteurs mettent
également en évidence une corrélation entre le taux de plasmocytes a IgM dans la biopsie et le

taux sérique d’IgM anti-BKv mesuré par EIA (enzyme immuno assay) (50).

Dans notre étude, nous n’avons pas inclus les cas de PyVAN et de RAC survenus plus de deux
ans apres la greffe. Au cours de notre étude préliminaire, la différence en terme de richesse en
plasmocytes dans les biopsies du groupe PyVAN et celles du groupe RAC n’était pas
statistiquement significative. Il existe un sous-type de RAC appelé rejet aigu riche en
plasmocytes, estimé a moins de 10 % de I’ensemble des rejets aigus (51-53). Ces rejets aigus
riches en plasmocytes, qui apparaissent généralement plus tardivement (plus de trois ans aprés
la transplantation), sont souvent cortico-résistants et de moins bon pronostic. Le seuil de
plasmocytes permettant d’envisager le diagnostic de rejet riche en plasmocytes n’est pas
clairement établi, variant de plus de 10% a plus de 20% de la population inflammatoire
interstitielle (52,53). La classification de Banff recommande d'indiquer par un astérisque si
l'infiltrat inflammatoire est constitué de plus de 5-10 % de plasmocytes (i ¥) (54). Certains de
nos cas de RAC présentent néanmoins une importante population plasmocytaire, pouvant ainsi
entrer dans le sous-groupe « riche en plasmocytes ». Dans leur série de cinquante rejets aigus
riches en plasmocytes, Abbas ef al ont retrouve la présence d’anticorps anti-HLA de type DSA
chez 65 % des patients, associée 4 la présence de dépbts capillaires péri-tubulaires de C4d dans
36 % des cas (55). Ces aspects pourraient étre le témoin d’un processus de rejet 2 médiation
humorale associé et incitent ainsi 4 rechercher de maniére systématique la présence de dépdts
de C4d au niveau des capillaires péri-tubulaires afin de ne pas méconnaitre 1’existence d’un
rejet mixte, avec une composante humorale a bas bruit (56). Ces dépdts de complément ne sont
pas décrits dans les PyVAN riches en plasmocytes (50) et ne peuvent étre évalués dans notre
étude car nous avons exclu de I’étude les patients présentant des anticorps circulants anti-HLA
de type DSA ou dont les biopsies comportaient des critéres histologiques et/ou
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immunohistochimiques de rejet & médiation humorale (g + cpt > 2, score C4d > 1 en

immunofluorescence) afin de limiter la présence de facteurs confondants.

L.’abondance de I'infiltrat en plasmocytes souligne probablement un réle majeur de I’immunité
humorale, Th2, au cours des PyVAN. Lors d’une infection virale, les anticorps spécifiques
dirigés contre les particules virales peuvent agir par différents mécanismes tels que la
neutralisation, 1’opsonisation ou l’activation du systéme du complément. La formation de
complexes immuns, antigéne viral-anticorps, peut ainsi activer la voie classique du
complément. Des études retrouvent effectivement la présence de dépdts de fractions du
complément (C4d ou C3) au niveau des membranes basales tubulaires (49,57,58) et de manigre
intéressante, 'intensité de ces dépdts apparait corrélée positivement a la proportion de
plasmocytes au sein de 'infiltrat interstitiel (57) ainsi qu’an score d’inflammation (i) et a
I’abondance de 1’effet cytopathogene (57,58). Dans les deux groupes de notre étude, I’analyse
rétrospective des données d’immunofluorescence n’a montré que de 1égers dépots de C3 ou

C4d (traces ou 1+) au nivean des membranes basales tubulaires.

5.3 Indication de la biopsie lors de la découverte d’une BK virémie

D’apres nos critéres d’inclusion, nos deux populations ne different initialement que par la
présence ou non d’une virémie BKv avant la réalisation de la biopsie. 1l est actuellement
recommandé de réduire le traitement immunosuppresseur des I’apparition de la virémie, sans
attendre les résultats de la biopsie rénale (20). Compte tenu de ces recommandations et des
éventuels effets indésirables du geste biopsique, la biopsie rénale n'est donc généralement
réalisée qu'en cas de dégradation, concomitante ou a distance de la baisse de
I’immunosuppression, de la fonction rénale. En raison de cette pratique, I’éventualité d’un RAC

concomitant est d’autant plus d’actualité.

Il est actuellement admis que le diagnostic de RAC concomitant 4 une PyVAN ne peut étre
affirmé qu’en cas de I€sion d’artérite (20). L’un de nos cas de PyVAN répond & ce critére, avec
des 1ésions d’artérite v2. Il n’a de fagon intéressante pas été mis en évidence sur sa biopsie de
signe franc d’infestation virale (absence d’image d’inclusion virale et techniques
immunohistochimiques négatives). Ce patient a finalement perdu son greffon dans ’année
suivant la biopsie malgré une majoration secondaire du traitement immunosuppresseur de fond

et I’adjonction d’immunoglobulines intraveineuses.
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La démarche de dépistage actuellement recommandée est justifiée par le fait que tous les
patients porteurs d’une PyVAN présentent des signes de réplication virale (virémie et/ou,
virurie). Cependant, il est également démontré que seuls quelques patients avec une virurie oﬁ
une virémie BKv développeront une PyVAN. Il apparait donc nécessaire de développer de
nouvelles techniques qui pourraient permettre d’augmenter la valeur prédictive positive de la
PCR BKuv et ainsi de mieux définir les indications de la biopsie rénale. e taux de réplication
virale, évalué par PCR, a été proposé mais les résultats publiés sont discordants (24,59,60). 11
n’apparait pas non plus corrélé i la sévérité des lésions histologiques en cas de PyVAN avérée.
Le Urinary polyomavirus-haufen test est un test non invasif proposé en 2009 par Singh et al
(61). Ce test détecte dans les urines, par microscopie électronique, les amas tridimensionnels
de virions « pseudo cylindres hématiques ». Les premiers résultats de ce test sont prometteurs
avec des valeurs prédictives positive et négative supérieures a4 90% (61). De plus, le taux de ces

amas dans les urines, exprimé en nombre d’amas par ml d’urine, semble étroitement corrélé au

grade de la PyVAN (60).

5.4 BKv et immunité

5.4.1 BKy et immunité anti-virale

La réactivation du BKv est la conséquence du traitement immunosuppresseur, L’incapacité a
développer une réponse anti-BKv spécifique efficace pourrait étre la principale cause de
réactivation du BKv, expliquant que la simple réduction de I’immunosuppression puisse
restaurer la réponse immunitaire et donc endiguer I’infection. Ainsi, Comoli ef al. ont montré
en 2004 chez des patients présentant une virémie BKv que les taux de lymphocytes spécifiques
du BKv, mesurés par ELISpot, sont indétectables chez les patients sous traitement
Immunosuppresseur ~ mais  augmentent  considérablement  aprés  réduction  de
I’immunosuppression et ceci de maniére concomitante a la diminution de la charge virale
sanguine (62). Pourtant, d’autres données possent aussi la question du réle de I’afflux de

lymphocytes spécifiques secondaire 2 la levée de I’immunosuppression (24).
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5.4.2 BKYyv et syndrome de reconstitution immunitaire

L’afflux de lymphocytes spécifiques pourrait étre largement impliqué dans 1’apparition des’
Iésions histologiques tubulo-interstitielles constatées sur les biopsies réalisées a distance de la
baisse de I’'immunosuppression. En effet, la présence chez les patients présentant une virémie
BKv de lésions inflammatoires marquées sur les biopsies pose la question soit de I'apparition
d'un RAC secondaire 4 la baisse de l'immunosuppression, soit de la mise en place d'un
mécanisme décrit initialement chez les patient VIH, le syndrome de reconstitution immunitaire

(SRI).

Le SRI est défini comme |’aggravation brutale d’une pathologie souvent infectieuse, suite a la
reconstitution immunitaire apres la réversion d’immunodépression. Les manifestations sont
dues & ’activation excessive des réponses immunitaires T spécifiques responsable d’un orage
cytokinique pro-inflammatoire. En transplantation d’organe, des SRI-like ont été décrits
associés a la cryptococcose, I’infection 8 CMV ou la tuberculose (63,64). L’hypothése d’un SRI
a déja été évoquée comme mécanisme physiopathologique des cystites hémorragiques liées au
BKv (65) dans les suites d’une greffe de moelle hématopoiétique. Dans le cadre des PyVAN,
I’implication exacte de la réponse immunitaire adaptative spécifique n’est pas a I’heure actuelle

bien définie.

Il existe peu de données relatives a la prise en charge thérapeutique du SRI en transplantation
d’organe. De fortes doses de corticostéroides sont recommandées en cas de SRI chez les
patients VIH (66). Dans le cadre de la transplantation d’organe, de rares publications décrivent
une efficacité des corticostéroides dans des cas de SRI associé a une cryptococcose ou une

tuberculose (67,68).

Le risque de développer un RAC dans les suites d’une PyVAN est d’environ 10 % (11,26)
certainement en lien avec la baisse du traitement immunosuppresseur. La réactivation du BKv
pourrait cependant également étre directement impliquée dans I’apparition d’un processus de

rejet.

56



5.4.3 BKyv et alloimmunité

. - .. N . . . Thi
Plusieurs données expérimentales suggerent que les infections virales peuvent augmenter:

’alloréactivité par différents mécanismes. Les lymphocytes T mémoires spéeifiques du BKyv,
générés suite a la primo-infection qui a généralement lieu avant la transplantation rénale,
pourraient reconnaitre certains allo-antigénes par réaction croisée. Ce mécanisme, appelé
immunité hétérologue, n’est pas encore compiétement compris mais serait lié soit a la plasticité
de certains TCR (T Cell Receptor) soit 4 un certain degré de mimétisme moléculaire entre un
complexe antigene viral-CMH du receveur et un complexe allo-antigénes-CMH du donneur

(69,70)

La réactivation et la réplication virales peuvent également avoir un effet direct sur le
développement d’une réponse alloimmune. Un allo-antigéne peut en effet étre présenté & un
lymphocyte T alloréactif par une cellule présentatrice d’antigéne déja activée suite a la
reconnaissance des particules virales (PAMP, Pathogen Associated Molecular Pattern) par son
récepteur (PRR, Pattern Recognition Receptor). De plus, les cytokines et signaux transmis lors
de la réponse anti-virale peuvent favoriser le priming et ’expansion de lymphocytes T

alloreactifs (71).

Enfin, les dommages tissulaires induits par le BKv au cours d’un épisode de PyVAN peuvent,
au méme titre que les lésions liées au temps d’ischémie froide par exemple, étre responsable de
la libération de signaux danger (DAMP) et contribuer & la mise en place d’une alloimmunité

(71,72).
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6 Conclusion

g
1'-

Les PyVAN lorsqu’elles sont associées a des lésions inflammatoires tubulo-interstitielles
restent trés difficiles a distinguer de lésions de RAC. La chronologie est un élément important
du diagnostic différentiel mais néanmoins peu discriminant car les PyVAN comme les RAC
surviennent le plus souvent dans les deux premiéres années de greffe. L’indication a réaliser
une biopsie systématique dés le diagnostic de réplication BKv reste a discuter en fonction du
contexte clinique et thérapeutique. L utilisation de nouvelles techniques pour le diagnostic de
PyVAN, avec de meilleures valeurs prédictives positives, comme le wurinary

polyomavirus-haufen test, pourrait se développer au cours des prochaines années.

La présence d’un infiltrat riche en plasmocytes sur la biopsie nous semble &tre un critére en
faveur du diagnostic de PyVAN plutdt que de RAC. En revanche, I’absence de plasmocyte doit
faire remettre en cause le diagnostic de PyVAN, particulié¢rement si le traitement
immunosuppresseur a été diminué avant la réalisation de la biopsie. En cas de doute, 1’aide de

[’immunohistochimie peut donc s’avérer utile.
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7 Annexes

Annexe 1 : Catégories diagnostiques des biopsies de greffon rénal selon

Banff

1. MNormal
2. Anomalies i médiation humorale (peut &lre-assovides aux catégories 3,4, 5ot 6) |

D¥pbts de C4d au niveau des capillaires péri-tubulaires et présence d’anticorps anti-HLA de
type DSA

«  Dépots de C4d isolés, sans signe histologique de rejet
= Rejet aigu 4 médiation humorale : dépéts de C4d associé a des 1ésions tissulaires
aigues de type I, Il ou III

Type I : NTA et inflammation minime
Type I : capillarite (cpt = 1) et/ou glomérulite (g > 1} et ou microangiopathie thrombotique
Type 111 : Artérite transmurale et/ou nécrose fibrinoide de la média (v3)

= Rejet chronique actit & médiation humorale : dépéts de C4d associé & des lésions
tissulaires chroniques de type :
glomérulopathie d’allogreffe (cg = 1)
- et/ou multi-lamellation de la basale de capillaires péri-tubulaires
- et/ou fibrose interstitielle avec atrophie tubulaire
- et/ou endartérite fibroproliférative

3. Lésions Borderline (peut étre associées aux catégories 2, 5 et 6) : suspicion de rejet aigu a
médiation cellulaire
- absence d’artérite intimale
- association d’une tubulite minime 4 sévére (tl, t2 ou {3) et d’une inflammation
interstitielle minime (i0 ouil)
ou association d’une tubulite minime (t0 ou t1) et d*une inflammation
interstitielle modére a sévére (i2 ou i3)
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4. Rejet 2 médiation cellulaire (peut &tre associées aux catégories 2, 5 et 6) :
= Rejet aigu a médiation cellulaire :

* Regjet chronique actif 4 médiation cellulaire : vasculopathie chronique du transplant

¢ Type IA : inflammation nterstiticlle significative (i2 ou i3) et
tubulite modérée (12)

» Type IB : inflammation interstitielle significative (i2 ou i3) et
tubulite sévére (13)

# TypeIlA : Artérite intimale légére 4 modérée d’au moins une
section artérielle (v1)

e Type IIB : Artérite intimale sévére avec obstruction >25% de la
lumiére vasculaire (v2)

s Type Il : Artérite transmurale et/ou nécrose fibrinoide de la média

(v3)

(endartérite fibroproliférative avec infiltration mononuclée de la paroi)

5. Fibrose interstitielle et atrophie tubulaire (FIAT) sans élément d’orientation éticlogique

¢+ Typel:6-25 % de la surface corticale
s Typell: 26— 50 % de la surface corticale
*  Typelll : > 50 % de la surface corticale

6. Autres lésions (peut &tre associées aux catégories 2, 3, 4 et 5) :

Récidive de la maladie initiale
Glomérulopathie de novo
Infections virales

NTA

etc
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Annexe 2 : Critéres semi-quantitatifs d’évaluation des Iésions du greffon

rénal selon la classification de Banff ‘i

0 Pas de lymphocyte en exocytose dans les tubes
tl Plusieurs foyers de tubes présentant de 1 4 4 lymphocytes / section
Tubulite 2 Plusieurs foyers de tubes présentant de 5 2 10 lymphocytes / section
t3 Plusieurs foyers de tubes présentant de plus de 10 lymphocytes /
section
i0 Peu ou pas d’infiltrat interstitiel (<10% du parenchyme non fibrosé)
Infiltrat i1 10 4 25% de parenchyme inflammatoire
inflammatoire i2 25 4 50% de parenchyme inflammatoire
i3 >50% de parenchyme inflammatoire
g0 Pas de glomérulite
gl Glomérulite dans <25% des glomérules
Glomérulite ]
g2 Glomérulite dans 25 & 75% des glomérules
23 Glomérulite dans >75% des glomérules
ahQ | Pas de hyalinose artériolaire
Hyalinose ahl | Hyalinose légére & modérée d’au moins une artériole
artériolaire ah2 | Hyalinose modérée a sévére d’au moins une artériole
ah3 i Hyalinose sévére de nombreuses artérioles
v0 Pas d’artérite
vl Artérite intimale 1égére a modérée d’au moins une section artérielle
Artérite intimale v2 | Artérite intimale sévére avec obstruction >25% de la lumidre
vasculaire
v3 Artérite transmurale et/ou nécrose fibrinoide de la média
5 —
Glomérulopathie cgd | <10% des anses capillaires
chronique cgl <25% des anses capillaires du glomérule le plus atteint
d’allogreffe s Mo o c .
cg? | 254 50% des anses capillaires du glomérule le plus atteint
(doubles contours) cgd | >50% des anses capillaires du glomérule le plus atteint
ci0 | <5% de la surface corticale
cil <25% de la surface corticale
Fibrose interstitielle .
ci2 i 254 50% de la surface corticale
ci3 >50% de la surface corticale
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ct0 Pas de tube atrophique
ctl <25% de tubes atrophiques .
Atrophie tubulaire - 18
ct2 | 25 a50% de tubes atrophiques ¢
ct3 >50% de tubes atrophiques
cv0 | Pas d’endartérite fibreuse
cvl | Endartérite réduisant de <25% la lumiére vasculaire
Endartérite fibreuse ) . . .
cv2 | Endartérite réduisant de 25 a 50% la lumiére vasculaire
cv3 | Endartérite réduisant de >50% la lumiére vasculaire
mm{Q | Pas d’hyperplasie mésangiale
mml | Hyperplasie mésangiale au moins modérée dans <25% des glomérules
Hypertrophie . ) .
mésangiale mm2 | Hyperplasie mésangiale au moins modérée dans 25 & 50% des
glomérules
mm3 | Hyperplasie mésangiale au moins modérée dans >50% des glomérules
cpt0 | <3 cellules par section capillaire ou <10% de capillaires avec >3
cellules
Capillarite cptl | 3 44 cellules par section capillaire
péritubulaire . . .
cpt2 | 52&10 cellules par section capillaire
cpt3 i >10 cellules par section capillaire
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Néphropathie 4 BK virus et rejet aigu cellulaire : Etude morphologique et
analyse immunophénotypique de ’infiltrat inflammatoire

Introduction

La néphropathie a BK virus (PyVAN) est une complication sévére de la transplantation rénale
pouvant aboutir & la perte du greffon. Le diagnostic précoce d’une virémie BK virus et la baisse
rapide de I'immunosuppression peuvent néanmoins prévenir 1’évolution défavorable d’une
PyVAN. Compte tenu de la présence possible de lésions de tubulite et d'un infiltrat
inflammatoire mononucléé interstitiel, la question du diagnostic différentiel entre une PyVAN
et un rejet aigu cellulaire (RAC) se pose fréquemment en pathologie de la transplantation rénale.
11 apparait donc essentiel de définir des critéres histologiques qui permettent de différencier ces
deux pathologies, dont les prises en charge sont diamétralement opposées.

Matériel et méthodes

Notre étude est rétrospective, analytique et compare une population de transplantés rénaux
ayant présent¢ une PyVAN avec lésions tubulaires et interstitielles modérées/sévéres 4 une
population de transplantés rénaux ayant présenté un épisode de RAC, dans les deux années
suivant la greffe. En complément des analyses épidémiologique et histologique, des analyses
en immunchistochimie sont effectuées afin de caractériser et quantifier les différentes
populations leucocytaires.

Résultats

Treize patients avec des lésions de PyVAN, correspondant a 15 biopsies, et 19 patients avec
des lésions de RAC ont été inclus. L.’4ge moyen au moment de la biopsie était de 54,2 ans dans
Ie groupe PyVAN contre 46,5 ans dans le groupe RAC. Dans les deux groupes, les biopsies
rénales ont majoritairement €té réalisées suite a4 une dégradation de la fonction rénale avec délai
moyen entre la greffe et la biopsie de 8,7 mois dans le groupe PyVAN et de 9,3 mois dans le
groupe RAC. Le traitement immunosuppresseur de fond a été diminué avant la réalisation de la
biopsie pour 10 patients du groupe PyVAN et 2 patients du groupe RAC. Les deux groupes
étaient comparables sur ’ensemble des critéres & 1°exception de la fibrose interstitielle et de
I’atrophie tubulaire qui €taient plus marquées dans le groupe PyVAN. Des images d’inclusion
virale étaient observées sur 10 biopsies de PyVAN. L’infestation virale était confirmée par
technique complémentaire dans 8 cas. Les macrophages et les Iymphocytes B sont
proportionnellement également représentés dans les groupes PyVAN et RAC. Par contre, la
population pilasmocytaire est significativement plus représentée au sein de 1infiltrat
inflammatoire du groupe PyVAN (25,49 % vs 5,78 %, p <0,0001) tandis que la population
[ymphocytaire T est plus représentée au sein de I’infiltrat du groupe RAC (40,9 % vs 51,76 %,
p = 0,0093). A la fin du suivi, 5 patients du groupe PyVAN et 3 patients du groupe RAC avaient
perdu leur greffon.

Conclusion

La présence d’un infiltrat riche en plasmocytes sur la biopsie nous semble étre un critére en
faveur du diagnostic de PyVAN plutét que de RAC montant que [‘apport de
I’immunohistochimie peut s’avérer utile. Il reste cependant essentiel de prendre en compte le
contexte thérapeutique et clinique au moment de la biopsie, celle-ci étant souvent réalisée apres
une baisse de I'immunosuppression.

Mots clés
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